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RESUMEN

RESUMEN

La ATPasa de H' (EC 3.6.3.6) es una enzima de la membrana plasmatica que es
fundamental en la fisiologia de la célula vegetal, ya que de ella dependen los procesos de
elongacion celular, transporte de nutrientes, apertura y cierre de estomas y regulacién del pH
intracelular [Morsomme y Boutry 2000, Palmgren 2001]. Siendo una enzima membranal, su
actividad estd influenciada por el entorno lipidico. Al respecto, hay varios reportes en la literatura
gue indican que diferentes glicerolipidos y esteroles membranales, asi como detergentes,
modifican positiva o negativamente su actividad [Brauer y Tu 1989, Sandstrom y Cleland 1989,
Gomeés et al. 1996, Grandmougin-Ferjani et al. 1997]. Hasta el momento, hay pocos reportes que
sefalen que la ATPasa requiere de esfingolipidos para su funcion.

En el laboratorio, se ha encontrado que la adiciéon de fumonisina B1 (FB1) a embriones de
maiz produce una inhibicion del 20 al 30 % de la actividad de la ATPasa de H* [Gutiérrez 2005].
La toxina también produce un aumento en los niveles de esfinganina en la membrana plasmatica,
gracias a la inhibicion de la esfinganina N-acil transferasa (SAT). Sin embargo, la inhibicion de la
ATPasa de H* no es producida por el aumento de esfinganina y si es revertida por la adicion de
ceramida, sugiriendo que la disminucion observada en la actividad de la ATPasa de H* por la FB1
est4 relacionada con una disminucion en los niveles endégenos de ceramida.

En este trabajo se trata de dilucidar el mecanismo por el cual la ceramida (o esfingolipidos
complejos) es requerida para la actividad completa de la enzima, explorandose varias
posibilidades: incorporacion adecuada de la enzima a la membrana plasmatica, mayor nivel de
fosforilacion de la enzima, conformacion mas activa de la enzima por requerimiento estructural del
lipido o por una interaccion de éste con esteroles membranales.

Este trabajo se llevé a cabo en embriones de maiz expuestos a 20 uM de FB1 y/o a 20 uM
de ceramida Cs por 24 h y de los cuales se purificaron vesiculas de membrana plasmatica (VMP).
En éstas, se determind la actividad de hidrélisis de ATP por un método colorimétrico y la
presencia de la enzima y de la proteina reguladora 14-3-3 por anticuerpos especificos. Se evalué
el efecto de la metil-B-ciclodextrina (M-B-CD) para disminuir los niveles de esteroles enddgenos.

Los resultados muestran que la ATPasa de H* no sufri6 cambios en la cantidad de la
enzima presente en las VMP cuando los embriones eran tratados con 20 uM de FB1, por lo que
podemos descartar que la FB1 esté influyendo en la disminucion de la actividad de la ATPasa de
H* por un defecto en su incorporacion en la membrana plasmatica.

Como una de las formas de regulacion de la ATPasa de H" es por medio de la unién de la
proteina 14-3-3 al carboxilo terminal fosforilado, la disminucién en la actividad inducida por FB1
podia deberse a una menor fosforilacién de la enzima y por tanto, a una menor cantidad de la

proteina 14-3-3 asociada a la enzima. No se observé un cambio en la cantidad de la proteina 14-
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RESUMEN

3-3 en las VMP control y las provenientes de embriones embebidos con 20 uM de FB1, lo que nos
dice que la disminucién en la actividad de la enzima por la FB1, no esta relacionada con cambios
en su regulacion por fosforilaciéon e interaccién con la proteina 14-3-3.

La posibilidad de que la inhibicion de la ATPasa de H' debida a la falta de ceramida
endogena estuviera relacionada con una interaccion de la ceramida con los esteroles
membranales, se exploré removiendo los esteroles con M-B-CD. Se encontrd que la actividad de
la ATPasa de H* fue méas sensible a la remocién de esteroles en las VMP de embriones tratadas
con 20 uM de FB1 en comparacion con las VMP control. Estos resultados sugieren que la
ceramida estd interactuando con los esteroles membranales que se requieren para la actividad de
la enzima. Ademas, se ha reportado en la literatura que la ATPasa de H* se encuentra en balsas
lipidicas [Mongrand et al. 2004, Shaollari et al. 2004, Borner et al. 2005] y las balsas lipidicas son
ricas en esteroles y esfingolipidos complejos [Simons e Ikonen 1997]. Al haber una deficiencia de
ceramida, los esteroles podrian encontrarse en estructuras menos ordenadas y compactas,
siendo mas facil su remocion.

La ATPasa de H' de la membrana plasmatica aparentemente se requiere de
ceramida/esfingolipidos complejos para su funcién a través de una interaccién de este lipido con

la enzima y los esteroles.
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INTRODUCCION

l. La membrana plasmatica

La membrana plasmatica es una bicapa lipidica resistente, flexible y selectivamente
permeable a sustancias polares, considerada como la frontera entre la célula y su entorno. Los
componentes lipidicos de la membrana constituyen la barrera hidrofébica de permeabilidad, que
sumada a la asimetria de su distribucion entre las dos caras de la membrana plasmatica (MP),
contribuye a conectar el exterior con el interior de la célula [Edidin 2003], mientras que las
proteinas funcionan principalmente como sistemas de transporte y como sefializadores para el
tréfico celular [Ephritikhine et al. 2004].

1. Composicion de la membrana plasmatica.

La composicion quimica es muy variada, lo cual indica la diversidad de funciones
bioldgicas que la MP tiene en los seres vivos. Los componentes principales son: las proteinas (las
cantidades relativas son de 20 % a 60 % dependiendo del tipo de membrana), los lipidos polares
(30 % a un 80 % del peso total) y una pequefia cantidad de carbohidratos (de un 0 % a un 10 %
del peso total), que forman parte de glucoproteinas y glucolipidos [Lehninger et al. 1993].

A. Lipidos

El andlisis quimico de membranas aisladas de fuentes diversas pone de manifiesto ciertas
propiedades comunes. La composicion de los lipidos de la MP es caracteristica de cada especie,
tejido y del tipo de células. Esta claro que las células tienen mecanismos para controlar las clases,
distribucién y cantidades de lipidos de membrana sintetizados (Tabla | y Fig. 1), ya que su
inadecuada distribucién o metabolismo puede tener serias consecuencias para las células y los
organismos [Lehninger et al. 1993, Holthuis y Levine 2005, Maxfield y Tabas 2005].

Por definicidn, los lipidos son biomoléculas insolubles en agua que presentan solubilidad
elevada en disolventes organicos. Los lipidos de las membranas son moléculas relativamente
pequefas que tienen una parte hidrofilica y una parte hidrofébica (excepto por el estigmasterol).
Una de las propiedades mas importantes de los lipidos, desde el punto de vista biol6gico, es su
hidrofobicidad. Esta propiedad se debe a la estructura de los &cidos grasos, las bases
esfingoideas o los anillos heterociclicos, dependiendo del tipo de lipido de que se trate. Los tres
principales tipos de lipidos en la MP son los glicerolipidos, los esfingolipidos y los esteroles [Stryer
et al. 2003].

Los glicerolipidos son los lipidos mas abundantes en las membranas biologicas. Una
molécula de glicerolipido esta constituida por cuatro componentes, un acido graso (los que mas
ocurren en las membranas biolégicas son los &cidos grasos de 16 a 18 atomos de carbono), un
esqueleto al que se unen los acidos grasos, generalmente glicerol, un fosfato y un alcohol unido

al fosfato.
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Tabla I. Composicién de lipidos de la MP de maiz [Bohn et al. 2001].

% en mol de membranas plasmaticas

Tipos de lipido Ejemplos de lipidos .
aisladas de raices de maiz
Fosfatidilcolina 15.8
Fosfatidiletanolamina 14.2
Glicerolipidos Fosfatidilserina 4.0
Fosfatidilglicerol 5.3
Fosfatidilinositol 4.6
Glucocerebroésidos 6.8
Esfingolipidos Esterilglicésidos 5.8
Esteroglucosidos acilados 2.7
Estigmasterol 19.8
Esteroles Campesterol 13.0
Sitoesterol 6.7
Colesterol No detectado

Los esfingolipidos son lipidos derivados de la esfingosina (4-esfingenina) o estructuras
relacionadas. Estructuralmente, los esfingolipidos son definidos y distinguidos por la presencia de
un esqueleto esfingoideo. En células de mamiferos, el esfingolipido usual es la esfingosina
(trans-D-eritro-2-Amino-4-octadecano-1,3-diol), en células de plantas y levaduras se
encuentra en mayor proporcion la fitoesfingosina (D-Ribo-2-aminooctadecano-1,3,4-triol).

Los esfingolipidos son sintetizados en el lumen del aparato de Golgi a partir de la
condensaciéon de L-serina con un &cido graso mas Coenzima A. Los esfingolipidos son
distribuidos selectivamente a la MP y a otros organelos a través de vias de tréafico vesicular.

La ceramida es un esfingolipido acilado en la posicién 2-amino de la cadena (Fig. 2). Las
ceramidas varian principalmente en el esqueleto lipidico, sobre todo en los distintos sustituyentes
en la posicion 1-OH. Esta variacion va desde un simple grupo fosfato, pasando por una unién B-
glucosidica de una glucosa o una galactosa, hasta especies de ceramidas altamente
glucosiladas. La ceramida es sintetizada por la ceramida sintasa (esfingosina-N-aciltransferasa).
Un potente inhibidor de la ceramida sintasa es la toxina FB1 de Fusarium verticilliodes.

En la actualidad se ha encontrado que las ceramidas tienen un papel muy importante en
una amplia variedad de respuestas celulares, como el crecimiento, diferenciacion, muerte y
detencion del ciclo celular [Hannun y Obeid 2002].

El grupo final de esfingolipidos, consiste en N-diacilderivados, como la 1-
galactosilesfingosina y otros [Petty 1993, Huwiler et al. 2000]. Los glucolipidos, como su nombre
lo indica, son esfingolipidos que contienen azlcares. Estan orientados de manera totalmente

asimétrica, con el aztcar expuesto hacia la cara extracelular de la MP.
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Fig. 1. Principales lipidos y su distribucidon ordenada en la MP de raices de maiz. ES = estigmaesterol,

FC = fosfatidilcolina; FE = fosfatidiletanolamina; FS = fosfatidilserina, GL = Glicolipido

El colesterol es un lipido con una estructura diferente a la de los glicerolipidos vy
esfingolipidos. Es un esteroide formado por la unién de cuatro anillos hidrocarbonados. Es
sintetizado en el reticulo endoplasmico y repartido a otros organelos por combinacion de trafico
vesicular y no vesicular [Maxfield y Tabas 2005]. La MP se encuentra enriquecida en colesterol.
Este enriquecimiento esté probablemente determinado por su alta afinidad por los esfingolipidos y
glicerolipidos. Si bien éste es el principal esterol en células animales, en las de plantas hay otros
esteroles en mayor proporcién como el sitoesterol, el campesterol y el estigmasterol (Tabla I).

La distribucion diferencial y el ordenamiento de los lipidos en las células no se puede
explicar s6lo por el metabolismo subcelular, también hay que considerar el enorme tréfico
vesicular entre la MP y los distintos organelos de la célula. Por tanto en la actualidad se ha puesto
mucha atencidon en el mecanismo que siguen las células para imponer la selectividad y la
direccionalidad del trafico lipidico.

Los lipidos en la MP presentan tres tipos de movimientos que son: difusion lateral en el
plano de la membrana, un movimiento llamado flip-flop entre los lados opuestos de la membrana
y a través de ella y una difusion fuera de la membrana, hacia la fase acuosa, seguido de una
insercion a otra membrana. Un ejemplo de este Gltimo mecanismo es cuando lipidos especificos
son enviados selectivamente junto con proteinas recién sintetizadas, cuyo destino es la MP y que
son importados primero por el reticulo endoplasmico, después enviados al aparato de Golgi y
finalmente son empacados dentro de vesiculas secretoras que se funden con la MP (llamado

también ruta exocitica).
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Fig. 2. Representacién esquemédtica de la fitoesfingosina y la ceramida Ci, esfingolipidos

comunmente encontrados en plantas.

Los lipidos estan siendo reconocidos de manera amplia como reguladores versatiles y
dinamicos de numerosos procesos celulares que van desde el crecimiento celular, desarrollo y
supervivencia a partir de mecanismos de sefializacion intracelular, asi como mecanismos de
clasificacion molecular (cargo sorting) y trafico membranal [Stryer et al. 2003, Holthuis y Levine
2005].

B. Proteinas.

Mientras los lipidos forman la barrera estructural de las membranas y contribuyen a sus
atributos funcionales, las proteinas participan muy activamente en esté Ultimo aspecto [Petty
1993]. La composicion proteica de membranas de origenes diferentes varia alin mas ampliamente
gue su composicién lipidica, lo que refleja su especializacion funcional [Lehninger et al. 1993].

Las proteinas son polimeros de moléculas que contienen nitrégeno y que son conocidos
como amino acidos. El mismo grupo de 20 amino &cidos es usado para la formacion de todas las
proteinas a través de su ordenamiento en diferentes posiciones. Las proteinas son grandes y
complejas y contienen cientos de amino &cidos, por tanto, la gran cantidad de secuencias de
amino acidos es muy importante porque determina la estructura y funcién de las proteinas.

Hay dos tipos de proteinas asociadas a las membranas plasmaticas: las llamadas
proteinas periféricas y otras proteinas que estan estrechamente unidas a las membranas, que son
llamadas proteinas integrales o transmembranales. Las proteinas periféricas son aquellas que
estan unidas a las membranas a través de interacciones electrostaticas y por puentes de
hidrogeno, se disocian de la membrana por procedimientos relativamente suaves que dejan
intacta la membrana, tales como la exposicién a soluciones salinas de elevada fuerza idnica,
agentes quelantes de metales o cambios de pH. La mayoria de las proteinas periféricas de la MP

estan unidas a la superficie de proteinas integrales, ya sea en la cara citosélica de la membrana o
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ya sea en la cara extracelular. Otras estan ancladas a las membranas a través de enlaces
covalentes con una cadena hidrofébica, como un acido graso [Stryer et al. 2003]. Las proteinas
integrales pueden consistir de una simple subunidad o de grandes complejos hechos de varias
subunidades, con componentes adicionales no proteicos, como grupos prostéticos. Algunas
proteinas integrales soélo tienen acceso a un lado de la MP, mientras que las proteinas
transmembranales atraviesan la membrana y tienen acceso a ambos lados de la misma [Raven et
al. 1992, Hopkins 1995].
C. Carbohidratos.

Muchos componentes de la MP pueden estar glicosilados. Alrededor del 5 % del peso total
de lipidos membranales esta en forma de glicolipidos y se ha establecido que el contenido de
carbohidratos puede llegar a constituir hasta el 14 % del peso seco total de la MP, con un
promedio entre 2 % y 8 %. A pesar de que en la naturaleza existen mas de 100 tipos diferentes
de monosacéridos, solamente algunos se encuentran en las glucoproteinas y los glucolipidos de
las membranas en general. Entre los principales estan la galactosa, manosa, fructosa, glucosa,
glucosamina, galactosamina y &cido sialico; éste Ultimo se encuentra generalmente como grupo
terminal, contribuyendo de manera importante a la carga negativa neta que presenta la superficie
de la membrana de mamiferos. Las cadenas de carbohidratos laterales presentes en
glucoproteinas y lipoproteinas, pocas veces exceden de 15 residuos [Zagoya y Hicks 1995].

2. Estructura de la membrana plasmatica

El principio de la estructura molecular de la MP lo propusieron en 1935 Danielli y Davson.
Para explicar algunas de las propiedades de la membrana, ellos propusieron un modelo de bicapa
lipidica, con proteinas unidas a ambas interfases lipido-agua. El grosor de las membranas
biolégicas que oscila entre 5y 8 nm segin mediciones realizadas por microscopia electronica, es
lo que cabria esperar de una bicapa lipidica. La difraccion por rayos “X” muestra también una
distribucién de densidad electrdnica esperada para la estructura de una bicapa, ademas de verse
con apariencia trilaminar cuando se observan en seccion transversal al microscopio electrénico.

Las pruebas combinadas de microscopia electronica, composicién quimica y estudios
fisicos de permeabilidad y movimiento de moléculas individuales de proteinas y lipidos dentro de
las membranas, justifican el modelo del mosaico fluido de Singer y Nicolson propuesto en 1972,
para la estructura de las membranas bioldgicas (Fig. 3), en donde los lipidos y proteinas
integrales forman un mosaico diverso y dindmico gracias a su fluidez, por lo que, tanto los lipidos
como las proteinas integrales pueden realizar movimientos laterales dentro de la bicapa. El
concepto de fluidez membranal indica que los principales componentes de la membrana tienen
una movilidad lateral libre dentro de cada monocapa, pero preservan su estabilidad a través de
interacciones no covalentes lipido-lipido y lipido-proteina.

En esta bicapa lipidica, las proteinas integrales estan incrustadas, relacionandose por

medio de interacciones hidrofdbicas entre los lipidos de la membrana y los dominios hidrofébicos
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de las proteinas y también por medio de interacciones reciprocas entre las porciones hidrofilicas
de las mismas especies.
A. Modelo de balsas lipidicas.

Por observaciones realizadas utilizando sondas con movimiento de rotacion del electron,
hay zonas que se forman en la MP cuya existencia no es facilmente explicable por el modelo del
mosaico fluido. En estas zonas, se propone que hay una mezcla de lipidos organizados en
pequefios dominios y de lipidos desorganizados en el resto de la membrana [Jain y White 1977].
Este concepto fue evolucionando hasta que, en 1997, el término de balsa lipidica (lipid raft) fue
acufiado [Simons e lkonen 1997]. EI modelo propone que los distintos tipos de lipidos no estan
uniformemente distribuidos a lo largo de las membranas plasmaticas de las células eucariotas,

sino que estan organizadas a forma de parches en distintos conjuntos de lipidos.

Superficle externa Cabezas de Colas de acilos Porcion glucidica Colesterol
» fosfolipido (polares) §  grasos (polares) de glucoproteina

Bicapa
lipidica
Proteina periférica Proteinas integrales Proteina periférica con
Superficie interna ancla lipidica covalente

Fig.3. Modelo de la estructura de las membranas biolégicas [tomado de Lehninger et al. 1993].

El modelo de balsas lipidicas se basa experimentalmente en estudios con membranas
artificiales en las cuales los esteroles promueven la formacion de microdominios que son otro
nombre de las balsas lipidicas [Xu et al. 2001]. Al parecer, las fuerzas principales que promueven
la formacion de balsas lipidicas es la interaccion lipido-lipido. Los esfingolipidos se asocian unos
con otros a través de sus cabezas de carbohidratos y su larga cadena hidrocarbonada
predominantemente saturada, mientras que los esteroles sirven para llenar los espacios que
guedan entre los esfingolipidos [Simons e Ikonen 1997]. Una de las principales evidencias que
hay de la existencia de balsas lipidicas, es la extraccion de membranas resistentes a la
solubilizacién con detergente (DRM'’s por sus siglas en inglés). En plantas, se ha reportado la
evidencia de DRM’'s en Nicotiana tabacum [Peskan et al. 2000, Mongrand et al. 2004] y
Arabidopsis thaliana [Borner et al. 2005]. Ademas, en la actualidad un gran nimero de métodos
bioguimicos, inmunoldgicos y biofisicos proveen evidencia de su existencia [Bhat y Panstruga
2005].
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A pesar de su presunta composicion y estructura, no se han determinado las funciones de
las balsas lipidicas. Se les han atribuido muchos eventos celulares como procesos de
transduccién de sefiales, secrecion polarizada, transporte membranal, organizacion del
citoesqueleto, apoptosis y como puerta de entrada a organismos patdégenos [Simons y Toomre
2000, Bhat y Panstruga 2005]. En este dltimo punto, donde se ha propuesto que las balsas
lipidicas sirven como puerta de entrada a patégenos, se ha visto que la modificacién de la
composicion lipidica, en particular de los esteroles (extraidos con M-B-CD), ha resultado en una
inhibicion de la infeccion por Escherichia coli [Shin et al. 2000] y una disminucién de la infeccién
por Pseudomonas aeruginosa, pues requieren de plataformas ricas en ceramidas y colesterol
para infectar a pacientes inmunodeprimidos [Grassmé et al. 2003].

3. Funciones de las membranas plasmaticas.

La fisiologia de la MP esta ligada a la dinamica de los lipidos y proteinas que la
constituyen. Esta relacion tiene un impacto significativo en los procesos celulares esenciales
como la activacion, reconocimiento de una molécula receptora por una ligante, presentacion de
antigenos, interacciones intracelulares, por mencionar algunos [Vereb et al. 2003].

Algunas de las funciones celulares fundamentales de la MP son:

A. Barrera de compartamentalizacion y permeabilidad.

Dentro de todas las funciones de las membranas plasmaticas, la principal es la de ser la
barrera hidrofébica entre los medios acuosos externo e interno, regulando la entrada y salida de
solutos para mantener un balance entre la presién osmética en ambos lado de la MP y ademas
limitando, el volumen celular [Robertis y Robertis 1981, Singer 2004].

B. Sefalizacion transmembranal.

En la actualidad se sabe que la MP es una parte altamente sensible de la célula y es el
principal intermediario entre los acontecimientos del entorno con los cuales tiene que relacionarse
[Cowan et al. 1993]. Las células poseen proteinas de membrana que presentan sitios de unién
altamente especificos para moléculas que funcionan como sefales extracelulares, como el caso
de la acetilcolina y su receptor especifico, el cual al momento de unirse al receptor de acetilcolina,
desencadena una cascada de sefalizacion al interior de la célula con la cual hizo contacto
[Lenhinger et al. 1993]. Pero no sélo las proteinas de membrana realizan la sefializacion, también
se ha encontrado que los lipidos a través del trafico vesicular entre la membrana y los distintos
organelos sirven como potentes sefializadores y desencadenadores de respuestas, como por
ejemplo la modulacién de la fluidez de la membrana que estd dada por el tipo de lipidos
predominantes en la MP [Cowan et al. 1993, Bohn et al. 2001, Holthuis y Levine 2005].

C. Matriz de soporte de enzimas.

La membrana funciona como una matriz en la que estan embebidas enzimas que realizan

catdlisis vectorial, es decir, reacciones que requieren una direccionalidad (en el caso de la MP,

entre el citosol y el medio extracelular). La NADPH oxidasa es un ejemplo de la formacion de
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complejos proteicos que realizan catalisis quimica, que en este caso es la produccion regular de
especies reactivas de oxigeno en respuesta a factores de crecimiento, citocinas, sefiales de
calcio, defensa del hospedero apoptosis y modificacién oxidativa del medio extracelular [Lambeth
2004].

D. Transduccion de energia.

La MP se caracteriza por mantener un potencial eléctrico, debido a la diferencia de carga
entre el medio extracelular y el medio intracelular. Esta diferencia de carga es debido al transporte
y difusidn de solutos a través de ella, generandose una diferencia de concentracién de iones entre
el medio externo e interno, lograndose asi una diferencia de potencial eléctrico [Zagoya y Hicks
1995]. El mejor ejemplo es el sistema de transporte de electrones y protones de la fosforilaciéon
oxidativa en las membranas de bacterias y mitocondrias y el transporte de protones producido por
la ATPasa de H' en las membranas plasmaticas de levaduras y plantas [Morsomme y Boutry
2000, Palmgren 2001].

4. Propiedades de las membranas plasmaticas

Todas las membranas biologicas comparten varias propiedades fundamentales. Una de
ellas es que las bicapas lipidicas son impermeables a la mayoria de los solutos polares o
cargados, pero son permeables a los compuestos no polares. Esto es fundamental para la
fisiologia de la célula y para el mantenimiento de condiciones intracelulares adecuadas y también
esta relacionado con el equilibrio osmético que mantiene la célula con su medio externo, lo que
lleva a considerar distintos fenbmenos de transporte que se llevan a cabo en la MP.
Energéticamente, los sistemas de transporte se clasifican en aquellos de transporte pasivo y los
de transporte activo con sus distintas modalidades. El potencial de membrana o AY, que se
origina cuando existe una diferencia de potencial o carga eléctrica en ambos lados de la
membrana, también promueve movimientos electroforéticos o electrogénicos, debido a que hay
un pequefio exceso de cargas de un lado y un leve déficit en el otro. La magnitud de la diferencia
de potencial de la membrana plasmatica de una célula varia ligeramente, dependiendo del tipo
celular y del tipo de organismo [Zagoya y Hicks 1995]. La MP tiene un potencial transmembranal
(AY) negativo en el lado citoplasmico, con valores entre 10 y 100 mV o aun mas, el cual esta
generado principalmente por la bomba de H* en la MP de plantas [Gutiérrez et. al. 2001]. Las
membranas plasmaticas de plantas también tienen propiedades eléctricas comunes a cualquier
membrana bioldgica, su carga de superficie es de 8 a 30 mV conferida por los grupos polares de
sus lipidos y por las porciones hidrofilicas cargadas de las proteinas transmembranales.

I. La ATPasa de H" de la membrana plasmatica de plantas.

Entre una gran familia de proteinas membranales encontramos el grupo de las proteinas
translocadoras de iones, en cuyas subclases estan las proteinas acarreadoras, las bombas y los
canales. Las dos primeras transportan solutos activamente y los dltimos transportan solutos

pasivamente. De los transportadores primarios o bombas de ATPasas del tipo P, que acoplan la
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hidrélisis de ATP al transporte activo de distintos iones, podemos ubicar a la ATPasa de H*
[Palmgren 1991, Sze et al. 1999, Gutiérrez et al. 2001].

La ATPasa de H' fue detectada por primera vez al final de la década de los setentas, aunque su
existencia fue predicha antes por mediciones electrofisiolégicas del potencial de membrana en
Neurospora crassa. La ATPasa de H' en plantas, acopla la hidrélisis de ATP (reaccion
exergonica) al transporte de protones a través de la MP (reaccién endergonica, pues los protones
se mueven en direccion contraria a su gradiente de concentracidn). Asi, se crea una diferencia de
pH (ApH) y de potencial eléctrico (A¥) en la MP. Ambos son requeridos para el funcionamiento de
transportadores secundarios, cuya actividad por tanto es directamente dependiente de la fuerza

protomotriz (Fig. 4) [Baudouin y Boutry 1995, Morsomme y Boutry 2000].
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Fig. 4. Transportadores primarios y secundarios en la MP. [tomado de Morsomme y Boutry 2000]. El

gradiente electroquimico creado por la ATPasa de H* es usado por transportadores secundarios (canales y

acarreadores) para mover iones y moléculas organicas a través de la MP.

La ATPasa de H" se sintetiza en el reticulo endoplasmico, para posteriormente ser
“empaquetada” en vesiculas COP Il y transportada a la MP a partir del aparato de Golgi en la
levadura [Sze et al. 1999, Ferreira et al. 2001, Lefebvre 2004].

En plantas, la ATPasa de H" participa en procesos esenciales para el crecimiento normal de la
planta, como son la tolerancia a la salinidad, la regulacién del pH, la expansion celular y
recientemente se le ha asociado a la defensa contra patdégenos [Morsomme y Boutry 2000].

1. Estructura

La ATPasa de H" comprende una subunidad catalitica de aproximadamente 100 kDa, cuya
secuencia de aminoéacidos ha sido deducida del gen correspondiente. El analisis de la estructura

secundaria predice que el polipéptido contiene de 10 a 12 cruces transmembranales.
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Si bien la ATPasa de H* de plantas no ha sido cristalizada, la informacién de su estructura
terciaria se ha inferido gracias a la estructura cristalografica de la ATPasa de Ca** con una
resolucion de 2.6 A en cristales de dos dimensiones [Toyoshima et al. 2000] y la de Neurospora
crassa [Auer et al. 1988] con una resolucion de 8 A. Recientemente, se cristalizd la isoforma
AHA2 de A. thaliana, con una resolucion de 8 A [Palmgren 2001]. Estos datos en acuerdo con
evidencias bioguimicas, sugieren que la ATPasa de H' de plantas tiene fracciones expuestas a
ambos lados de la MP y que alrededor de un 70% esta en la regién citoplasmatica, por tanto, una
reducida parte de la proteina esta expuesta a la region extracelular. La parte citosdlica esta
dividida en 4 dominios: el dominio de activacion (A) comprende la region amino terminal y la
pequefa regién citoplasmatica entre los cruces transmembranales denominados M1 y M2; se ha
propuesto que este dominio tiene una funcién de fosfatasa al momento de la liberacién de PO,*
del residuo Asp329 (ver seccion siguiente) [Serrano 1989]; el dominio de fosforilaciéon (P), que
estd unido a los cruces transmembranales denominados M4 y M5 y que tiene un residuo de
aspértico que se fosforila durante la catalisis; el dominio donde se une el nucle6tido ATP (N) que
esta unido directamente al dominio P y contiene al sitio de union a ATP (ambos dominios estan
comprendidos en la gran asa citosolica) y finalmente, est4 el dominio de regulacion (R), que
comprende al carboxilo terminal (se trata con detalle mas adelante).

La Fig. 5 muestra la topologia predicha hasta el momento para la ATPasa de H" de la MP
a partir de datos de varias especies de levaduras y una de plantas [Ambesi et al. 2000,
Morsomme y Boutry 2000, Palmgren 2001]. Este modelo representa el modelo mas ampliamente
aceptado y estd basado en los resultados de experimentos de modificacion quimica, genética y
datos cristalograficos.

La estructura cuaternaria de la ATPasa de H" se trata con mas detalle en la parte de
oligomerizacion.

2. Catalisis, transporte de protones e hidrélisis de ATP.

El ciclo catalitico propuesto para la ATPasa de H' estd basado en comparaciones
realizadas con las ATPasas de Na'-K* y la de Ca®" en mamiferos y en plantas se ha comparado
con las dehalogenasas haloacidas. El ciclo catalitico describe la unién del proton citoplasmatico y
el ATP a la forma E1 de la enzima. La fosforilacién del residuo Asp329 lleva a un intermediario
fosforilado con el grupo y-fosfato del ATP. En este complejo, las cargas negativas en exceso son
estabilizadas por el residuo basico Lys569 y el Mg®*. Esto lleva al intermediario fosforilado
altamente energético denominado E1~P; subsecuentemente una molécula de ADP es liberada
junto con el Mg®*. Entonces ocurre un cambio conformacional, cambiando la enzima de la
conformacion E1-P a la E2-P, seguida de la liberacion de un protén al exterior causado por una
menor afinidad de este estado fosforilado por el protdén. Finalmente, el P; es liberado por hidrélisis
del enlace Asp329-P y la enzima regresa al estado E1. El proceso de transicién entre el estado

E2 y E1, ha sido sugerido como el paso limitante (Figs. 6 y 7), ademas de ser el estado E2 el que
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tiene una baja afinidad por el ATP y H*, pero una alta afinidad por el inhibidor VO,* [Morsomme y

Boutry 2000, Palmgren 2001].
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Fig. 5. Modelo de la topologia de la ATPasa de H" de la MP [modificado de Palmgren 2001]. A =
Region de activacion, M = Region de hélices transmembranales, N = Region de unién al nucleétido, P =

Region de fosforilacion, R = Region de regulacion (COO™ Terminal). Ver texto para mas detalles.

Como se sugirié en la descripcion del ciclo catalitico, el substrato de la ATPasa de H* es el
complejo MgATP. En plantas, la Km para el MgATP varia entre 0.3y 1.4 mM y el pH éptimo esta
alrededor de 6.6. Esto también sugiere que el pH tiene una influencia marcada en la actividad
enzimatica y se ha sugerido que la union de los protones estabiliza a la forma E1 [Regenberg et
al. 1995]. La actividad especifica de la ATPasa en membranas purificadas estd usualmente
alrededor de 1-2 umol Pi/min/mg [Morsomme y Boutry 2000]. La remocién de 38 residuos del

carboxilo terminal de la isoforma AHA2 de A. thaliana, produce una elevacion en la afinidad de la
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enzima por su sustrato. Este cambio se caracteriza por un cambio en el pH 6ptimo de 6.5a 7.0 (a
3 mM de MgATP) y la disminucion de la Km por el ATP. Estos cambios fueron mas pronunciados
a pH neutro. También se reportd que la pérdida de estos 38 residuos del carboxilo terminal hacen

insensible a la enzima a una activacion por lisofosfatidilcolina [Regenberg et al. 1995].

H'ea ATP ADP
E&' E2 —H'- ATP L' E1-H'~P
1 2
6 3 H,0
5 4
E2 « E2-P 4—7 E2-H"-P
F)i H+Sale

Fig. 6. Ciclo catalitico de la ATPasa de H" de MP [tomado de Morsomme y Boutry 2000]. Ciclo
catalitico propuesto originalmente para la ATPasa de Ca®* y que ha sido extendido a la ATPasa de H* de
acuerdo al esquema de Post-Albers. E1 = Estado conformacional 1 en ciclo catalitico de la ATPasa, E2 =
Estado conformacional 2 en ciclo catalitico de la ATPasa, E1-P = Estado conformacional 1 fosforilado, E2-P

= Estado conformacional 2 fosforilado. Ver texto para mas detalles.

En cuanto a la forma en que los protones son transportados a través de la MP, al menos
dos tipos de mecanismos pueden ser descritos. Un mecanismo puede ser la conducciéon de
protones a lo largo de un llamado “cable de protones”. De acuerdo con este modelo, los protones
son transportados en varios pasos discretos por una transferencia secuencial de un grupo
protonable de la proteina a otro, a lo largo de toda la ruta. Una caracteristica de este tipo de
bomba de protones es que, en un ciclo catalitico de la ATPasa de H*, el proton que entra no es el
mismo que sale. En general, en las bombas de protones, el transporte unidireccional a lo largo de
los cables de protones ocurre por cambios conformacionales de la proteina, que se induce por
cambios en los pKa de los grupos protonables [Pomes y Roux 2002, Palmgren et al. 2003]. El otro
mecanismo propuesto propone que varios grupos se coordinan con el ion en una cavidad, con lo
cual se contribuye a una especificidad por cada i6bn. Como resultado, sucede un cambio
conformacional y el sitio es expuesto a ambos lados de la membrana debido a la formacién de
semicanales y, por comparacion con las ATPasas de Na* y Ca*, cuando se genera el estado E2-
P, el ibn es liberado [Jorgensen y Andersen 1988, Palmgren et al. 2003].

En la actualidad, se ha establecido la presencia de sitios de unién para los cationes en
varios grupos de coordinacién situados en los cruces transmembranales denominados M4, M5,
M6 y M8, pero los determinantes moleculares de la especificidad idnica en la ATPasa de H* no

han sido identificados [Palmgren et al. 2003].
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Fig. 7. Esquema propuesto para la reaccion de fosforilacion durante la catéalisis de la ATPasa de H"
de MP [tomado de Palmgren 2001]. A: Formacion del intermediario aspartilfosfato. B: Hidrolisis del

intermediario aspartilfosfato. C: Liberacion de fosfato inorganico.

3. Papel fisiolégico.

La ATPasa de H* se encuentra en todos los tejidos celulares de las plantas, sélo que no se
encuentra en las mismas cantidades. Esto es debido a la funcién especifica de cada grupo celular
y su compromiso en la fisiologia de la célula.

Una de las principales funciones es la elongacion celular, la cual es una funcion fisiologica
basica para el crecimiento y desarrollo de las semillas. En este caso, la ATPasa de H* provoca
una acidificacion del medio extracelular, incrementando la extensibilidad de la pared celular,

permitiendo la entrada de agua y aumentando el volumen celular [Antipova et al. 2003].
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Otras funciones de la ATPasa de H" en la célula estan relacionadas con la activacion de
transportadores secundarios debido a que esta enzima mantiene un ApH y un AY entre el interior
y el exterior de la MP.

El floema, que sirve para transportar nutrientes a través de grandes distancias en el
interior de la planta, se ha reportado con una alta concentracion de la enzima por medio de
inmunodeteccién con anticuerpos especificos contra la ATPasa [Villalba et al. 1991]. Una
supresion de la isoforma Pma4 en Nicotiana plumbaginifolia, resultdé en una incapacidad para
exportar azucares de las hojas a las raices y hojas en desarrollo [Zhao et al. 2000]. Gracias al
bombeo de protones, la ATPasa de H* ayuda al cierre y apertura de estomas [Becker et al. 1993,
Kinoshita y Shimazaki 1999] y a absorber nutrientes en las raices [Parets-Soler et al. 1990].

Se ha demostrado que las plantas sometidas a un estrés osmotico alto responden
activando a la ATPasa de H* para mediar la salida de protones y tomar del medio K", lo que trae
en consecuencia la adaptacion osmotica. Asi, es claro que la ATPasa de H* esta implicada en
varios fenédmenos que tienen que ver con la turgencia de la célula [Baudouin y Boutry 1995,
Sondergaard et. al. 2004].

4. Regulacion

Debido a la importancia de la ATPasa de H* en el crecimiento, desarrollo, defensa y
mantenimiento de la homeostasis de la célula, esta enzima esta muy regulada por varios
mecanismos, dependiendo del tipo de estimulo, tejido y requerimientos celulares. La actividad
celular de la ATPasa de H* de la MP de plantas se puede modificar por varios mecanismos:

A. Expresion de los genes de la enzima

La regulacion empieza desde la transcripcibn. A pesar del rapido progreso en el
conocimiento de las secuencias génicas de ATPasas de plantas y hongos, todavia hay muy poco
conocido sobre la regién promotora y los mecanismos que median la expresion a nivel genético
de la ATPasa de H'. La ATPasa de H' de la MP de plantas esta codificada por una familia
multigénica de 5 subfamilias [Palmgren 2001, Arango 2003]. En la actualidad, con el conocimiento
del genoma completo de A. thaliana, se sabe que en esta planta hay 12 genes que contienen a la
ATPasa de H" (Tabla II), cinco de los cuales han sido caracterizados a varios niveles. En N.
plumbaginifolia se han identificado nueve genes [Perez et al. 1992, Moriau et al. 1993, Oufattole
et al. 2000] y en Oriza sativa se han identificado 10 genes, de los cuales 3 han sido
caracterizados [Wada et al. 1992, Ookura et al. 1994, Zhang et al. 1999].

El mapeo de varios transcritos de ATPasa de H* en varias especies ha revelado la
presencia de 128 a 358 nucledtidos que preceden al codon de inicio AUG. Normalmente el
promedio de nucleétidos antes del codon de inicio es de 40 a 80 nucleétidos en los genes de
plantas. Ademas, un pequefio marco de lectura abierto de 3-13 codones se ha encontrado
corriente arriba de la secuencia que codifica la ATPasa de H*, esta region es llamada uORF por

sus siglas en inglés (upstream open reading frame). Este uORF es traducido por los ribosomas
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siendo algunos de estos capaces de reiniciar el marco de lectura de la ATPasa de H" a una
distancia intercistronica [Lukaszewicz et al. 1998]. Se sugiere que este mecanismo traduccional
es responsable de las cantidades de enzima que van a ser sintetizadas [Arango et al. 2003].

Se tiene bien caracterizado el promotor del gen Pmal de Sacharomyces cerevisiae,
aungue también se han realizado amplios estudios de los genes de A. thaliana AHAL1 y AHA2,
tanto en ATPasas silvestres como en ATPasas mutantes [Portillo 2000, Jahn et al. 2001].

La expresion de los distintos genes no depende de la subfamilia a la cual pertenezcan, e
inclusive se ha visto que dos distintos genes de ATPasa de H* se expresan en el mismo tejido.
Actualmente se puede conocer informacién acerca de la regulacion en la expresion de los genes

por factores ambientales, ya sean bidticos o abiéticos [http://www.arabidopsis.org/

https://www.genevestigator.ethz.ch/]. Se estima que la expresion de los genes aumenta cuando

se requiere una gran actividad de transporte. Este es el caso cuando se somete a la planta a un
estrés salino [Niu et al. 1993, Binzel 1995], mecanico [Oufattole et al. 2000] o de pH [Yan et al.
1998]. La regulacion de los genes al nivel de transcripcion soporta la hipotesis de diferentes
promotores inducibles, que en consecuencia lleva a una respuesta mas adaptada para el
desarrollo de la planta o por el cambio en el ambiente [Arango et al. 2003].

B. Expresion diferencial de isoformas

Se ha visto que la biogénesis de algunas isoformas de la ATPasa de H® (Pmal) es
dependiente de lipidos de cadena larga [Gaigg et al. 2005]. Ensayos inmunolégicos y de
hibridacién in situ de los RNAm indican que las isoformas de ATPasa de H' se acumulan
diferencialmente en tejidos de la planta como la raiz, la epidermis y el floema, expresando
diferencias en la actividad catalitica y en la regulacion [Portillo 2000, Morsomme y Boutry 2000,
Palmgren 2001]. Por ejemplo, en tabaco se ha reportado que la isoforma Pmal se expresa en
multiples tejidos dentro de los que se encuentran incluso las células guarda de la epidermis [Sze
et al. 1999]. Las propiedades funcionales de isoformas individuales han sido determinadas
expresando genes AHA en levadura. En general, las propiedades cinéticas son similares, pero
varian en su afinidad por el ATP. Las isoformas AHAL1 y AHA2 tienen una afinidad diez veces
mayor por el ATP (Km = 0.15 mM) que la isoforma AHA3 (Km = 1.5 mM) [Palmgren y Christensen
1994].

C. Region auto-inhibitoria del COO™ terminal.

El concepto de la regién auto-inhibitoria del COO™ terminal, surgié del estudio del efecto de
la glucosa en la ATPasa de H* de levadura. Cuando las células de levadura eran incubadas en
glucosa, la Km para el ATP disminuia, la Vnax Se incrementaba, el pH 6ptimo cambiaba a uno mas
alcalino y la sensibilidad al vanadato se incrementaba. Estos efectos eran minimizados quitando
los 11 residuos en la region del carboxilo terminal [Morsomme y Boutry 2000]. También, se ha
reportado que en la secuencia de aminoacidos del carboxilo terminal de la levadura S. cerevisiae,

hay dos puntos de regulacion en este dominio. Uno, definido por los aminoacidos Arg-909 y Thr-
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912, que son esenciales para el cambio de V. producido por la activacién de la ATPasa,
mientras que el otro sitio estéd definido por Ser-899 y Glu-901 y es necesario para el cambio de la
Km [Olsson et al. 1995, Portillo 2000]. Por tanto, bajo situaciones basales, el carboxilo terminal
interactua con el sitio catalitico de la enzima inhibiendo la actividad de la enzima. La actividad de
la enzima se restablece cuando hay una fosforilacion por una cinasa de serina o de treonina en el
aminodacido Thr-948 [Olsson et al. 1998]. Se ha reportado también que la luz azul activa la
fosforilacion de la ATPasa por una cinasa de serina/treonina activando el bombeo de protones
induciendo la apertura de las células guarda [Kinoshita y Shimazaki 1999].

La fosforilacion es la sefial para que la proteina 14-3-3 se una al carboxilo terminal y éste se
separe del sitio catalitico, aumentando la actividad de la ATPasa de H' [Sze et al. 1999].

Asi, la region carboxilo terminal de la ATPasa de H' tiene un efecto regulatorio negativo
(Fig. 8), lo cual se ha determinado truncando sistematicamente la region [Regenberg et al. 1995].
Pero como se mencioné con anterioridad, éste no es el Unico lugar donde se regula la enzima, se
han descubierto también puntos de regulacion en la region del amino terminal, en el primero de
los cuatro puntos que estan embebidos en la MP y en el dominio mas grande que se encuentra
en el citosol [Portillo 2000].

D. Asociacién con la proteina 14-3-3.

En afios recientes se ha encontrado que las proteinas 14-3-3, un grupo de proteinas
altamente conservadas en organismos eucariontes, regulan muchos blancos celulares. Las
proteinas 14-3-3 fueron inicialmente descritas como proteinas acidas y abundantes en cerebro.
Su denominacién se deriva del nimero de fraccion en cromatografia DEAE en celulosa y su
migracion en una subsiguiente electroforesis en geles de almidon. Las proteinas 14-3-3
constituyen una familia grande de proteinas homdlogas codificadas por genes separados. Las
proteinas 14-3-3 existen en su mayoria como dimeros cuyos mondémeros tienen un peso de 30
kDa [Fu et al. 2000]. Cada monomero contiene dominios que pueden unir a una a-hélice de una
proteina blanco. Un requerimiento para que las proteinas 14-3-3 se unan es por medio de una
fosforilacion previa de la proteina blanco [Morsomme y Boutry 2000].

Debido a que las proteinas 14-3-3 estan involucradas en interacciones proteina-proteina,
se ha sugerido que estéan involucradas en respuestas de estrés en plantas. Este papel se ha
inferido del potencial para regular tanto rutas de sefializacibn como proteinas involucradas en
respuestas finales. Las proteinas 14-3-3 pueden operar en respuesta a estrés a través de muchos
mecanismos. Por tanto, ellas pueden regular la actividad de proteinas individuales que tengan
funciones de sefializacién o de defensa. Alternativamente, pueden participar en la formacion de
complejos multiproteicos por su habilidad de actuar como adaptadores. También pueden regular
la expresion de genes inducidos por el estrés, modificando la actividad y/o localizacion de factores
de transcripcion. Como las proteinas 14-3-3 requieren de una fosforilacion previa en una

secuencia especifica de unién, las interacciones reguladoras estan mediadas en muchos casos
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por la activacion de rutas de sefializacion que resultan en una fosforilacién de proteinas [Fu et al.
2000].

Tabla Il. Familia génica de la ATPasa de H" de MP en Arabidopsis thaliana [tomado de Palmgren
2001].

Localizacién cromosomal Peso Tamano
Numero de acceso Nombre del gen ] (no.
(Centimorgans)? molecular® . ]
aminoacidos)

P20649°/AC003673" AHA1/At2g18960 2;35 104313 6.3 949
P19456/AL161576 AHA2/At4g30190 4; 81 104401 6.5 948
P20431/AB019233  AHA3/At5g57350 5; 114 104449 6.7 949
Q9SU58/AL049658  AHA4/At3g47950 3; 65 105679 6.1 960
Q9SJB3/AC006954  AHABL/At2924520 2; 39 104739 6.8 949
Q9SH76/AC007662 AHAG6/At2g07560 2;19 105012 5.8 949
QILY32/AL163852  AHA7/At3g60330 3;78 105520 6.4 961
QIM2A0/AL138640 AHAB/At3g42640 3;53 104131 55 948
Q42556/AC011713  AHA9/At1g80660 1;124 105208 6.0 954
Q43128/S74033°  AHA10/At1g17260 1;23 104815 6.0 947
Q9LV11/AB020751 AHA11/At5962670 5;119 105123 6.1 956
Q9TOEO/AL049500" AHA12/At4g11730 4; 40 90439 6.4 813

Distancia genética al marcador mas cercano en el mapa genético de A. thaliana

[http://www.arabidopsis.org]

® Peso molecular calculado

“ Numero de acceso de la base de datos SWISS-PROT

¢ Nimero de acceso de la base de datos de EMBL/GenBank/DDBJ

¢ La secuencia original de la proteina esta derivada parcialmente de datos de DNA genémico

" Esta secuencia no es tipica y estan perdidos 100 aminoacidos de un area conservada y el carboxilo
terminal parece estar perdido también. En su forma actual no puede ser una ATPasa activa, pero puede ser

un pseudo gene o tener otra funcién en la célula.

La proteina 14-3-3 activa la ATPasa de H" por medio de su interacciéon con el dominio
carboxilo terminal en los motivos arginina-serina-x-Pserina-x-prolina (donde x puede ser cualquier
otro aminoé&cido y Pserina es una serina fosforilada) y tirosina-treonina-valina de la ATPasa
[Fuglsang et al. 2003]. Un ejemplo de este fenomeno es el de plantas sometidas a un estrés
abidtico y en donde a condiciones de baja temperatura y alta osmolaridad, las proteinas 14-3-3
interacttan con el sitio auto-inhibitorio del carboxilo terminal de la ATPasa de H* de la membrana
plasmética, activando el bombeo de protones que es crucial en el sistema protector que las
plantas han desarrollado contra las influencias adversas provenientes del exterior [Borch et al.
2002, Roberts et al. 2002]
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Se ha visto también que el tratamiento de tejidos de plantas con la toxina
fusicoccina producida por el hongo Fusicoccum amygdali, la cual produce una gran
estimulacién en la actividad de la ATPasa de H, trae concomitantemente un marcado
incremento en la asociacion de las proteinas 14-3-3 con la ATPasa de H*. Se ha descrito
que la fusicoccina estabiliza el complejo ATPasa de H'/14-3-3 [Olsson et al. 1998,
Schaller y Oecking 1999, Morsomme y Boutry 2000]. En la Fig. 8 se muestran las
distintas formas de regulacién para la ATPasa tanto de plantas como de levaduras

[Morsomme y Boutry 2000].

Estado de la Levadura Planta
enzima

FAWVA

Inhibida ‘

\

Baja [
actividad \ ]_I ‘ U

AW LVAVA VAVA

Alta actividad 6 6

N7 LVAVAY AW VAVA

L i) [«

Fig.8. Modelo de regulacion para la ATPasa de H® de la MP. [tomado de Morsomme y Boutry 2000].

La barra anaranjada representa una regién del carboxilo terminal con un dominio que se une al resto de la
enzima y la inhibe. Dominio al cual se une la proteina 14-3-3 después de la fosforilacion (barra azul). El
cuadro verde representa la penultima treonina que es fosforilada. El cuadro rojo representa un sitio de
fosforilacién que no ha sido bien localizado, pero cuya existencia se supone por varios experimentos en

plantas. El triangulo representa la union de la lisofosfatidilcolina.
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E. Influencia de los lipidos membranales

En décadas pasadas, los lipidos se consideraban impurezas a ser removidas para poder
estudiar una proteina membranal de interés en un ambiente bioquimico homogéneo. Sin
embargo, este criterio ha cambiado, ya que se ha establecido que las proteinas membranales
tienen un optimo desempefio cuando estan inmersas en su ambiente lipidico nativo [Gouaux y
White 2001].

Ademads, en los Ultimos afios, se ha sugerido que los cambios locales o temporales en la
composicion lipidica son potentes reguladores de los procesos celulares. Por tanto, la
composicion lipidica de la MP afecta claramente la estructura y la funcién de sus proteinas
[Dowhan et al. 2004]. En la actualidad, hay varios ejemplos en la literatura sobre la relacién de las
proteinas membranales con su entorno lipidico, y que tan necesario es éste para la funcion
correcta de las proteinas. Por ejemplo, la permeasa del &cido y-aminobutirico de la MP de E. coli,
se afecta tanto en su topologia como en su cinética, por perturbaciones en los lipidos aledafios.
Los lipidos que estan involucrados en la organizacion de los dominios transmembranales de la
permeasa del &cido y-aminobutirico son la fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y el
fosfatidilglicerol [Zhang et al. 2005]. Por tanto, las proteinas membranales dependen de lipidos
especificos desde su formacién en el reticulo endopldsmico, su ensamblaje correcto y envio
posterior a su destino final, hasta su funcion y desempefio éptimo en el ambiente membranal.
Resulta l6gico que cualquier alteracién en el ambiente lipidico va en detrimento de la actividad
gue realice la proteina [Chung et al. 2003, Barrantes 2004, Cohen et al. 2005].

Asi, se ha acumulado la evidencia acerca de la interaccién de lipidos con proteinas en los
ambientes membranales y ha sugerido el concepto de que los lipidos son componentes integrales
en la estructura de las proteinas, que ayudan en su conformaciéon, su funcién e inclusién en
balsas lipidicas, entre otros [Fantini 2003].

La ATPasa de H* de la MP de plantas existe in situ en un ambiente lipidico consistente en
glicerolipidos, esfingolipidos y esteroles. Por tanto, se ha asumido que un ambiente especifico de
lipidos es requerido para su 6ptimo desempefio. Se han hecho varias pruebas para determinar los
requerimientos lipidicos de la enzima [Cocucci y Marré 1984, Brauer y Tu 1989], varios de los
cuales van desde deslipidar selectivamente la enzima [Sandstrom y Cleland 1989], modificar el
ambiente lipidico realizando una purificacion de la enzima y reconstituyéndola nuevamente de
manera selectiva para ver como cada uno de los componentes del ambiente influye en su
actividad [Brauer y Tu 1989], o modificando el ambiente sometiendo a la enzima a varios
detergentes los cuales restauran su actividad [Briskin y Poole 1983,Briskin y Niesman-Reynolds
1989]. En la mayoria de los casos se ha encontrado que los fosfolipidos restauran parcialmente la
actividad de la enzima. La lisofosfatidilcolina estimula a la ATPasa de H" uniéndose a sitios
diferentes provocando cambios conformacionales que llevan a estados de alta o baja afinidad por
el ATP [Gomeés et al. 1996].
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El estigmasterol estimula positivamente a la enzima, mientras que los demas esteroles
muestran inhibicion a cualquier concentracion. En ambientes reconstituidos, la enzima purificada
y sometida al detergente tritbn X-100 presenta un aumento en la actividad de la enzima
[Sandstrom y Cleland 1989, Ryyppo6 et al. 1994, Grandmougin-Ferjani et al. 1997].

5. Oligomerizacién

Como se menciond en la secciéon de estructura de la ATPasa de H' de la MP, ésta se
compone de un polipéptido de 100 kDa. Se desconoce con certeza si la proteina puede formar
algun tipo de arreglo oligomérico en la membrana. Se han utilizado estrategias diferentes para
determinar el arreglo de la enzima. En uno de ellos se irradi6é a la enzima con diferentes dosis de
rayos y de alta energia y después se analizd el decremento en la actividad de la ATPasa al
aumentar la dosis de irradiacion total. EI peso molecular estimado para la ATPasa de raices de
betabel fue de 225 kDa, sugiriendo que la enzima puede ser un dimero. Por otro lado, se
afiadieron agentes entrecruzadores a la enzima y se determind un peso molecular de 336 kDa, lo
qgue supone un probable arreglo trimérico de ésta [Briskin et al. 1985, Briskin y Niesman-Reynolds
1989].

Los diferentes estados de asociacion pueden relacionarse con diferentes niveles de
actividad de la enzima. Estas evidencias se derivan de estudios cinéticos. Aunque la mayoria de
los estudios sobre la actividad de la enzima reportan una cinética michaeliana, se ha reportado
gue la cinética puede presentar curvas de actividad con cooperatividad positiva 0 negativa
[Gutierrez et al. 2005]. Sin embargo, es probable que los detergentes y los lipidos que se utilizan
en la solubilizacion y reconstitucién de la ATPasa de H* puedan propiciar su oligomerizacion vy,
por tanto, resulta dificil determinar si fisiolégicamente la ATPasa presenta un arreglo oligomérico,
de qué tipo es éste, y a qué grado de actividad corresponde [Ramos et al. 1994, Roberts et al.
1995, Roberts y Beaugé 1997]. En afios recientes, se ha determinado que la ATPasa de H*
presenta un arreglo de hexamero cuando se fosforila [Kanczewska et al. 2005] y también se ha
determinado que la biosintesis de ceramida es necesaria para formar complejos oligoméricos de
la ATPasa de H*, cuando es sintetizada en el reticulo endoplasmico de levadura [Lee et al. 2002].

6. Compuestos que afectan la actividad de la ATPasa de H*

La actividad de la ATPasa de H" de la MP de plantas se puede modificar por diferentes
factores quimicos, entre ellos se encuentran los fitoreguladores y ciertas sustancias secretadas
por microorganismos. Algunos factores y compuestos que tienen accion sobre la ATPasa de H”,
son:

A. Fitorreguladores.

La comunicacion intracelular en las plantas superiores estd mediada por mensajeros

guimicos llamados fitorreguladores. Existen diferentes sustancias reguladoras de las plantas que

son:
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a) Auxinas. Fueron las primeras en ser descubiertas. Son sintetizadas en el tallo y
las raices. Se caracterizan por su capacidad de estimular la elongacion celular, pero también
tienen influencia sobre diferenciacion vascular, desarrollo de flores y frutas entre otros. Las
auxinas estimulan a la ATPasa de H' acidificando el medio externo, provocando expansion
celular, toma de nutrientes, activacién de transportadores secundarios dependientes del flujo de
protones, entre otros [Hopkins 1995, Tanimoto 2005].

b) Giberelinas: Son producidas por plantas y hongos. La aplicacion exdégena de
giberelinas causa la hiperelongacién de los de tallos intactos. Las giberelinas también se ven
involucradas en la germinacion de semillas y la movilizacién de las reservas del endospermo
durante los primeros estadios de crecimiento embrionario. También se relacionan con el
desarrollo de flores y frutos. Se considera que las giberelinas regulan positivamente a la ATPasa
de H”, pero no de manera directa, mas bien es en consecuencia de las auxinas que intervienen
en su accion con esta enzima [Hopkins 1995, Frias et al. 1996, Tanimoto 2005].

c) Acido abscisico. Esta involucrado en la regulacién de la germinacion de semillas,
induciendo la sintesis de proteinas y modulando el estrés por agua [Hopkins 1995]. Se ha
reportado que el acido abcisico tiene una influencia negativa sobre la actividad de la ATPasa de
H* previniendo la toma de agua en ejes de semillas de Aesculus hippocastanum L. [Obroucheva y
Antipova 2004].

B. Evocadores.

Son moléculas producidas por el ataque de un patdégeno y que pueden provenir de éste o
de la planta. El reconocimiento de estos compuestos va seguido de una cascada de transduccién
de sefales que resulta en la activacion de genes de defensa y en la expresion de la resistencia a
la enfermedad en el huésped. Un ejemplo es el hongo patégeno Cladosporium fulvum, el cual
produce compuestos que actian sobre cinasas que fosforilan a la ATPasa de H* incrementando
la actividad de la enzima y un subsecuente cambio en la acidificacién extracelular, lo cual podria
contribuir a la infeccion de la planta [Vera-Estrella et al. 1994]. Otros compuestos reportados que
tienen algln efecto sobre la ATPasa de H* son: la siringomicina, que estimula su fosforilacion en
betabel [Suzuki et al. 1992] y el omeprazol, que es un fungicida que inhibe la actividad de esta
enzima provocando muerte celular [Monk et al. 1995, Seto-Young et al. 1997].

C. Toxinas flngicas.
Hay varias toxinas producidas por hongos que afectan la actividad de la enzima. Se mencionan
las més importantes a continuacion:

a) La beticolina 1 es producida por Cercospora beticola y que produce un
aumento en la elongacién de las raices de maiz. Esta toxina inhibe el bombeo de H* y despolariza
el potencial de membrana. La beticolina 1 afecta a la ATPasa de H" a través de la inhibicion de la
formacion del intermediario fosforilado de una manera competitiva, si bien este mecanismo puede

cambiar dependiendo del entorno lipidico [Simon-Plas et al. 1996].

33



INTRODUCCION

b) La toxina mas estudiada en la ATPasa de H* de la membrana plasmatica es la
fusicoccina. Esta toxina, producida por el hongo F. amygdali, que es un hongo especifico del arbol
de almendras y de duraznos, afecta la fisiologia y la bioquimica de la célula de plantas, estimula
la elongacion celular, la apertura de estomas, y afecta al transporte de solutos y la regulacién del
pH intracelular [Marré 1979]. Esta toxina se ha utilizado ampliamente en la caracterizacion de la
ATPasa de H" y, sobre todo, gracias a esta toxina se encontrd la interaccion entre la ATPasa de
H* y la proteina que la regula, que es la proteina 14-3-3 [Marra et al. 1994]. La activacién de la
ATPasa de H" por la fusicoccina se ha estudiando muy bien por su interaccién con la proteina 14-
3-3, la cual aparentemente contribuye a la estabilizacion del complejo ATPasa de H'/14-3-3
[Fuglsang et al. 2003].

c) Una toxina muy importante para este estudio en particular es la FB1. La FB1 es
una toxina producida por el hongo F. verticillioides y otras especies de Fusarium, las cuales son
patdgenos del maiz. Esta toxina produce blanqueamiento de las hojas, pérdida de electrolitos y
autdlisis celular en hojas de Datura stramonium y en Lemna pausicostata [Abbas et al. 1992,
Abbas et al. 1998], ademas causa disminucién en el crecimiento del callo de maiz. La FB1 es un
potente inhibidor de la enzima SAT, una enzima que se encuentra en el reticulo endoplasmico,
por lo que se inhibe la biosintesis de ceramida y se acumulan bases esfingoideas como
esfinganina y fitoesfingosina. Por su naturaleza anfipatica, la FB1 promueve cambios en la fluidez
y lipoperoxidacion en liposomas y en células animales, donde ha sido ampliamente estudiada
[Abado-Becognee et al. 1998, Yin et al. 1998, Ferrante et al. 2002].

7. Relacién de la ATPasa de H' en lainteraccién con patégenos.

Dada la importancia de la ATPasa de H" MP en la fisiologia de la célula, se han realizado
estudios sobre el efecto de estos compuestos sobre la actividad de la enzima. La naturaleza de
los compuestos producidos por los patégenos estudiados es variable, tanto en reactividad
guimica como en estructura, por lo que los efectos sobre la enzima pueden explicarse de varias
maneras:

A. Unaunién directa del compuesto ala enzima.

Los principales estudios relacionados con la interaccion de la enzima y un compuesto
proveniente de un patdgeno estan enfocados principalmente a la interaccion de la fusicoccina y la
estabilizacion del complejo que se forma entre la ATPasa de H' y la proteina 14-3-3 [Marra et al.
1996, Fuglsang et al. 2003]. Como se mencioné antes, la proteina 14-3-3 interactda con la regién
carboxilo terminal de ATPasa de H" previa fosforilacion del mismo. La fusicoccina entonces se
une al complejo, evitando que éste se disocie y manteniendo por tanto una actividad alta y
constante de la ATPasa de H*, teniendo una gran influencia en la fisiologia de la planta [Olivari et
al. 1998, Roberts y Bowles 1999, Kanczewska et al. 2005].
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B. Launion del compuesto a un receptor especifico localizado en la membrana o
en el citoplasma, que podria directamente interactuar con la enzima o bien a través de un
mecanismo de transduccion de sefiales.

Se ha propuesto que la fusicoccina también esta involucrada en la regulacion de las
proteinas 14-3-3, ya que al someter a células de Acer pseudoplatanus L. a fusicoccina habia un
incremento en los niveles de 14-3-3 en el citosol [Maleaba et al. 2004], lo cual indica que no sélo
estabiliza de manera directa el complejo, sino también interviene en los niveles de proteinas
reguladoras de la actividad de la ATPasa de H".

Por otro lado, el reconocimiento de evocadores micoticos por la MP del hospedero es
considerado como uno de los primeros eventos que llevan a la activacion de mecanismos de
defensa. Se ha reportado que el producto del gen de avirulencia del hongo C. fulvum
desencadena una cascada de respuesta que activa una cinasa de serina/treonina que fosforila a
la ATPasa de H* de tomate provocando una respuesta de defensa [Xing et al. 1996]. En raiz de
maiz se encontré que la actividad de la ATPasa de H' de la MP esta regulada por una
fosforilacion dependiente de calcio, donde la fosforilacién de la enzima resulté en una inhibicion
tanto de la actividad hidrolitica como del bombeo de protones [De-Nisi et al. 1999].

Por lo tanto, inmediatamente después de que suceden los procesos de reconocimiento del
patégeno, las vias de transduccion de sefiales activan enzimas asociadas a la MP. Esta evidencia
sugiere que estas vias pueden implicar la activacion de proteinas G heterotriméricas y fosfatasas
unidas a la membrana que subsecuentemente regulan la activacion de H*-ATPasas y canales de
Ca?". El incremento en la concentracién de Ca®" en el citosol inicia la activacion de un nimero de
cinasas de proteina que inducen una serie de respuestas de defensa (tales como el estrés
oxidativo, sintesis de callosa y activacion de H*-ATPasas) y son responsables de la resolucion
espacial y temporal de la respuesta de defensa [Blumwald et al. 1998].

C. Através de la interaccion con los lipidos u otro componente de la membrana
gue pueden cambiar la conformacion de la enzima.

Aqui cabe sefialar la importancia de la FB1, ya que es una de las toxinas mas
ampliamente estudiadas y que se ha empleado en afios recientes como herramienta para
modificar el metabolismo de esfingolipidos [Merrill et al. 1997]. Se encontré que cuando se inhibe
la biosintesis de esfingolipidos por la FB1 se modifica el destino proteico de la ATPasa de H*
(Pmalp) de la MP de levadura [Lee et al. 2002, Gaigg et al. 2005]. Aungue no hay un reporte en
plantas donde se haya visto lo mismo que en levaduras, reportes recientes en plantas han
encontrado que la ATPasa de H* esta en balsas lipidicas [Mongrand et al. 2004, Shaollari et al.
2004, Borner et al. 2005]. En nuestro laboratorio se ha encontrado que cuando se modifica el
metabolismo de esfingolipidos a través del uso de la FB1, la actividad de la ATPasa de H' de la
MP de embriones de maiz se inhibe en un 30% [Gutiérrez 2005]. Esto nos lleva a suponer que

existe una relacién estrecha entre los esfingolipidos y la ATPasa de H”, ya que pueden estar
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relacionados directamente con el ambiente lipidico de esta enzima, promoviendo cambios en su

conformacion.
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Fig. 9. Estructura de la FB1.
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HIPOTESIS

La baja actividad de la ATPasa de H* por una disminucién en ceramida endégena se
explica por:

a) un decremento en la incorporacién de la enzima en la membrana plasmética o

b) una disminucion en la asociacion de la proteina 14-3-3 a la enzima o

c) una perturbacion en la interaccién esfingolipido-proteina o esfingolipido-esterol-

proteina.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar varias posibles causas por las cuales la ceramida enddgena se requiere para

producir una ATPasa de H" con actividad completa.

Objetivos particulares

1. Obtener membranas plasmaticas de embriones expuestos a FB1, FB1 +
Ceramida Cg, FB1 + Ceramida C45 0 Ceramida Cye.

2. Determinar los niveles de actividad de la ATPasa de H" en las condiciones
anteriores.

3.  Establecer las condiciones necesarias para detectar a la ATPasa de H' y la
proteina 14-3-3 con anticuerpos especificos.

4, Determinar los niveles de la ATPasa de H* en las membranas plasmaéticas de
embriones expuestos FB1, FB1 + Ceramida Ce.

5. Determinar los niveles de proteina 14-3-3 en las membranas plasmaticas de
embriones expuestos a FB1, FB1 + Ceramida Ce.

6. Determinar el efecto del secuestro de esteroles enddégenos en la actividad de

ATPasa de H* de membrana plasmatica de embriones expuestos a FB1.
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I. Reactivos
Los reactivos quimicos usados fueron de alto grado de pureza. Se utiliz6 FB1, Ceramida
Ces (N-hexanoil-D-esfingosina), Ceramida Cjs (N-palmitoil-D-esfinganina), metil-B-ciclodextrina,
Anticuerpo contra la 14-3-3 isoforma $ de humano (K-19, Santa Cruz Biotechnology Inc.).
Anticuerpo contra la ATPasa de H" de betabel obsequiado por el Dr. Luis E. Gonzéalez de la Vara
(CINVESTAYV, lIrapuato). Membrana de PVDF Immobilon-P con tamafio de poro de 0.45 pum
(Millipore).
II.  Material biolégico
Los embriones utilizados fueron disectados de semillas secas y maduras (Zea mays raza
criolla Chalquefio) utilizando un bisturi 0 navaja y removiendo el endospermo. La integridad de los
embriones se reflejé en una germinacion del 95% de los embriones a las 24 h.
[ll. Imbibicién de los embriones de semillas de Zea mays (variedad criolla Chalquefio).
Los embriones fueron desinfectados con una disolucién de hipoclorito de sodio (a partir de
hipoclorito de sodio comercial con una concentracion de cloro activo al 6% vy diluyéndo 1:10) en
agitacién constante durante dos min y tres posteriores lavados con agua desionizada, también por
un periodo de dos min cada uno. La imbibicion de los embriones fue llevada a cabo en cajas petri
de 10 cm de diametro con medio de imbibicién y dependiendo de la condicion se agregd FB1 o
Ceramida Cy5 (CerCye) 0 FB1 + Ceramida Cg (CerCg) 0 FB1 + CerCy6. La composicion del medio
de imbibicién se muestra en la Tabla Ill. Los embriones se incubaron posteriormente a 29 °C por
un periodo de 24 h, al término del cual se congelaron en nitrégeno liquido y se mantuvieron en

refrigeracion a -70 °C hasta su uso.

Tabla Ill. Composicién de amortiguadores para la obtencién y purificacion de vesiculas de

membrana plasmatica (VMP) de embriones de maiz.

Amortiguador Composicion
De imbibicién KCI 50 mM, Tris 50 mM pH 7.6, MgCl, 10 mM, sacarosa al 2%
Sorbitol 250 mM, Hepes/BTP 50 mM pH 7.8, DTT 5 mM, EDTA 1 mM, y

cocktail de inhibidores de proteasas 1.6 mg/mL

De homogenizacion

De ajuste de peso y i
y Sorbitol 620 mM, KH,PO, 5 mM, KCI 5 mM, DTT 1 mM
resuspension
Sorbitol 350 mM, Hepes/Mes 2 mM pH 7.6, DTT 1 mM, KCI 1 mM y cocktail

de inhibidores de proteasas 1.6 mg/mL

De lavado
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IV. Aislamiento y purificacion de VMP de Zea mays (variedad criolla Chalquefio)
1. Obtencidn de la fraccion microsomal

Se pesaron los embriones y se afiadi6 amortiguador de homogenizacion en una relacién
2/1 plv. Se molieron los embriones en licuadora durante 15 seg. Se filtr6 el homogenado por 4
capas de gasa y se virti6 en tubos de centrifuga en los cuales se centrifugé a 3,000 rpm en
microfuga refrigerada Jouan MR1812, utilizando el rotor para tubos de Nalgene de 50 mL de
capacidad a 4 °C durante 10 min. Al término se tomdé el sobrenadante (elimindndose la capa
superior) y se virti6 nuevamente en tubos para centrifuga, en los cuales se centrifugé a 11,000
rpm en microfuga refrigerada Jouan MR1812, utilizando el rotor para tubos de Nalgene de 50 mL
de capacidad a 4 °C durante 10 min. Se elimin6 nuevamente la capa superior y se tomoé el
sobrenadante, virtiéndose esta vez en tubos para ultracentrifuga. Se centrifugd el sobrenadante a
45,000 rpm ultracentrifuga Beckman utilizando el rotor 60 Ti a 4 °C durante 75 min. Una vez
finalizada la centrifugacién, se eliminé el sobrenadante y el botdn se resuspendié en amortiguador
de ajuste de peso (ver Tabla Ill). Una vez resuspendido el boton, se determiné la cantidad de
proteina [Peterson 1977].

Tabla IV. Composicién de la mezcla de fases y del sistema de fases para la purificaciéon de MP a

partir de la fracciéon microsomal obtenida de embriones de maiz.

Mezcla de fases y sistema de fases

Reactivo
(concentracion final)

Dextran 6.5%
Peg 6.5%
Sorbitol 620 mM
KH,PO, 5 Mm
KCL 5mM
DTT 5Mm
EDTA 0.1 Mm

2. Obtencién de VMP

Se cargaron 10 mg de proteina microsomal a cada fase de acuerdo al método de particion
de fases (Briskin et al. 1987, Larsson et al. 1994). La composicion tanto de la mezcla de fases
como del sistema de fases se muestra en la Tabla IV. Una vez vertida la proteina a los tubos con
la mezcla de fases, se mezcld por inversion 25 veces y se centrifugé a 4,000 rpm en microfuga
refrigerada Jouan MR1812, utilizando el rotor para tubos de Nalgene de 50 mL de capacidad a 4
°C durante 15 min. Se removi6 la fase superior de los tubos con sistema de fases previamente
pesados. Una vez finalizada la centrifugacion de los tubos con la mezcla de fases, se tomé la fase
superior y se procediéo a ajustar con ésta el peso de los tubos con sistema de fases al que
previamente se le removié esta parte. Ajustado el peso del sistema de fases, se centrifugd a

4,000 rpm en microfuga refrigerada Jouan MR1812, utilizando el rotor para tubos de Nalgene de
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50 mL de capacidad a 4 °C durante 15 min. Terminada la centrifugacién se recuperé la fase
superior y se virti6 en tubos de ultracentrifuga. Se centrifugd entonces a 45,000 rpm
ultracentrifuga Beckman utilizando el rotor 60 Ti a 4 °C durante 75 min. Finalizada la
centrifugacion, se procedié a decantar el sobrenadante. El boton del fondo se resuspendid en

amortiguador de lavado (ver Tabla Ill) y se determiné la cantidad de proteina.

%%n)g de proteina de Z. mays
Mezclar y O

|| centrifugar || Tomar U,y
_— = .
dlNad d
a 4,000 rpm, (U,
MF( 4 °C durante [ |
\_/ 15min  Ue¥
O 7N
1 Mezclar U, Desechar el
| Mezclar || Mezclar .
centzrifuggr Sﬁg?g?gr:a centzrifuggr ;%thigﬁgéj; SObrenyadamte Al,macenar
» beg > > > —— | | alicuotas a
SF| a4,000 rpm, [ | superiory a 4,000 rpm, de lavado y resuspender "0 °C
\_/ 4 °C durante 4% deshecharla ¥ 4 °C durante centrifugar a el boton en
15 min 15 min 100,000 X g, amortiguador
4 °C durante 1h de lavado
20 min

Fig. 10. Procedimiento de purificacion de las VMP. MF: mezcla de fases, SF: sistema de fases, U;: fase

superior uno, U,: fase superior dos, dex: dextran, peg: polietilenglicol.

V. Ensayo de hidrélisis de ATP [Gonzéalez-Romo et al. 1992].

La hidrolisis de ATP por la ATPasa de H" de MP de plantas se midié utilizando 150 pL de
medio de hidrélisis que contenia: 250 mM de sacarosa ajustada con 20 mM de PIPES a pH 6.5, 7
uM de CCCP, Brij 58 al 0.015%, ATP 10 mM y MgCl, 10 mM. Se afiadieron 5 ug de proteina
membranal e iniciando en ese momento la incubacién del medio de reacciéon por 30 min en un
bafio a 29 °C. Una vez terminada la incubacion, se detuvo la hidrélisis afiadiendo SDS al 24%.
Después se adiciono el reactivo B/C (3.4% de acido ascorbico en HCI 1 N y 0.6% de molibdato de
amonio). Tres minutos después se adicioné el reactivo “E”, cuya composicidbn se muestra en la
Tabla V. Se midieron las absorbencias a 850 nm después de 20 min de haberse desarrollado el

color.

Tabla V. Composicién y concentracion final del reactivo E para la hidrélisis de ATP.

Reactivo Concentracion final
Acido acético 0.9%
Metarsenito de sodio 0.9 %
Citrato de sodio 0.9%
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A todas las muestras se les realiz6 una medicién por triplicado en cada tratamiento con
distintos inhibidores (ortovanadato de sodio 0.2 mM, nitrato de potasio 1 mM y molibdato de sodio
2 mM). Para poder determinar la cantidad de fosfato inorganico liberado se preparé una curva

patron con K,HPO, (utilizando una disolucién patron de 1 mM).

VI. Efecto de la Metil-B-ciclodextrina (M-B-CD).

En los ensayos con M-B-CD para ver efecto de este compuesto en la hidrélisis de ATP por
parte de la ATPasa de H" de MP en VMP control y distintos tratamientos a los que fueron
sometidas las VMP, se utilizaron 150 pL de medio de hidrdlisis con 250 mM de sacarosa ajustada
con 20 mM de PIPES a pH 6.5, 7 uM de CCCP, Brij 58 al 0.015%, ATP 10 mM, MgCl, 10 mM y
variando las concentraciones de M-B-CD desde 0.5 mM hasta 10 mM. Se afiadieron 5 ug de
proteina membranal y se inici6 en ese momento la incubacién del medio de reaccion por 25 min
en un bafo a 29 °C. Una vez terminada la incubacion, se detuvo la hidrélisis afiadiendo SDS al
24%. Después se adiciond el reactivo B/C (3.4% de &cido ascérbico en HCI 1 N y 0.6% de
molibdato de amonio). Tres min después se adiciond el reactivo “E”, cuya composicion se muestra
en la Tabla V. Se midieron las absorbencias a 850 nm después de 20 min de haberse
desarrollado el color.

VII. Separaciéon de proteinas por electroforesis en geles desnaturalizantes [Schéagger y

von Jagow 1987].

1. Equipo y material necesario

A.  Equipo para electroforesis Mini-protean Il de Bio-Rad para minigeles.
B. Fuente de poder (10 — 400 mA)
C. Guantes desechables.

2. Soluciones y reactivos

El gel constaba de dos partes, un gel separador y un gel concentrador, cuyas
composiciones se indican en la Tabla VI. La composicion de los amortiguadores se muestra en la
Tabla VII.

3. Procedimiento

Se prepararon los geles de acrilamida-bisacrilamida con dos distintas concentraciones de
entrecruzador (10 %T - 3 %C para deteccion de la proteina 14-3-3 por inmunoréplica, 6 10 %T - 6
%C para deteccion de la ATPasa de H* por inmunoréplica)

A. En un cassette de acrilico se ensamblaron dos placas de vidrio con su separador
de 1 mm de grosor en cada extremo, sellando las esquinas inferiores con vaselina
e insertandose el cassette a su vez en un soporte con base de goma, previamente

forrado con parafilm.
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Tabla VI. Composicion de los geles de poliacrilamida-SDS segun Schagger y von Jagow (1987)

Gel separador

Gel concentrador

Reactivos
(Vol. en uL) (Vol. en uL)
Acrilamida-bisacrilamida \ 225°
1632

Amortiguador del gel® 1632 421
Glicerol (anhidro) 660 -

H,O bidestilada 991 1038
Persulfato de amonio® 16.5 14
TEMED® 1.65 1.4
Cantidad Total (uL) 4933.15 1700

" Esta parte del gel se preparé con disolucién patrén de 10 %T — 3 %C para la proteina 14-3-3 como con

una disolucion patrén de 10 %T — 6 %C para la ATPasa de H'.

2 Esta parte del gel solo se prepar6 con la disolucién patrén de 10 %T — 3 %C.

3Ver Tabla VII.

* Solucién patrén al 10%

® Disolucion comercial sin diluir.

Tabla VII. Soluciones para geles.

Tipo de amortiguador Reactivo Concentracion
Tris (Trizma base) 12.1 g/L

Amortiguador del catodo Tricina 11.93 g/L
SDS 1g/L

Amortiguador del anodo Tris (Trizma base) 24.23 g/L
HCI (Para ajuste pH 8.9) 1M

Amortiguador del gel

Tris (Trizma Base)
HCI

181.71 g/500mL
40.3 mL/500 mL

SDS 1.5 g/500 mL
Tris (Trizma Base) 100 mM
_ o Azul de bromofenol 0.6%
Amortiguador de digestion
B-mercaptoetanol 4%
SDS 10%

B. Se realizdé una prueba de fugas virtiendo agua desionizada y dejando reposar el

sistema por un periodo de 5 a 10 min. Si al término de este lapso de tiempo no

habia fugas, se removio el agua y se elimin6 el remanente con un papel filtro limpio

y seco.

C. Se preparo el gel separador (ver Tablas VI y VII) y se vaci6 entre las dos placas de

vidrio, afiadiéndose aproximadamente 1 mL de una disolucién SDS 0.3% para

evitar la formacién de un menisco que evite la entrada plana de las proteinas al gel.
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VIII.
1.

Se verificd que la superficie sobre la cual se trabajo estuviera nivelada. Se dejo
polimerizar 30 min.

Al término de los 30 min, se removid la disolucion de SDS 0.3% y se introdujo
enseguida el peine. Posteriormente se preparo el gel concentrador, que fue vertido
entre las placas de vidrio y el peine de 10 carriles, permitiéndose la polimerizacion
entre 30 y 60 min dependiendo de la temperatura ambiente.

Se retir6 el peine muy despacio y se limpié el exceso de disolucion que no
polimeriz6 con tiras delgadas de papel filtro. Y por udltimo se lleno el espacio con el
amortiguador del catodo

Se montaron los soportes en la cAmara y se hizo el cargado de las muestras que
fueron incubadas con amortiguador de digestién (ver Tabla VII), en una relacién 1/2
(vIv).

Se corrid la electroforesis de las muestras a 60 V por 30 min y después a 90 V
hasta que salio del gel todo el azul de bromofenol (un promedio de 2 h,
dependiendo del tipo de gel empleado).

Al término de la electroforesis se desmont6 el soporte, se saco el gel y se coloco
en un recipiente de plastico etiquetado, el cual contenia la disolucién fijadora para
la tincion del gel correspondiente o bien amortiguador de transferencia.

Tincién de geles.

Técnica de azul de Coomassie.

A continuacion se enlistan las soluciones que se ocuparon para esta tincion:

A.
B.

C.

A.

Disolucién fijadora: Metanol 50 % (v/v) y CH;COOH 10 % (v/v).

Disolucién tefidora: Metanol 39.5 % (v/v), CH;COOH 21.1 % (v/v), 0.2 % (p/v) de

azul de Coomassie (Brillant blue G-250)

Disolucién destefidora: Etanol 46 % (v/v) y CH3COOH 9.1 % (v/v).
Procedimiento:

Después de haber terminado la electroforesis, se sacaron los geles y se

colocaron en un recipiente con 20 mL de disolucién fijadora y se dejaron un

tiempo minimo de 30 min en agitacién rotatoria constante.

Se decanté la disolucién fijadora y se afiadi6 la disolucion tefiidora, dejando los

geles en agitacion rotatoria constante por un tiempo minimo de 15 min.

Se decanté la disolucién tefidora y se afiadié 20 mL de disolucion destefiidota.

En un extremo del recipiente donde fue destefiido el gel, se colocd una esponja

pequefia a modo de que se absorbiera el exceso de colorante liberado. Se

mantuvo el gel en agitacion rotatoria constante hasta que las bandas de proteina

fueron visibles y hubo poco fondo de tincion.
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D. Al final se cambi6 la disolucién destefiidora por otra que contenia 5 % (v/v) de
glicerol durante 24 horas.
E. Posteriormente se colocaron entre una capa de celofan y se secaron en un

secador de geles a 80 °C por tres horas.

IX. Inmunoréplica de la fraccion membranal.
1. Equipo y material necesario:
A. Fuente de poder (10 — 400 mA)
B. Camara de electrotransferencia.
C. Toma de agua para refrigerante.
D. Cuchillo o navaja rectos (para el corte del gel a trasferir en caso de ser
necesario).
E. Membrana de PVDF.
F. Rejillas de cassette.
G. Esponjas o scotch-brite.
H. Tijeras finas.
I.  Pinzas finas.
J.  Papelfiltro grueso (dos cuadros de 10 X 10 cm).
K. Guantes desechables.
L. Envases 0 bolsas de plastico para incubar las réplicas de la membrana de

PVDF.
2. Soluciones y reactivos.
A. Disolucion amortiguadora de transferencia:
a) 1M de amortiguador de fosfatos a pH 6.8 (se prepara con 1M de Na,HPO, y
1M de NaH,PO,y son 15 mL /L)
b) Metanol al 99% (200mL /L)
c) 20% de SDS (2.5mL/L)
d) H,O bidestilada hasta 1 L
B. Disolucion amortiguadora con Tris (TBS)
a) 20 mM Tris-HCI, pH 7.5 (2.4g /L)
b) 0.5 Mde NaCl (29.2g /L)
C. Disolucién amortiguadora con Tris mas Tween 20 (TTBS)
a) TBS ..o, 995 mL.
b) Tween 20 al 20% v/v....... 5 mL.
D. Disolucion bloqueadora. Para el revelado con el anticuerpo Anti ATPasa de H*, 5%
de leche descremada en polvo disuelta en TBS.
E. Disolucién amortiguadora del anticuerpo

a) Para el primer anticuerpo, 2% de leche descremada en polvo disuelta en TBS.
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b)

a)
b)

c)

MATERIALES Y METODOS

Para el segundo anticuerpo, 5% de leche descremada en polvo disuelta en

TBS. Revelado con fosfatasa alcalina.

Disolucién amortiguadora de carbonatos.

0.1 M de NaHCO3; (8.4 g/L)
1 mM de MgCl, (0.2033 g/L)
Ajustar el pH a 9.8 con NaOH.

G. Disolucién Stock de NBT para desarrollar color.

H.

3.

A.

a)

b)

c)

a)
b)

a)
b)

c)

Preparar 1 mL de 70% de dimetilformamida (0.7 mL de DMF mas 0.3 mL de
agua bidestilada.
Disolver 30 mg de NBT en la disolucién de 70% de DMF.

Guardar a 4°C en un envase protegido a la luz, siendo estable por 2 meses.

Disolucién Stock de BCIP para desarrollar color.

Disolver 15 mg de BCIP en 1 mL de dimetilformamida.

Guardar a 4 °C en un envase protegido a la luz, siendo estable por 2 meses.

Mezcla para desarrollar color.

Se prepar6 justo antes de ser usada.

Afadir 100 uL de disolucion de NBT por cada 10 mL de disolucion
amortiguadora de carbonatos.

Anadir 100 puL de disolucibn de BCIP por cada 10 mL de disolucion

amortiguadora de carbonatos.

Procedimiento.

d)

La manipulacién del gel y la membrana de PVDF siempre fue con guantes. Se
removioé el gel de las placas de vidrio, cortando una esquina para marcar como
referencia. Se transfiri6 el gel a un envase que contenia disolucion
amortiguadora de transferencia suficiente para cubrir el gel. Se mantuvo en
agitacion rotatoria un minimo de 15 min a temperatura ambiente.

El ensamblaje del cassette fue:

Se abrieron las rejillas del cassette.

Sobre una de ellas se colocé una capa de esponja saturada con disolucion
amortiguadora de transferencia.

Sobre la esponja se colocé un cuadro de papel filtro empapado con disolucion
amortiguadora de transferencia.

Encima del papel filtro se colocd el gel o los carriles del gel que se
transfirieron (una vez de incubado el gel en la disolucibn amortiguadora de

transferencia).
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Sobre el gel se puso una hoja de PVDF previamente humedecida con metanol
y disolucion amortiguadora de transferencia, de un tamafio correspondiente al
del gel o los carriles que se transfirieron.
Se cortd la esquina de la membrana de PVDF donde estaba la
correspondiente en el gel.
Sobre la membrana de PVDF se colocé otro papel filtro también empapado
con disolucién amortiguadora de transferencia.
Se rod6 un tubo de ensayo sobre toda la superficie del papel para suprimir las
burbujas de aire que pudiera haber entre las capas del gel y el papel.
Se afladi6é la segunda esponja saturada con disolucion amortiguadora de
transferencia.
Sobre lo anterior se cerro la rejilla del cassette.
El cassette se puso en la camara de electrotransferencia, orientandolo de
manera que el gel estuviera de cara al catodo y la membrana de PVDF hacia el
anodo. La camara debe tener suficiente disoluciobn amortiguadora de
transferencia y un agitador magnético colocado en el fondo de manera suave
para no romper el fondo de la camara (la disolucion amortiguadora de
transferencia puede ser reusada tres veces mas).
Se encendié la fuente de poder y se realizé la electrotransferencia en las
siguientes condiciones: 25 volts por 2 h 15 min. Los mA son variables.
Al término, se apago la fuente de poder y se removio el cassette. Se abrio el
cassette y cuidadosamente se separdé la membrana de PVDF. Se puso la
membrana en un recipiente que contenia disolucion de TTBS (se puede
almacenar asi hasta por 2 dias a 4 °C) y se cuidd que la cara que estuvo en
contacto con el gel quedase hacia arriba. Se realizaron dos lavados cambiando
la disolucién, cada lavado fue por un periodo de 5 min cada uno. Después se
realizé un dltimo lavado con disolucion de TBS y se agité de forma rotatoria por
5 min.
Se removid el TBS y se cambid por disolucion bloqueadora. Se mantuvo en
agitacion rotatoria por 1 h.
Se removio6 la disolucion bloqueadora y se realizaron nuevamente 2 lavados con
TTBS en agitacion rotatoria por 5 min cada uno y posteriormente con TBS igual
por 5 min.
Se removi6 el TBS y se afiadio la disolucién con el primer anticuerpo. El primer
anticuerpo se afadié contra ATPasa de H* en una dilucién 1:4,000 y contra la
proteina 14-3-3 en una dilucion 1:1,000 6 1:500. Se incubé sin agitacion a 4 °C

toda la noche, por un periodo de 13 a 16 h.
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M.

Se removié la disolucion del primer anticuerpo y se realizaron nuevamente 2
lavados con TTBS en agitacion rotatoria por 5 min cada uno y posteriormente
con TBS igual por 5 min. La réplica estaba lista para ser revelada con el
segundo anticuerpo.

Se removidé el TBS y se afiadié la disolucion con el segundo anticuerpo. El
segundo anticuerpo (Goat anti-rabbit IgG H+L) se afiadi6 en una dilucién
1:1,000. Se incub6 sin agitacién a temperatura ambiente (por 2 h para ATPasa
de H"y por 5 h para la proteina 14-3-3).

Se removi6 la disolucion con el segundo anticuerpo y se realizaron nuevamente
2 lavados con TTBS en agitacion rotatoria por 5 min cada uno y posteriormente
con TBS igual por 5 min.

Se removi6 el TBS y se afiadio la disolucion para desarrollar color. De inmediato
se puso en agitacion suave. Las bandas se fueron haciendo visibles
dependiendo de la cantidad de proteina presente.

Al término del revelado, se lavé con agua bidestilada.

X. Andlisis densitométrico.

Se digitalizé la imagen del gel o inmunoréplica deseada y se guardd en un archivo de tipo *.tif. En

las imagenes digitalizadas se cuantificé la densidad de la o las bandas deseadas en el programa

Quantity one Version 4.2.1 (Bio-Rad) de la siguiente manera:

1.

En el menu de herramientas del programa, se agrandd la imagen, después se
fueron seleccionando las bandas una por una con la herramienta de seleccion en el
menl de herramientas. La seleccion se hizo a través de cuadros ajustados al
tamanfo de la parte tefiida o bien bordeando la mancha.

Se nombr6 y se indicé el tipo de muestra, si era desconocida o era de fondo.
Cuando se realiz6 este Ultimo paso se dio doble clic en la banda seleccionada.

Se hizo la seleccién del fondo para cada mancha.

Se seleccion6 andlisis de densidad y se indicaron los parametros que se deseban
obtener, en este caso soélo se selecciond tipo de muestra, nombre, area y densidad
de la muestra. Se presiond el botén de “hacer analisis” y se obtuvo la tabla de
resultados con los parametros antes mencionados.

A cada tipo de muestra se le rest6 el valor de densidad de su fondo respectivo y

entonces se hizo el analisis de comparacion entre las muestras.
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Datos previos del laboratorio, indicaron que una baja en ceramida enddégena promovia una
disminucién del 30% en la actividad de la ATPasa de H* [Gutiérrez 2005]. Sin embargo, no se
establecieron los factores que determinaban esta baja actividad. En el presente trabajo se
exploraron algunas posibilidades que podrian explicar el efecto de la ceramida en la actividad de
la enzima. Las alternativas examinadas fueron: una disminucion en la cantidad de la ATPasa de
H* en la MP, una disminucion en la cantidad de proteina 14-3-3 unida a la ATPasa de H" y un
efecto de la ceramida sobre los esteroles necesarios para la actividad de la enzima.

I. Determinacién de los niveles de actividad de la ATPasa de H* de MP de embriones
expuestos a FB1, FB1 + Ceramida Cg,/Ceramida C,6, 0 FB1 + Ceramida Cys.

Los experimentos que mostraban que la liberacion de la inhibicion de la FB1 por la adicion
de ceramida Cs (CerCe) revelaron el efecto de la ceramida enddgena o de esfingolipidos
complejos en la actividad de ATPasa [Gutiérrez et al. 2005]. En el presente trabajo de tesis lo
primero que se llevé a cabo, ademas de reproducir este efecto, fue ensayar la accién de otra
ceramida de cadena mas larga, la ceramida C¢ (CerCys).

Se midi6 la actividad de la ATPasa de H" de VMP aisladas de embriones de maiz
embebidos en ausencia o presencia de 20 uM de FB1, 6 de 20 uM FB1 + 20 uM CerCsg, 6 de 20
uM FB1 + 20 uM CerCy 6 de 20 uM CerCys. Como se puede observar en los datos de la Tabla
VIII, con respecto a los rendimientos expresados en términos de proteina recuperada en la
fraccion de membrana plasmatica, los diferentes tratamientos en los que los embriones se
expusieron a la toxina y a las ceramidas, no mostraron diferencias con respecto al control. En
cuanto a la actividad enzimatica total de hidrdlisis de ATP en las VMP (es decir, aquella que se
midié en ausencia de inhibidores), se puede apreciar que todas las condiciones que incluyeron
FB1, comparadas con el control, produjeron inhibicién en diferentes magnitudes a excepcion del
tratamiento con FB1 + CerCs.

La actividad de hidrélisis de ATP medida en presencia de molibdato y nitrato (que revelaba
la actividad hidrolitica del nucledtido por fosfatasas y por la ATPasa de tonoplasto), no sufrié
modificacion significativa entre el control y los diferentes tratamientos de imbibicion de los
embriones de maiz.

La actividad de la ATPasa de H" de MP (medida en presencia de ortovanadato de sodio
gue es un inhibidor de esta enzima) mostrd un porcentaje de inhibicion del 66.8 + 5.9 % entre los
5 diferentes tratamientos, lo que indicaba una buena pureza de las VMP.

Como en estas condiciones de medir la hidrélisis de ATP se inhibia a la ATPasa de H" vy,
considerando que las otras enzimas que contribuian a la hidrélisis de ATP son tanto fosfatasas
como la ATPasa de tonoplasto, era mas recomendable inhibir a estas Ultimas para dejar a la

ATPasa de H' activa en el transcurso que dura el ensayo de hidrélisis de ATP y asi poder
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observar los efectos inhibitorios de otros compuestos como la FB1 sobre la actividad de la
ATPasa de H".

Tabla VIII. Actividad de las tres principales enzimas que hidrolizan ATP en las preparaciones de VMP
provenientes de embriones de maiz embebidos en presencia de FB1 y/o las CerCg 6 CerCye. LoOs
embriones se embebieron en la condicién indicada y de aqui se purificaron las VMP, en las que se
determiné la hidrélisis de ATP en presencia de los inhibidores clasicos de las enzimas sefaladas. La

concentracion de toxina y ceramidas en todos los casos fue de 20 pM.

Vesiculas de FB1 + FB1 +

» Control* FB1° . . _ , Ceramida C;s’

membrana plasmatica Ceramida Cg Ceramida Cyg
Rendimiento® 0.065+0.021 0.043 +0.013 0.061 0.039 + 0.008 0.042 + 0.007
Hidrélisis total de
AT 249.9+24.4 191.7+21.2 236.3+14.6 193.9+3.7 166.5+7.3
Actividad de ATPasa

. ; 169.1 +17.9 125.6 + 14.7 165.1+ 5.0 109.1 +20.3 113.0+ 234
de H" de MP
Actividad de ATPasa
de H' de tonoplasto y 100.6 + 27.4 100.8+4.4 93.5+5.0 95.0+16.0 84.0+45

de fosfatasas’

' Determinaciones independientes, n = 5. ° Determinaciones independientes, n = 5, ° Determinaciones
independientes, n = 1, * Determinaciones independientes, n = 3, ®> Determinaciones independientes, n = 2.
Se presenta el valor promedio de las determinaciones y su desviacion estandar. 6 mg prot. / g. tejido, " nmol
Pi min® mg™.

Por tanto, la actividad de la ATPasa de H* de MP (medida en presencia de los inhibidores
de fosfatasas y de ATPasa de tonoplasto) en las VMP con FB1, tuvo una disminucion del 24.5 %,
con respecto a las VMP control, misma que se liber6 embebiendo a los embriones con FB1 +
CerCg (Tabla IX). Estos resultados confirmaron los datos previos de inhibicion de la ATPasa de H*
de MP por la FB1 y el efecto de la ceramida de cadena corta afladida exégenamente a los
embriones de maiz [Gutiérrez 2005] y constituyeron una referencia para explorar el efecto de una
ceramida de cadena mas larga, buscando que reprodujera el efecto.

Para ello, los embriones fueron embebidos en presencia de FB1 + CerCys. Sin embargo,
comparado con el control, hubo una disminucion en la actividad de la ATPasa de H" del 31.9 % y
cuando solo se adicion6 CerC;¢ se produjo una disminucién similar de la actividad (35.8 %). Lo
cual indicaba que la ceramida exégena de cadena larga por si sola estaba inhibiendo a la ATPasa
de H* de MP, al afiadirse in vivo a los embriones.

Para determinar si la CerCy por si misma disminuia la actividad de la ATPasa de H" o
esta inhibiciobn se debia a otros posibles blancos de la CerCys al interior de la célula que
repercutieran en la actividad de la enzima, se adicioné esta ceramida in vitro para eliminar esta
posibilidad. La adicion de CerCi;s se hizo directamente a las VMP extraidas de embriones

embebidos previamente con FB1, considerando que contenian bajos niveles de ceramida
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endogena, causante de la baja actividad de la enzima [Gutiérrez 2005], efecto que podria ser
revertido por la ceramida exégena. La actividad de la ATPasa de H* fue medida en las mismas
condiciones previamente descritas en Materiales y Métodos, con la Unica variante de que la
CerCy; disuelta en etanol, se adicion6 al medio de hidrdlisis antes de la adicion de las VMP para
posteriormente incubarse durante 30 min a 29 °C y medir el fosfato inorganico liberado. Como se
ve en la Fig. 11, entre VMP control y VMP con FB1 hubo una diferencia del 24.5 % en actividad
de la ATPasa de H, lo cual corresponde a la inhibicion descrita por la FB1. Al afiadirse el
disolvente de la ceramida (etanol), la actividad aument6 en 14.4 % con respecto al control (VMP
FB1, 108.3 nmol Pi min® mg?), lo que quiere decir que el disolvente por si mismo estaba
contribuyendo en mayor medida a la recuperacion de la actividad. De aqui que el efecto que se
vio con la CerCys que fue el de un aumento muy ligero (3.6 %) con respecto al control (comparar
VMP FB1 + CerCy = 128.3, vs. VMP FB1 123.9 nmol Pi min™* mg'l) esté influenciado por el efecto

del disolvente.

Tabla IX. Actividad de la ATPasa de H" de MP de embriones de maiz embebidos en presencia de FB1
ylo las CerCg, 6 CerCy. La actividad de ATPasa de H' presentada corresponde a la medida en presencia

de los inhibidores de fosfatasas y de ATPasa de tonoplasto.

Vesiculas de membrana N 5 FB1 + FB1 + ] 5
I Control FB1 . 3 . , Ceramida Cy6

plasmatica Ceramida Cg~ Ceramida Cyg

Actividad de ATPasa de

H" de MP 1435+6.6 108.3+4.0 142.7+5.0 97.7£16.0 922145

nmol de Pi min™ mg™ (0 %) (24.5 %) (0.6 %) (31.9 %) (35.8 %)

(% inhibicién del control)

' Determinaciones independientes, n = 6. ° Determinaciones independientes, n = 5, ° Determinaciones
independientes, n = 1, * Determinaciones independientes, n = 3, ®> Determinaciones independientes, n = 2.

Se presenta el valor promedio de las determinaciones y su desviacion estandar.

-1 min-t
—

8 3
(=] [ ]
—H

—r

img

110.0 -

nmol P
8
(=]

VMP Control VMP FB1 VMP FB1 VMP FB1
+ +

Etanol CerCq

Actividad especifica de la
ATPasa de H* de MP

Fig. 11. Efecto de la adicién de ceramida in vitro a VMP obtenidos de embriones expuestos a FB1. Se
adicion6 etanol y CerCy¢ disuelta en etanol a VMP con FB1. Determinaciones independientes por muestra

n = 2. Ver texto para mas detalles.
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Il. Establecimiento de las condiciones para detectar a la ATPasa de H' y la proteina 14-3-3
por inmunoréplica.

Una de las posibilidades que habia que explorar para explicar el efecto FB1/Cer sobre la
ATPasa de H" de MP, era que la FB1 estuviera disminuyendo los niveles de la enzima en la
membrana o de asociacion de la proteina 14-3-3 a la ATPasa. Para ello, era necesario cuantificar
tanto los niveles de ATPasa de H* de MP como de la proteina 14-3-3. Los anticuerpos contra la
ATPasa de H" de MP y el anticuerpo contra la proteina 14-3-3 de que se disponia, presentaban
reactividad ligera contra otras bandas diferentes a la ATPasa de H" o la proteina 14-3-3 de maiz
respectivamente, por lo que se procedié a afinar las condiciones para eliminar la reactividad
inespecifica de los anticuerpos a otras proteinas presentes en las preparaciones de VMP.

Para ello se modificaron las concentraciones de leche desgrasada en tres de las etapas de
la técnica de inmunoréplica: en el blogueo de sitios inespecificos de la membrana de PVDF y en
las incubaciones con el primero y segundo anticuerpos.

En el caso de la ATPasa de H*, el anticuerpo estaba dirigido contra la ATPasa de H* de
betabel (Beta vulgaris L.) y las mejores condiciones para eliminar las bandas inespecificas fueron
5 % de leche desgrasada en el bloqueo, 2 % de leche desgrasada con el primer anticuerpoy 5 %
de leche desgrasada con el segundo anticuerpo (Tabla X'y Fig. 12).

También se modificaron las condiciones bajo las cuales se realizaba la separacion
electroforética de las proteinas de la membrana plasmaética. Para detectar a la ATPasa de H* se
aumento el porcentaje de entrecruzador del gel para juntar bandas muy cercanas que pueden ser
isoformas de la ATPasa de H*, mismas que se han reportado en maiz. En el caso de la proteina
14-3-3, también se han reportado varias isoformas en maiz, por lo cual se justificaban algunas de
las bandas adicionales vistas en las inmunoréplicas. Se ensayaron una serie de condiciones en el
procedimiento de inmunoréplica para ver si se podian eliminar algunas bandas que no podrian ser
las isoformas y asi reducir la reactividad del anticuerpo hacia esas bandas.

Después de realizar las pruebas anteriores, la mejor condicion para detectar a la proteina
14-3-3 fue cuando se adicionaba 2 % de leche desgrasada en los pasos de bloqueo y de
incubacién con el primero y segundo anticuerpos (Tabla XI y Fig. 13). Las condiciones anteriores

se mantuvieron en las inmunoréplicas subsecuentes.
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Tabla X. Eliminacion de la reactividad inespecifica del anticuerpo contra la ATPasa de H" de la MP en el procedimiento de inmunoréplica. Se probaron
diferentes concentraciones de leche desgrasada en las fases de bloqueo y de incubacién de los anticuerpos 1° y 2° Los porcentajes indican la concentracion de
leche desgrasada usada.

No. Bloqueo ler. 2do. No. Condicién Bloqueo ler. 2do. No. Condicién Bloqueo ler. 2do.
Condicion % Anticuerpo  Anticuerpo % Anticuerpo  Anticuerpo % Anticuerpo Anticuerpo
% % % % % %
1 2 0 1 2 2 1 13 2 5 1
2 2 0 2 2 2 2 14 2 5 2
3 2 0 5 2 2 5 15 2 5 5
4 5 0 1 10 5 2 1 16 5 5 1
5 5 0 2 11 5 2 2 17 5 5 2
6 5 0 5 12 5 2 5 18 5 5 5

Fig. 12. Efecto de la concentracion de leche desgrasada en la inmunodeteccion de la ATPasa de H" de MP de embriones de maiz en membranas de
PVDF. Las flechas en color negro indican la banda con el peso molecular de la ATPasa de H* que corresponde a 100 kDa. Se aplicaron 25 g de proteina

membranal por carril. Los nimeros colocados en la parte inferior de la imagen corresponden a las condiciones que se mencionan en la Tabla X.
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Tabla XI. Condiciones para eliminar la reactividad inespecifica del anticuerpo contra la proteina 14-3-3 en el procedimiento de inmunoréplica. Se
probaron diferentes concentraciones de leche desgrasada en las fases de bloqueo y de incubacion del 1° y 2° anticuerpos: Los porcentajes indican la
concentracion de leche desgrasada usada.

No. Condicién Bloqueo ler. 2do. No. Condicién Bloqueo ler. 2do. No. Condicién Bloqueo ler. 2do.
% Anticuerpo  Anticuerpo % Anticuerpo  Anticuerpo % Anticuerpo  Anticuerpo
% % % % % %
1 2 0 2 6 2 5 1 11
2 2 0 5 7 2 5 2 12
3 2 2 1 8 2 5 5 13 5 2 5
4 2 2 2 9 5 0 2
5 2 2 5 10 5 0 5

10 11 12 13

Fig. 13. Efecto de la concentracidon de leche desgrasada en la inmunodeteccién de la proteina 14-3-3 en embriones de maiz en membranas de PVDF. Las
flechas en color negro indican la banda con el peso molecular de la proteina 14-3-3 (que corresponde a 100 kDa). Se aplicaron 25 pg de proteina membranal por

carril. Los nimeros colocados en la parte inferior de la imagen corresponden a las condiciones que se mencionan en la Tabla XII.
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lll. Inmunodeteccién de ATPasa de H" en VMP.

Una vez realizada la obtencién y purificacion de VMP de embriones de maiz y de que se
estandarizaron las condiciones para las inmunoréplicas, se explor6 la posibilidad de que los bajos
niveles de actividad de la ATPasa de H" tras la imbibicion de los embriones en presencia o
ausencia de FB1 se debieran a una disminucién en los niveles de incorporacién de enzima a la
MP, lo que se verificé realizando la inmunodeteccion de la ATPasa en las VMP de embriones
control, las VMP de embriones embebidos con FB1 y las VMP de embriones embebidos en
presencia de FB1 + CerCg (Fig. 14).

Como se puede ver en una inmunoréplica representativa de varias elaboradas (Fig. 14 A),
en el mismo gel se aplicaron muestras por duplicado de las tres condiciones anteriormente
mencionadas. Asi, entre la muestra control y la muestra con FB1 no se observé una diferencia a
simple vista en las intensidades de las bandas, lo mismo se pudo ver entre las VMP control y las
VMP con FB1 + CerCg y lo mismo sucedié entre los dos tratamientos (VMP con FB1 y VMP con
FB1 + CerCg). En el control de cargado (Fig. 14 B) no se observé diferencia entre la cantidad de
proteina cargada en las diferentes condiciones.

Como el andlisis visual anterior fue cualitativo, se hizo un analisis semicuantitativo para
verificar que no hubiera diferencia significativa entre las intensidades de las distintas condiciones
en las inmunoréplicas elaboradas. Por tanto, se estimo la intensidad de cada banda a través de la
medicion densitométrica de cada banda en todas las inmunoréplicas realizadas como se describié
en Materiales y Métodos (Tabla XilI).

Para saber si habia una diferencia significativa en los valores encontrados en las
diferentes réplicas (en VMP de embriones control la n fue de 13, para VMP de embriones
embebidos con FB1 la n fue de 13 y para VMP de embriones embebidos en presencia de FB1 +

CerCqg la n fue de 8), se realiz6 un analisis de varianza de una via.

Tabla XII. Analisis densitométrico de la banda correspondiente a la ATPasa de H' de las
inmunoréplicas con VMP control, VMP con FB1 y VMP con FB1 + CerCq. Los datos presentados
corresponden a todas las inmunoréplicas realizadas. * El nimero de datos pertenecientes a cada condicién

se menciona en el texto.” Para el calculo de P sélo se consideraron los valores normalizados en porcentaje

por gel (n = 8). | = intensidad de la banda.
VMP Densidad de la banda de 100 kDa (intensidad mm™) /
c I 1" 510.3, 511.1, 589.7, 566.1, 766.9, 613.9, 115.8, 131.2
ontro
%’ 36.0, 37.1, 34.7, 325, 34.0, 343, 34.3, 38.2
FB1 It 447.8, 544.7, 569.1, 543.6, 737.3, 623.9, 82.3, 100.7
%’ 31.6, 39.5, 33.5, 31.2, 32.7, 34.9, 24.3, 293
/" 459.0, 322.9, 539.1, 631.2, 750.0, 551.5, 140.0, 111.9
FB1 + CerCq 5
% 32.4, 23.4, 318, 36.3, 33.3, 30.8, 41.4, 325
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Mr (kDa)

100,

FB1 FB1 FB1
C FB1 Cc FB1 Est C
+ Cer Cg + Cer Cg FB1 + Cer Gy

Fig. 14. Inmunodeteccion de la ATPasa de H" en VMP obtenidas de embriones de maiz incubados en
presenciay ausencia de FB1. A: Deteccion de la ATPasa de H* con el anticuerpo contra la ATPasa de H”
de betabel en membrana de PVDF. En la Tabla XIl se incluyen los valores del analisis densitométrico
correspondientes a esta inmunoréplica. B: Réplica del gel transferido a la membrana de PVDF tefiido con
azul de coomassie. Las flechas indican la masa molecular de 100 kDa. Se aplicaron 25 ng de proteina
membranal por condicién. Experimento representativo de 13 inmunoréplicas realizadas con 5 preparaciones
membranales diferentes. Est = estandar, C = control, FB1 = fumonisina B1, FB1 + CerCs = Fumonisina B1 +

ceramida Cg.

En éste andlisis se compard la banda de 100 kDa perteneciente a la ATPasa de H" de MP
entre la muestra control y la muestra con FB1, entre las VMP control y las VMP con FB1 + CerCsg
y entre los dos tratamientos (Tabla XIIl). Para el analisis de varianza se considerdo un oo = 0.05 y
después del proceso estadistico, se encontrd un valor de P = 0.3 en las muestras analizadas. Lo
que indicaba que no habia diferencia significativa entre las intensidades de las bandas analizadas

entre el control y las otras dos condiciones.

Tabla Xlll. Representacion tabular de la comparacion de los datos provenientes del analisis
densitométrico de la banda de la ATPasa de H" y sometidos al andlisis de varianza. v = Indicacion de

que muestras se compararon.

VMP Control VMP con FB1 VMP con FB1 + CerCg
VMP control v v
VMP con FB1 v v
VMP con FB1 + CerCg 4 4
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\VA Deteccion de la proteina 14-3-3 por inmunoréplica.

Como una de las formas de regulacién de la ATPasa H* es por medio de la union de la
proteina 14-3-3 al carboxilo terminal fosforilado, la disminucion en la actividad inducida por FB1 y
en donde habia menos ceramida enddgena, podia deberse a una menor fosforilacion de la
enzima y por tanto, a una menor cantidad de la proteina 14-3-3 asociada a la enzima.

Al igual que en el caso de las inmunoréplicas contra la ATPasa de H*, una vez que se
determinaron las condiciones éptimas para disminuir la reactividad por otras bandas que no
fueran la banda correspondiente a 30 kDa, peso reportado para la proteina 14-3-3 en maiz, se
procedi6 a comparar si habia diferencias entre las VMP de embriones control, las VMP de
embriones embebidos con FB1 y de las VMP de embriones embebidos con FB1 + CerCe.

El proceso de comparacion entre las muestras se realiz6 igual que como se describi6 en la
seccion anterior, y como se puede ver en la Fig. 15 A, no se detect6 una diferencia entre las
muestras de los diferentes tratamientos y no hubo diferencias en la cantidad de proteina cargada
segun el control de cargado (Fig. 15 B). Para confirmar esta apreciacién, se realiz6 la
determinacion de densidad a la banda de 30 kDa en las inmunoréplicas de proteina 14-3-3 (Tabla
XIV). A los valores de densidad de las bandas de cada uno de los tratamientos (para VMP de
embriones control la n fue de 16, para VMP de embriones embebidos con FB1 la n fue de 16 y
para VMP de embriones embebidos en presencia de FB1 + CerCq la n fue de 10), se les aplicé un
andlisis de varianza en la misma forma que se hizo a los datos de la seccion anterior (Tabla XIII).
Se consider6 un a = 0.05 y una vez realizado el tratamiento estadistico, se obtuvo un valor P =
0.3 por lo cual no se encontré una diferencia significativa en la cantidad de proteina presente
entre el control y los dos tratamientos.

Ya que la FB1 promovia una disminucion del 20% de la actividad de la ATPasa de H*, se
procedi6 a establecer si el ensayo de inmunoréplica era capaz de detectar una disminucion del 20
% en la cantidad de proteina. Asi, siguiendo las condiciones ya establecidas para eliminar la
reactividad inespecifica de las bandas que aparecian tanto en la inmunoréplica para la ATPasa de
H* como para la inmunoréplica para la proteina 14-3-3, se aplicaron cantidades de proteina
membranal a los geles en un intervalo de 10-25 ng. En la Fig. 16 se muestran los ensayos tanto
para la ATPasa de H* (Fig. 16 A) como para la proteina 14-3-3 (Fig. 16 B), en donde se estableci
la relacién entre la densidad de la banda de 100 kDa y de 30 kDa y la cantidad de proteina
aplicada.

Se puede ver en la Fig. 16 (A y B), que a menor cantidad de proteina presente en la
inmunoréplica, menor es la densidad de la banda reactiva al anticuerpo. Este comportamiento se
observo tanto en la banda de 100 kDa como en la banda de 30 kDa y se hizo patente en la Fig.
16 C, donde, al cargarse 4 diferentes cantidades de proteina partiendo de 25 pg y disminuyendo
progresivamente en 20 % la cantidad de proteina cargada (pues, la actividad se redujo en un 20

% aprox. cuando se adiciond FB1), se observé una relacién proporcional entre la cantidad de
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proteina aplicada y la intensidad de la banda. Por tanto, si la baja de actividad se debiera a una
disminucién de la cantidad de ATPasa de H”, se tendria que haber visto comparado con el control

(25 ug), una cantidad equivalente a 20 ug en la condicién con FB1.

Tabla XIV. Analisis densitométrico de la banda correspondiente a la proteina 14-3-3 de las
inmunoréplicas con VMP control, VMP con FB1 y VMP con FB1 + CerCq. Los datos presentados
corresponden a todas las inmunoréplicas realizadas. * El nimero de datos pertenecientes a cada condicién
se menciona en el texto.” Para el calculo de P sélo se consideraron los valores normalizados en porcentaje

pertenecientes a un mismo gel (n = 10). | = intensidad de la banda.

VMP Densidad de la banda de 30 kDa (intensidad mm™)
c I 1" 389.5 356.8 381.7 301.6 137.5 140.6 166.7 126.2 264.9 313.0
ontro
%’ 472 425 403 395 312 285 266 300 36.6 393
FB1 It 279.0 3114 326.0 208.2 1359 120.2 233.3 122.8 2183 2324
%° 338 371 344 272 308 243 372 292 302 29.2
/" 1559 171.0 2405 254.3 167.7 233.3 227.2 1714 240.2 251.8
FB1 + CerCq 5
% 189 204 254 333 380 472 362 408 332 316
A B
Mr (kDa)
-
30
et

F81 FB1
c FB1 + Cer Cy c Fe1 + Cer Cg Est © FB1 + Cer Cy

FB1

Fig. 15. Inmunodeteccién de la proteina 14-3-3 en VMP obtenidas de embriones de maiz incubados
en presencia y ausencia de FB1. A: Deteccién de la proteina 14-3-3 con el anticuerpo contra la proteina
14-3-3 isoforma B de humano en membrana de PVDF. En la Tabla XIV se incluyen los valores del andlisis
densitométrico correspondiente a esta inmunoréplica. B: Réplica del gel transferido a la membrana de
PVDF tefiido con azul de coomassie. La flecha indica la masa molecular de 30 kDa. Se aplicaron 25 ug de
proteina membranal por condiciéon. Experimento representativo de 16 inmunoréplicas realizadas con 5
preparaciones membranales diferentes. Est = estandar, C = control, FB1 = fumonisina B1, FB1 + CerCg =

Fumonisina B1 mas ceramida Cs.
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Asi, si hubiera habido una disminucién en la cantidad de proteina tanto para la ATPasa de
H* de MP como para la proteina 14-3-3 de alrededor del 20% debida a un efecto de la FB1, se

podria haber detectado por la técnica de inmunoréplica.

A 890.4 508.9 515.5 4503 B 417.9 284.4 2125 105.2
{+ 76.5) {+ §9.0) (+ 67.2) {+ 48.8) {+ 28.3) {+ 6.6) (£ 18.7) {+ 4.5)
Mr (kDa)
100 30
—» —»
25 ng 20 pg 15 ng 10 png 25 ng 20 pg 15 pg 10 pg
C
800 - ¢ ATPasa
q.E = Proleina 14-3-3
9 E 4
8w 600 T
.E % ;—-/—‘-_
2% 400 |
L]
£
200 -
o T T 1] I 1
3 10 15 20 25 30
Proteina de VMP (ng)

Fig. 16. Sensibilidad del ensayo de deteccién de la ATPasa de H' y contra la proteina 14-3-3 a una
disminucién de proteina. A: inmunodeteccion de la ATPasa de H'. B: inmunodeteccion de la proteina 14-
3-3. En la parte superior de cada inmunodeteccion se presentan los valores densitométricos de cada banda
(entre paréntesis esta la desviacion estandar). C: cuantificacién de la densidad de cada banda en funcién
de la cantidad de proteina contenida en las VMP. Los valores corresponden a dos muestras independientes

de VMP control. Las dos inmunoréplicas son representativas de varias otras.

V. Determinacién del efecto del secuestro de esteroles enddégenos en la actividad de
ATPasa de H" de MP de embriones control y expuestos a FB1 o FB1 + CerCs.

Se explor6 la posibilidad de que la inhibicion de la actividad de la ATPasa de H* de MP
producida por la FB1 y relacionada con la falta de ceramida endégena estuviera relacionada con
una interaccion de la ceramida con esteroles membranales, ya que ha sido reportada la
necesidad de estos compuestos ciclicos en la actividad de la enzima [Grandmougin-Ferjani et al.
1997]. Para ello, se utiliz6 M-B-CD que remueve esteroles enddgenos de la MP con una gran
eficiencia (ver Apéndice ).

El experimento se disefio afiadiendo la M-B-CD a las VMP y determinando en ellas tanto la

hidrolisis de ATP total, como la hidrdlisis de ATP producida de manera especifica por la ATPasa
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de H". En el ensayo de hidrélisis total de ATP, primero se afiadi6 el medio de hidrdlisis (descrito
en Materiales y Métodos) y después la M-B-CD en dos concentraciones diferentes que fueron 0.5
mM y 5 mM. El ensayo se inicié al adicionar 5 ug de proteina de VMP de embriones control.
Cuando se midié la hidrdlisis de ATP producida por la ATPasa de H* de MP, se adicionaron al
medio de hidrdlisis dos inhibidores, uno contra la ATPasa de H* de tonoplasto y el otro contra las
fosfatasas que estaban presentes en bajas cantidades en las VMP, dejando asi a la ATPasa de
H* de MP activa. En ambos casos, una vez adicionada la proteina, se procedi6 a incubar a 29 °C
por espacio de 3, 15, 35y 60 min.

La disminucién en la hidrdlisis total de ATP, comparada con el control (Fig. 17 A linea azul
punteada), crecié a medida que fue aumentando la concentracion de M-B-CD y se ve claramente
que dependié de su concentracion en los tiempos de 35 y 60 min. Esto es, si se compara entre el
control (Fig. 17 A linea azul punteada) y cuando se afiadié6 0.5 mM de M-B-CD (Fig. 17 A linea
verde punteada), la disminucién no fue tan pronunciada como la producida por la concentracion
de 5 mM de M-B-CD (Fig. 17 A linea roja punteada).

En la actividad especifica de la ATPasa de H*, se observé una tendencia diferente a la de
la hidrélisis total de ATP. Comparadas con el control (Fig. 17 A linea sdélida azul), sélo la
concentracion de 5 mM de M-B-CD (Fig. 17 A linea sélida roja) disminuyo la actividad de la
enzima. Este efecto se aprecié mejor a los 35 y 60 min de estar presente la M-B-CD (Fig. 17 B).

En la Fig. 17 B en la que se representa el efecto de la M-B-CD sobre la actividad
especifica de la ATPasa de H* a cada tiempo de exposicion comparado con el control (Fig. 17 B
linea sélida azul), cuando hubo 0.5 mM de M-B-CD (Fig. 17 B linea soélida verde), la disminucién
de la actividad no fue significativa a ningan tiempo. Pero cuando la concentracion fue de 5 mM de
M-B-CD (Fig. 17 B linea solida roja) después de los 15 min y hasta los 60 min se tuvo un
promedio de inhibicion del 56.9 %.

Una vez que vimos que la M-B-CD disminuia la actividad de la ATPasa de H* en VMP
control y considerando que seria mas facil extraer los esteroles en VMP con FB1 por la falta de
ceramida endogena comparado con las VMP control, si es que la ceramista estaba facilitando de
alguna manera la interaccion ATPasa-esteroles, se procedié a medir la actividad de la enzima con
distintas concentraciones de M-B3-CD.

Asi, se midio el efecto de diferentes concentraciones de M--CD sobre VMP control y VMP
con FB1 a un tiempo de 30 min. Como se puede ver (Fig 18 A) en las VMP control, a medida que
aumentoé la concentracion de M-B-CD, la actividad de la ATPasa de H* fue disminuyendo, en un
patrén bifasico, alcanzandose un minimo de actividad cuando la concentracion de M-p-CD fue de
1 mM. Cuando se comparé con el control, el comportamiento que siguieron las VMP de
embriones tratados con FB1 en presencia de concentraciones crecientes de M-B-CD, fue muy

parecido al control, pero el efecto de la M-B-CD fue de disminuir més la actividad de la ATPasa de

60



RESULTADOS

H* (Fig. 18 A). Si bien las desviaciones estandar fueron amplias en estos experimentos, se puede
observar una diferencia en el efecto de la M-B-CD sobre la actividad de la enzima de embriones

expuestos a la FB1, con respecto al control.
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Fig. 17. Efecto de la M-B-CD sobre la hidroélisis total de ATP y sobre la actividad de la ATPasa de H".
A: actividad de hidrélisis de ATP acumulada en cada tiempo. B: actividad especifica de la ATPasa de H" en

cada tiempo. Las curvas de hidrélisis acumulada a cada tiempo se representan con lineas punteadas y las
de la ATPasa de H" con lineas sdlidas. Control de la hidrdlisis total sin M-B-CD (= ~# =), hidrdlisis total con
M-B-CD 0.5 mM (~ -+ ~) e hidrolisis total con M-B-CD 5 mM (~ & 7). Control de la actividad especifica la
ATPasa de H" (—#), actividad especifica la ATPasa de H" con 0.5 mM de M-B-CD (—), o actividad

especifica la ATPasa de H" con 5 mM de M-B-CD (—&—). Este grafico presenta valores de 3 experimentos

independientes con 3 muestras membranales diferentes.

Cuando se grafico el porcentaje de inhibicion vs la concentracion de M-B-CD (Fig. 18 B) se
aprecio mejor como se dio la baja en la actividad. En este gréfico se vio que las VMP control
alcanzaron un maximo de inhibicion a 5 mM de M-B-CD vy si se observa la linea correspondiente a

las VMP con FB1, también se alcanz6 el maximo de inhibicion en 5 mM de M-B-CD.
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Fig. 18. Efecto de distintas concentraciones de M-B-CD sobre la actividad de la ATPasa de H" en VMP
control y en VMP tratadas con FB1. A: Actividad especifica de la ATPasa de H" de VMP control y de VMP
con FB1 en presencia de concentraciones crecientes de M-B-CD, B: Porcentaje de inhibicion de la ATPasa
de H" de VMP control y de VMP con FB1 en presencia de concentraciones crecientes de M-B-CD.

! determinaciones independientes n = 3. ? determinaciones independientes n = 6.
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La ATPasa de H" (EC 3.6.3.6) es una enzima de la MP que es fundamental en la fisiologia
de la célula vegetal, ya que de ella dependen los procesos de elongacion celular, transporte de
nutrientes, apertura y cierre de estomas y regulacion del pH intra y extracelular [Morsomme y
Boutry 2000, Palmgren 2001]. Siendo una enzima membranal, su actividad esta influenciada por
el entorno lipidico. Al respecto, hay varios reportes en la literatura que indican que diferentes
glicerolipidos y esteroles membranales, asi como detergentes, modifican positiva o negativamente
su actividad [Brauer y Tu 1989, Sandstrom y Cleland 1989, Cooke et al 1994, Gomeés et al. 1996,
Grandmougin-Ferjani et al. 1997]. No hay ningin registro que indique que la ATPasa de H' de
plantas requiera de esfingolipidos para su funcion, si bien los resultados que la ubican
consitentemente en las membranas resistentes a la solubilizacibn por detergente, podrian
constituir un indicio de la asociacion fisica de esta enzima con los esfingolipidos, lo cuales, junto
con los esteroles, estan enriquecidos en estas preparaciones [Mongrand et al. 2004, Shaollari et
al. 2004, Borner et al. 2005].

En el laboratorio se ha encontrado que la adicion de FB1 a los embriones de maiz produce
una inhibicién del 20 al 30 % de la actividad de la ATPasa de H* [Gutiérrez 2005]. La toxina
también produce un aumento en los niveles de esfinganina en la MP, debido a la inhibicion de la
SAT [Wang et al. 1991, Merrill et al. 2001, Soriano et al. 2005]. Sin embargo, la inhibicion de la
ATPasa de H" no es producida por el aumento de esfinganina y si es revertida por la adicién de
ceramida, sugiriendo que la disminucién observada en la actividad de la ATPasa de H* por la FB1
esta relacionada con una disminucion en los niveles endégenos de ceramida [Gutiérrez 2005].

En esta tesis tratd de dilucidarse el mecanismo por el cual la ceramida (o esfingolipidos
complejos) es requerida para la actividad completa de la enzima, explorandose varias
posibilidades: incorporacion adecuada de la enzima en la membrana plasméatica, mayor nivel de
fosforilacion de la enzima, conformacion mas activa de la enzima por requerimiento estructural del
lipido o por una interaccién de éste con esteroles membranales.

I. Efecto de la FB1 y las ceramidas sobre los niveles de actividad de la ATPasa de H' de
MP.

Al reproducir el efecto que ejercia la FB1 y la CerCs sobre la ATPasa de H’, los
rendimientos similares en todas las preparaciones de los embriones expuestos a los diferentes
tratamientos indicaron que se podia descartar una posible influencia de los diferentes compuestos
en los que fueron embebidos los embriones de maiz sobre la extractibilidad de las VMP
expresada en términos de proteina total.

Con respecto a las actividades obtenidas en las preparaciones de VMP entre la condicién
control y las de embriones embebidos con FB1 o con FB1 + CerCg (Tabla VIl y 1X) confirmamos
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la inhibicion por FB1 (24.5 %) y la FB1 junto a la CerCs restauraron los niveles de actividad de la
enzima, como habia sido ya reportado [Gutiérrez 2005]. Como la CerCs es una ceramida artificial,
gue no se encontraba endégenamente en los embriones de maiz, se exploré el efecto de una
ceramida de cadena mas larga (CerCig).

Contrariamente a lo esperado, en los experimentos de adicion de FB1 junto con la
ceramida de cadena larga in vivo, encontramos que la actividad especifica de la ATPasa de H" en
presencia de FB1 + CerCys disminuyé alin mas que la condicion con FB1 sola, en donde se
encontrd la inhibiciébn esperada y también se determiné una inhibicion con CerCy. Algo que
también observamos es que los embriones se desarrollaban menos (datos no mostrados).

Como se mencionoé en la seccién de Resultados, parte de estas inhibiciones en presencia
de la ceramida de cadena larga se podria deber al efecto del solvente mismo del lipido. Si bien la
cantidad de etanol fue minima, los controles indicaron que era suficiente para aumentar la
actividad. Una forma de eliminar este problema hubiera sido afiadir la CerCys disuelta en un
disolvente inocuo para evitar alguna posible interferencia de éste y medir la hidrdlisis in vitro
eliminando otros efectos indeseables dentro de la célula. Sin embargo, es posible que haya un
efecto de la CerC,¢ que también contribuya a la inhibicion encontrada y que esté relacionada con
la accion que esté ejerciendo la ceramida al interior de la célula por ser un lipido bioactivo
[Hannun y Obeid 2002]. Aun cuando no esté totalmente entendido su papel de segundo
mensajero en varios procesos celulares in vivo [Van-Blitterswijk et al 2003], si est4 clara su
intervencion en procesos como apoptosis, supresion del crecimiento, diferenciacion y senescencia
[Hannun y Obeid 2002, Liang et al. 2003]. Por lo anterior, se podria sugerir que la ceramida de
cadena larga podria, a tiempos como el del 24h de imbibicién, estar participando en procesos
apoptoticos, lo cual se expresaba en el desarrollo menguado del embrién. Tampoco se puede
descartar un efecto detergente de la ceramida. Esto podria corroborarse con un experimento de
medicion de permeabilidad membranal.

Considerando reportes recientes que mencionan por una parte a una proteina fosfatasa 2A
que compite con la proteina 14-3-3 por el carboxilo terminal de la ATPasa de H* (isoforma 2 de
Arabidopsis thaliana) [Camoni et al. 2000, Fuglsang et al. 2006] y, por otra parte, el resultado de
gue la ceramida C;g aumenta en un 580 % in vitro la actividad basal de la proteina fosfatasa 2A
(de mamifero) [Chalfant et al. 1999], es posible que la CerCy;s (qQue muy probablemente esté
siendo afiadida a concentraciones muy por arriba de los niveles enddgenos), estuviera
estimulando una fosfatasa muy similar a la proteina fosfatasa 2A (PF2A), en los embriones de
maiz que compitiera y desplazara del carboxilo terminal a la proteina 14-3-3 induciendo una baja
actividad en la ATPasa de H*, de ahi que no se recuperaran los niveles de actividad de la enzima
como se recuperaron cuando se afiadid la CerCs que quizas no sea capaz de activar a la

fosfatasa.
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Con respecto a la actividad de la ATPasa de H* de tonoplasto y de fosfatasas presentes,
en las VMP, el hecho de que ni la FB1 y las ceramidas modificaran la actividad de estas enzimas,
implica que los efectos de la FB1 y las ceramidas observados son especificos para la ATPasa de
H*. Cabe sefalar que la PF2A no es inhibida por molibdato de sodio. Esta enzima es inhibida por
el acido okadaico con una ICsg de 1-10 nM [Dobrowsky y Hannun 1992] y hasta el momento no
hay ningun reporte en el que se mencione que esta fosfatasa sea inhibida por el otro inhibidor de
fosfatasas usado en esta tesis.

Il. Incorporacion de la ATPasade H" ala MP

Desde los primeros reportes donde se sugeria que la ATPasa de H* era una enzima
integral de la MP que requeria de lipidos para mantener su actividad [DuPont y Leonard 1980],
hasta los reportes en los que se incluye a la ATPasa de H" como una enzima contenida en balsas
lipidicas [Bagnat et al. 2001, Mongrand et al. 2004, Borner et al. 2005], resulta claro que es de
capital importancia el ambiente lipidico de la ATPasa de H*. En nuestro sistema, por la evidencia
utilizando a la FB1 para promover el desbalance de esfingolipidos y que resulté en una menor
actividad de la enzima [Gutiérrez 2005], se exploré si la modificacion del ambiente lipidico, que se
tradujo en una menor disponibilidad de ceramida en la célula, estaba limitando la incorporacion de
la ATPasa de H" a la MP y por eso hubiera una menor actividad. Esto fue contemplado gracias a
los trabajos con la ATPasa de H* de la MP de la levadura, en los que si la biosintesis de ceramida
se interrumpe, la exportacion desde el reticulo endoplasmico o el estado oligomérico de la
ATPasa de H” (sintetizada de novo) en la MP, no se ven afectados [Lee et al. 2002]. Sin embargo,
si es necesaria la presencia de esfingolipidos con cadenas de acidos grasos muy largas (26
atomos de carbono), para el envio, transporte estable y asociacién de la ATPasa de H* recién
sintetizada a las balsas lipidicas en la MP de la levadura [Gaigg et al. 2005, Gaigg et al. 2006].

En nuestro sistema, al estimar la cantidad de ATPasa en la MP por inmunoréplica, se
obtuvo un valor de P = 0.3 después del andlisis estadistico de los datos que indicaba que, la
probabilidad de encontrar una diferencia entre el control y los tratamientos era poco probable con
las condiciones establecidas, por lo cual se puede afirmar que no se encontré una diferencia
significativa entre los niveles de la banda de 100 kDa analizadas por densitometria en los
diferentes tratamientos que incluyeron a las MP de embriones expuestos a la FB1 y a la toxina
mas la Ceramida Cs. En levadura, la permanencia y el recambio de la ATPasa de H' en la MP
depende de la presencia de CerC,s endégena [Gaigg et al. 2006]. Por lo que sabemos en nuestro
sistema, en el que hay ATPasa de H" presente en el embrién desde antes de empezar el periodo
de imbibicion [Sanchez-Nieto et al. 1998], quizas mucha de la ATPasa a las 24 h de imbibicién
apenas comience su recambio y el efecto estabilizador de la ceramida seria mas bien en la
permanencia en la MP, de la enzima sintetizada en el periodo de formacién de la semilla. En
futuros ensayos, se podria probar la obtencion de VMP a tiempos después de las 24 h y ver si

empieza a disminuir la cantidad de proteina cuando se adicionara FB1.
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Lo que si podemos decir con nuestros datos es que a este tiempo de germinacion (24 h),
se esta incorporando la misma cantidad de proteina a la MP tanto en las VMP control como en las
VMP con FB1y VMP con FB1 + CerCs, por lo cual, la disminucion en la actividad de la ATPasa de
H* causada por la FB1, no es debida a una menor cantidad de la enzima incorporada a la
membrana plasmatica.

Ill. Fosforilacion, FB1y asociacion de la proteina 14-3-3 con la ATPasa de H".

Una de las formas de regulacién de la ATPasa de H* es por medio de la unién de la
proteina 14-3-3 al carboxilo terminal fosforilado. La disminucion en la actividad inducida por FB1
podria deberse a una menor fosforilacion de la enzima y por tanto, a una menor cantidad de la
proteina 14-3-3 asociada a la enzima. Por lo que decidimos explorar la asociacién de la proteina
14-3-3 por inmunodeteccion. El analisis estadistico de las densitometrias de la inmunoréplica,
revel6 un valor de P = 0.3 y al igual que en el caso de la ATPasa de H”, la probabilidad de que
haya una diferencia entre la cantidad de la proteina 14-3-3 en las VMP control y las provenientes
de embriones embebidos con 20 uM de FB1, era baja.

Nuestro estudio sugiere de que la fosforilacion del carboxilo terminal de la ATPasa de H”
no se ve alterada por la presencia de FB1 en el medio. Sin embargo, hay que ser cautelosos en
esta afirmacién, pues se asume que el estado de fosforilacion esta directamente relacionado con
la asociacion de proteinas 14-3-3 y, si bien ésta es una version muy aceptada en la literatura
[Jahn et al. 1997, Baunsgaard et al. 1998, Svennelid et al. 1999 Maudoux et al. 2000, Kinoshita y
Shimazaki 2002, Fuglsang et al. 2003, Kanczewska et al. 2006], hay que considerar que, en
plantas, el mecanismo por el cual se lleva a cabo la sefializacién que determina cuando o cémo
se llevard a cabo la fosforilacion o defosforilacién de la enzima todavia no estad muy claro y por
ejemplo, se ha propuesto que la ATPasa de H" estd fosforilada en varios sitios [Nuhse et al.
2003], sin quedar claro el significado funcional de éstos. Ademas, se sabe muy poco de la cinasa
0 cinasas que intervienen en la fosforilacion de la ATPasa de H*. Hasta el momento, se ha
sugerido una cinasa dependiente de Ca** [Lino et al. 1998], pero no hay nada concluyente. Se ha
sugerido que la desfosforilacion de la ATPasa de H" puede estar mediado por proteinas G ante el
ataque de un patdgeno [Vera-Estrella et al. 1993] o por la accion de PF2A [Camoni et al. 2000,
Fuglsang et al. 2006], la cual, como se menciond anteriormente, ha sido sugerida como una
fosfatasa activada por ceramida en mamiferos [Chalfant et al. 1999]. Adicionalmente, hay que
admitir que la proteina 14-3-3 pudiera estar asociada a otras proteinas en la MP y de ser asi,
nuestra forma de detectarla, no nos permitiria distinguir cuanta estaria unida sélo a la ATPasa de
H*. Por dltimo, el anticuerpo heterélogo que estamos usando podria reconocer sélo a alguna(s) de
la(s) isoformas presentes en maiz, ya que en A. thaliana se han identificado los genes
correspondientes a 12 isoformas [Rosenquist et al. 2001, Paul et al. 2005].

Hasta lo que nuestros datos nos dicen con el anticuerpo usado es que la disminucion en la

actividad de la enzima por la FB1, no esta relacionada con cambios en su regulacion por
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fosforilacion e interaccion con la proteina 14-3-3. Experimentos en los que midiéramos la
fosforilacion de la proteina de manera directa nos podrian dar informacion inambigua.
IV. Efecto de los esteroles enddgenos sobre la actividad de la enzima

La posibilidad de que la inhibicién de la ATPasa de H* debida a la falta de ceramida
endogena estuviera relacionada con una interaccion de la ceramida con los esteroles
membranales que son importantes para la actividad de la enzima [Sandstrom y Cleland 1989,
Cooke et al 1994, Grandmougin-Ferjani et al. 1997, Hernandez et al. 1998] se exploré removiendo
los esteroles con M-B-CD. Se encontré que la actividad de la ATPasa de H" fue mas sensible a la
remocién de esteroles en las VMP de embriones tratadas con 20 uM de FB1 en comparacién con
las VMP control. Estos resultados indican que aquellas MP en las que hay deficiencia de
ceramida, por lo menos en aquellas regiones de la MP en las que hay ATPasa de H*, son mas
susceptibles de perder a sus esteroles, lo cual se refleja en una disminucién de la actividad de la
enzima. Lo anterior sugiere que la ceramida contribuye a mantener a los esteroles membranales
estructurados para la actividad de la enzima. Sin embargo, no se puede descartar que la
ceramida membranal esté actuando directamente sobre la enzima y que ésto le induzca a la
proteina una mejor interaccion con los esteroles. El reporte de que la ATPasa de H" se encuentra
en balsas lipidicas [Mongrand et al. 2004; Shaollari et al. 2004; Borner et al. 2005] que son
estructuras lipidicas ricas en esteroles y esfingolipidos complejos [Simons e lkonen 1997], apoya
la interpretacién de la asociacién estructo-funcional entre la enzima, la ceramida y los esteroles.
Por ultimo, hay que tener en cuenta que los efectos que se ven asociados a ceramida, pueden
estarse debiendo a esfingolipidos complejos, ya que la adicién de FB1 conlleva a la disminucién
de estos lipidos, ademas de la ceramida.

En resumen, como se muestra en el modelo de la Fig. 19, el desbalace en los niveles de
ceramida/esfingolipidos complejos causado por la accién de la FB1 sobre la SAT y que llevé a
una inhibicion del 25 % en la actividad de la ATPasa de H*, no alter6 los niveles de la enzima en
la MP, ni parece haber afectado la asociaciéon de la proteina 14-3-3 a la ATPasa. Sin embargo,
este desbalance de ceramida/esfingolipidos complejos, facilitdé la extractibilidad de los esteroles
de la MP, lo cual sugiere que se modificé la interaccion de estos lipidos con la enzima, afectando

su actividad.
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Fig. 19 Modelo del efecto de la FB1 sobre la actividad de la ATPasa de H" en embriones de maiz. A: Sin la presencia de FB1 en el sistema. B: Con la

presencia de FB1 en el sistema. Cin = cinasa, SN = esfinganina, SLc = esfingolipido complejo, RE = reticulo endoplasmico, Pi = fésforo inorganico, =

disminucion, T = aumento, <> = movilidad.
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CONCLUSIONES

OBSERVACIONES

1. Se establecieron las condiciones experimentales para inmunodetectar a la ATPasa de H” y
la proteina 14-3-3.
2. Se encontré que la disminucién en ceramidas/esfingolipidos complejos enddégenos no

afecto la cantidad de la ATPasa de H" en la MP.

CONCLUSIONES PARTICULARES

1. Se encontr6 que la disminucion en ceramidas/esfingolipidos complejos no afectd los
niveles de la proteina 14-3-3 en la membrana plasmatica, por lo cual el estado de
fosforilacion de la ATPasa de H' no parece estar afectado.

2. Se encontrd que la disminucién en ceramidas/esfingolipidos complejos enddgenos esta
relacionada con una mayor extractibilidad de los esteroles a la M-B-CD, lo cual sugiere que
éstos pierden su distribucion membranal, reflejandose en un cambio en la interaccién con

la ATPasa de H*, afectando su actividad.

CONCLUSION GENERAL

La ATPasa de H" de la membrana plasmatica aparentemente requiere de
ceramida/esfingolipidos complejos para su funcion a través de una interaccion de este lipido con

la enzima y los esteroles.
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Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas son sacaridos ciclicos formados por unidades de glucopiranosas en
enlaces B(1,4). Estos compuestos solubles contienen un ndcleo hidrofébico capaz de solubilizar
sustancias no polares. Las B-ciclodextrinas, comparadas con las a-ciclodextrinas (6 unidades de
glucosa) y las y-ciclodextrinas (8 unidades de glucosa) tienen alta afinidad por encapsular
esteroles, en particular el colesterol. EI maximo valor de asimilacion (apagamiento) del colesterol
por las B-ciclodextrinas, va desde 3.5 hasta 70 veces mas que las reportadas con HDL; [Kilsdonk
et al. 1995]. La M-B-CD tiene un peso molecular de 1135 g/mol y como se muestra en la Fig. 10,
tiene tanto propiedades hidrofilicas como hidrofobicas. EI mecanismo por el cual la M-B-CD puede
remover el esterol de las membranas celulares estéa relacionado con la reduccion de la energia de
activacion de 20 kcal/mol para la extraccion del esterol, requerida para remover el esterol a los
fosfolipidos aceptores, a un valor de 7-9 kcal/mol; esto se explica por el hecho de que para la
transferencia del esterol a los lipidos aceptores se necesita que el esterol salga de la membrana
para poder ser transferido posteriormente al lipido. En cambio en la M-B-CD no se requiere de tal
paso, ya que el esterol se transfiere de manera directa sin que tenga que pasar por un ambiente

hidrofilico [Yancey et al. 1996, Szejtli 1998], haciendo a las ciclodextrinas excelente aceptores.
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Fig. 20 Representacion de la M-B-CD y algunas de sus propiedades fisicas.

Las ciclodextrinas en general tienen por tanto un excelente valor experimental para
manipular la cantidad de esteroles membranales.

Se ha reportado que la M-B-CD es preferible para los estudios de esteroles celulares,
debido a que es menos susceptible a la precipitacién del colesterol, es mas efectiva en el
secuestro de esteroles en un periodo de tiempo corto (8-24 h) y es efectiva para enriquecer y
quitar esteroles a menores concentraciones que otras ciclodextrinas [Christian et al. 1997, Jouni
et al. 2002].
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