
/3 
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

Unidad Académica de los Ciclos Profesional y de Posgrado 
del Colegio de Ciencias y Humanidades. Sede Instituto de Fisiología Celular. 

EFECTO DE REACTIVOS ESPECIFICOS PARA CISTEINAS EN LA 
WATPasa DE LA MEMBRANA PLASMATICA DE Kluyveromyces Melisa 

• 

( 

NI en C. María Guadalupe /Guerra Sánchez. 

Ciudad Universitaria Octubre de 1995. 

- 1, 	• r S „ 

• ,v 	+111 11A 	
; 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



AB STRACT. 

The WATPase (EC 3.6.1.35) from Kluyveromyces lactis was assayed in the presence of increasing 

concentrations of N-ethylmaleimide (NEM), IAEDANS and methylmethane tiosulfonate (MMTS). 

N-ethylmaleimide inhibited the WATPase with a second rate constant of 200 M -1 min-I . FrATPase 

was partially protected by MgADP. Low concentrations of Mg protected ATPase from the effects 

of NEM, while high Mg sensitized ATPase to NEM. The reaction of ' 4C-NEM with the native 

enzyme modified three cysteine residues/monomer, two of which were involved in 80% of the 

inactivation of the enzyme. In the presence of Mg-ADP, NEM binding to de first residue had only 

a slight effect on the activity (10-20% inhibition). After further incubation, the moditication of a 

second cysteine residue (probably cys-221) inactivated the ATPase. There seems to be at least one 

cys (probably cys-532) at, or near, the nucleotide binding site of the FrATPase. Modification of a 

second cysteine residue (cys-221) also resulted in inactivation by NEM; this residue was not 

protected by ADP and thus probably is not at the ATP binding site. IAEDANS reacted with the 

1-1+ATPase exhibiting a pseudo-first order of inactivation which was partially dependent on the pH. 

This inhibition was not prevented by MgADP or by magnesium. MMTS reacted with the enzyme 

without causing inhibition. Instead, there was a partial protection by MMTS against IAEDANS 

inhibition, and NEM resistant FrATPase. The MMTS-resistant inhibition elicited by IAEDANS was 

not pH dependent, although it was mildly sensitive to MgADP. It is suggested that, the residue 

involved in the reaction between the MMTS derived enzyme and IAEDANS is not a cysteine or 

histidine, but probably a methionine. 
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A BSTR ACT, 

The WATPase (EC 3.6.1.35) from Kluyveromyces 	was assayed in the presence of increasing 

concentrations of N-ethylmaleimicle (NEM), IAEDANS and methylmethane tiosulfonate (MMTS). 

N-ethylmaleimide inhibited the WATPase with a second rato constant of 200 M 	frATPase 

was partially protected by MgADP. Low concentrations of Mg protectecl ATPase from the effects 

of NEM, while high Mg sensitized ATPase tú NEM. The reaction of 14C-NEM with the native 

enzyme ~(1ff-te(' three cysteine residues/monorner, two of which were involved in 80% of the 

inactivation of the enzyme. In the presence of Mg-ADP, NEM binding to de first residue liad only 

a slight effect on the activity (10-20% inhibition). After further incubation, the modification of a 

second cysteine residue (probably cys-221) inactivatecl the ATPase. There seems to be at least one 

cys (probably cys-532) at, or near, the nucleoticle binding site of the FrATPase. IVIodification of a 

second cysteine residue (cys-22I) also resulte(' in inactivation by NEM; this residue was not 

protected by ADP and thus probably is not at the ATP binding site. IAEDANS reacted with the 

FrATPase exhibiting a pseudo-first order of inactivation which was partially depenclent on the pH. 

This inhibition was not prevente(' by MgADP or by magnesium. MMTS reacted with the enzyrne 

without causing inhibition. Instead, there was a pardal protection by MMTS against IAEDANS 

inhibition, and NEM resistant WATPase. The MMTS-resistant inhibition elicited by IAEDANS was 

not pH dependent, although it was mildly sensitive to MgADP. It is suggested that, the residue 

involved in the reaction between the MMTS derive(' enzyme and IAEDANS is not a cysteine or 

histidine, but probably a methionine, 
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1. RESUMEN. 

La membrana plasmática de la levadura Kluyveromyces lactis contiene una ATPasa de 

protones similar a las ATPasas transportadoras de cationes de otros organismos eucariontes. La N- 

etilmaleimida (NEM), es un reactivo específico para grupos SH, ha sido utilizada en el estudio del 

posible papel de las cisteínas en la actividad catalítica de las enzimas. En este trabajo, utilizamos los 

reactivos metilmetano tiosulfonato (MMTS), N-etilmaleimida (NEM), yodoacetamida, y el ácido N- 

yodoacetil-N'-(sulfo- l -naftil) etilendiamina (IAEDANS), para explorar la reactividad de las cisteínas 

de la ATPasa de H+ de membrana plasmática de K /culis. La modificación de la enzima con los 

reactivos más voluminosos como la NEM y el IAEDANS inhibió a la ATPasa con cinéticas de 

pseudo-primer orden a tiempos cortos. La constante de inactivación de segundo orden para NEM fue 

un orden de magnitud mayor que la del IAEDANS. En ambos casos, la ATPasa de Elf se protegió 

parcialmente por el MgADP. La estequiometría de la reacción con NEM, utilizando ' 4C-NEM, indicó 

que tres residuos de cisteína fueron modificados por el reactivo y sólo uno de ellos fue protegido por 

el MgADP, 

En contraste, la inhibición por yocloacetamida fue muy pobre (cerca del 10%), y con MMTS 

la enzima mantuvo su actividad. El bloqueo de los residuos de cisteína por MMTS se confirmó, pues 

el complejo enzima-IVIMTS fue resistente a la acción de la NEM o del IAEDANS. Estos resultados 

sugieren que ninguna de las cisteínas es esencial para la actividad de la enzima. 

El estudio de la interacción de la enzima-MMTS con IAEDANS sugiere la presencia de otro 

residuo que participa en la reacción con el inhibidor. La independencia relativa de la reacción de 
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inhibición con respecto al pH permite suponer que este resíduo corresponde a una metionina. 

Los resultados obtenidos de la modificación química de las cisternas de la ATPasa de 	de 

la membrana plasmática de K iactis por reactivos para sulfhidrilo se aparta del comportamiento 

descrito para otras ATPasas de la misma familia. Es probable que la diferencia de sensibilidad hacia 

reactivos para sulfhidrilo de esta ATPasa con respecto a la misma ATPasa de H+ en N crassa, sea 

debida a la diferente distribución de las cisternas en la cadena de aminoácidos de cada una de estas 

ATPasas. 
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II. INTRODUCCION, 

Las ATPasas de 1-1+ son proteínas integrales de la membrana. En la célula, estas ATPasas 

participan en dos tipos de reacciones: a) La síntesis de ATP durante la fosforilación oxidativa, 

catalizada por la ATPasa mitocondrial (F1 /F0) y , b) la hidrólisis del ATP realizada por las V- 

ATPasas y P-ATPasas con el fin de generar un gradiente químico que se utiliza para el transporte de 

iones y otros metabolitos. Las ATPasas mitocondriales y las V-ATPasas (vacuolares) son enzimas 

de alto peso molecular (de 450-640 kDa) y están formadas por múltiples subunidades (Foster y 

Fillingame, 1979; Forgac, 1989). Por el contrario; las P-ATPasas (localizadas en la membrana 

plasmática), son de menor tamaño, y están formadas por una sola cadena polipeptídica de 

aproximadamente 100 kDa (Goffeau y Slayman, 1981; Bowman y Bowman 1986). 

HA, Las ATPasas de la membrana plasmática. 

Las P-ATPasas son enzimas esenciales que se encargan de bombear iones hacia el exterior 

de la célula (Serrano y cols, 1986). Se encuentran en la membrana plasmática de bacterias (una 

ATPasa de potasio), hongos (una ATPasa de protones), en el retículo sarcoplásrnico (una ATPasa 

de Ca2+), en la mucosa gástrica (una ATPasa de 	K+), en los glomérulos renales y la mayoría de 

las células de mamíferos (una ATPasa de Na+/1(+) y en las plantas superiores (una ATPasa de 

protones) (Pedersen y Carafoli, 1987). A pesar de la diferencia que existe en la especificidad y 

estequiornetria de los cationes transportados, esta familia de ATPasas comparte características 

comunes corno son: a) están compuestas por una unidad catalítica de 100 kDa con 8-10 segmentos 

transmembranales, b) son fosforiladas transitoriamente por el ATP en un residuo de aspartato 

conservado en todas las P-ATPasas (Dame y Scarborough, 1980), c) durante el proceso catalítico 
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adquieren dos conformaciones, conocidas como E1  y E2  (Aniory y cok, 1982) (Figura 1), y d) son 

inhibidas por concentraciones micromolares de ortovanadato (Bowman y cols, 1978). Además, son 

insensibles a 10 mM de azida de sodio y pueden ser inhibidas en su totalidad por cantidades 

micromolares de p-hidroximercuri benzoato (Goffeau y Slayman, 1981). 

11.2. La 1-P ATPasa de la membrana plasmática de la levadura. 

La ATPasa de FP de la membrana plasmática de la levadura pertence a la familia P de las 

ATPasas; constituye entre el 7-10% de las proteínas de la membrana plasmática y produce la 

hidrólisis de cerca del 25-40% del ATP total de la célula (Grandman y cols, 1978). El gradiente 

generado a través de la membrana por las ATPasas de 1-1+ se utiliza para la toma de nutrientes y iones, 

para la regulación del pH y para la generación de señales de transducción (Serrano, 1988). 

El estudio de la ATPasa de H+ se ha enfocado hacia la comprensión de la relación estructura- 

tiinción y del fenómeno de transducción de energía. Esta enzima no se ha logrado cristalizar, por lo 

que, durante la última década, se han realizado grandes esfuerzos para producir un modelo que 

permita comprender el mecanismo por medio del cual se realiza la hidrólisis del ATP y el transporte 

de electrones, 

II. 3. Modelo Topológico de la ATPasa de 11k. 

Las ATPasas de H+ de la membrana plasmática de Neurospora crassa y Saccharomyces 

cerevisiae se han sido los principales modelos de estudio. Los datos obtenidos a través de la 

modificación química, proteólisis parcial, y estudios con anticuerpos (Pardo y Slayman 1988; Mandala 

y Slayman, 1989; Chang y Slayman, 1990) se han combinado con el alineamiento de las 
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Figura 1. Ciclo catalítico de las P-ATPasas. Diagrama modificado de los pasos de reacción 

propuestos para la ATPasa de H+ de Neurospora crassa (Slayman y Zuckier, 1989): a) La.enzima 

en la forma E, se une al ATP. Un protón del interior se une al sitio de reconocimiento para los 

protones, sale el ADP, y se forma un intermediario de alta energía. b) Una reacción cíe hidrólisis 

produce la formación del intermediario aspartil-fosfato, y se induce un cambio conformacional de la 

enzima a la forma E2. e) La forma E2  permite la salida del protón al otro extremo de la membrana y 

el Pí es liberado. d) La enzima, regresa de nuevo a su forma Ei  para iniciar un nuevo ciclo. En e la 

enzima queda atrapada en su forma E, o E2  por la NEM y el vanadato, respectivamente. 

k
j  



secuencias (Wach y cols., 1992), el análisis de hidropatía y la predicción de la estructura secundaria 

(Serrano 1988; Nakamoto y cok, 1989). Estos estudios han llevado a proponer el modelo topológico 

que se muestra en la figura 2. 

En este modelo, propuesto para Saccharomyces cerevisiae (Serrano, 1988), la cadena 

polipeptíclica está organizada en segmentos hidrofílicos que se alternan con segmentos hidrofóbicos. 

A partir del extremo amino terminal se encuentran cuatro segmentos transmembranales conectados 

por dos pequeñas asas extracelulares. Dos asas citoplásmicas centrales que se continúan hacia el 

extremo del carboxilo terminal a través de seis segmentos transmembranales (figura 2), La mayor 

parte de la cadena polipeptídica se encuentra en el citosol y contiene varios fragmentos importantes: 

el extremo amino terminal (formado por 120 residuos) y dos asas, una de 130 aminoácidos y otra 

de 340 residuos (Ghislain y cok, 1987). El asa menor se encuentra entre los segmentos 

transmembranales 2 y 3, y se considera que contiene la actividad de fosfatasa (Serrano y Portillo 

1990). En el asa de 340 residuos se encuentra el dominio de fosforilación, que contiene el residuo 

de aspartato que se fosforila y lo que se considera como el sitio de unión con el nucleótido (Serrano, 

1988; Taylor y Green, 1989, Rao y cols, 1989). Este segmento del asa corresponde a la región más 

conservada entre las ATPasas de tipo P (figura 2). Los extremos amino y carboxilo terminal están 

localizados en el citosol para las ATPasas de 1-1+ de N crassa y S cerevisiae (Manclala y Slayman, 

1989; Serrano 1988). El segmento del amino terminal contiene en su mayoría aminoácidos acídicos 

cuya función se desconoce, mientras que en el segmento del carboxilo terminal se encuentra un 

dominio inhibitorio que interactúa con el sitio de unión para el ATP y está involucrado en la 

modulación de la actividad de la ATPasa por glucosa (Eraso y Gancedo 1987; Portillo y Serrano 

1989; Portillo y cols 1989). Los segmentos hidrofóbicos fijan a la proteína en la membrana y se cree 
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Figura 2. Modelo topológico de la 11`t TI)asa (le S ccrevisiae. La figura es una adaptación del 

modelo propuesto por Serrano y Portillo (1990). Los segmentos transmembranales han sido 

numerados del I al 10 y contienen el canal para el protón (segmentos del 1 al 7): la porción 

citoplúsmica contiene los siguientes dominios: a) entrada del canal por donde pasa el protón, h) 

dominio de fosfatasa. c) dominio de tostorilación y transducción, d) dominio de unión con el ATP 

y actividad de cinasa y e) dominio regulatorio. 
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que se encuentran ensamblados formando un canal a través del cual pasa el catión. El cuarto 

segmento transmembranal es el más conservado y se ha propuesto cjue forma parte de la ruta para 

la transducción de la energía (Shull y cols., 1985). Este modelo se ha utilizado para el análisis de la 

relación estructura-función a través de mutagénesis dirigida (Serrano y Portillo 1990). 

En este sentido, los estudios con modificaciones químicas han proporcionado información 

sobre los aminoácidos esenciales para la actividad de esta enzima, pero no han sido completamente 

explotados, y podrían. junto con los estudios por mutagénesis dirigida, contribuir al esclarecimiento 

de la relación estructura-función de la ATPasa de H. 

11.4. Modificación química. Estudios realizados sobre las ATPasas de 11+ de hongos y 

levaduras. 

La modificación química puede definirse como cualquier alteración de la estructura covalente 

de una proteína producida por la introducción o eliminación de un grupo químico. Para que esto sea 

de utilidad, se requiere que la reacción química sea específica para un aminoácido. Los residuos de 

aminoácidos mas reactivos son: el glutámico, el aspártico, la lisina, la arginina, la histidina, la cisteína, 

la tirosina y la metionina. Los de poca reactividad incluyen a la serina, la treonina, la asparagina y la 

glutamine. En contraste, los aminoácidos no polares son inertes a la mayoría de los agentes químicos 

(Imoto y Yamada, 1990). 

La modificación química es una herramienta poderosa, no sólo para identificar los 

aminoácidos esenciales para la actividad de una enzima, sino también para sondear el microambiente 

en el que se encuentra el residuo (Young y Kaplan, 1990). Cuando se conoce la secuencia de 

aminoácidos de la cadena polipeptídica se puede conocer el residuo que ha sido modificado. 
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Utilizando la modificación química en la AT1'asa de 1-1' de N crassa y S cerevisiae, se han 

identificado algunos residuos que están relacionados con la unión del nucleótido, ya que se 

encuentran localizados en el segmento hidrofílico central y la actividad se protege por ATP (o ADP) 

(Addison y Scarborough, 1986; Davenport y Slayman, 1988; Pardo y Slayman, 1989). Los reactivos 

utilizados en los estudios de modificación química de la ATPasa de H+ son los siguientes: 

11.4.1. Modificación con isotiocianato de fluoresceína (FITC). El FITC reacciona con los 

grupos E-amino de las lisinas. En N crassa, el FITC produce la inactivación irreversible de la enzima. 

La cinética de inactivación es de pseudo primer-orden en los primeros diez minutos, depende del pH 

y de la concentración de Mg'. El Mg-ADP protege parcialmente contra la inhibición por FITC, lo 

cual sugiere que hay dos tipos de lisinas reactivas: la que se protege por la presencia de Mg-ADP 

(1is474), y aquella cuya reactividad no se altera por la presencia del nucleótido (Pardo y Slayman, 

1989). Se ha propuesto que la lisina 474, residuo con el que reacciona el FITC, interactúa con la 

adenosina del ATP en el sitio activo de la enzima (Bowman y cols, 1978); también se le considera 

como un estabilizador electrostático del intermediario que se forma con el ATP durante la catálisis 

(Pardo y Slayman, 1988). 

11.4.2. Modificación con reactivos para Cisteínas. Entre los reactivos más comunes 

utilizados para la modificación de las cisteínas se encuentran: yodoacetamida y sus derivados como 

el ácido N-yodoacetil-N'-(sulfo-1-naftil) etilén diamino (IAEDANS), N-etilmaleimicla (NEM) y 

metilmetanotiosulfonato (MNITS) (Brocklehurst, 1979). Los derivados de yodoacetamida son muy 

estables en las condiciones que se usan para producir la proteólisis y durante el análisis de 
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Figura 3. Reacciones de los reactivos para sulfltidrilo utilizados para el estudio de las cisteínas. 

Los agentes alquilantes son el IAEDANS (A) y la NEM (8); El IAEDANS es un derivado del 

yodoacetato con caracterisitcas fluorescentes, C) El metilmetano tiosulfonato reacciona a través de 

un intercambio tiol-disulfuro, y discrimina eficientemente en favor de los grupos tioles. 
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aminoácidos (Bell y Bel!, 1988). La reacción de los residuos de cisteína con estos reactivos se 

muestra en la figura 3. 

La ATPasa de IV de ¡Veurospora cross(' posee ocho cisteínas (Hager y cols, 1986); la 

inhibición con NEM es irreversible, sigue una cinética de pseudo-primer orden (Brooker y Slayman, 

1982) y la enzima se protege con MgATP. Con 14C-NEM se logró identificar dos cisteínas: la cisteína 

"rápida", que reacciona rápidamente con NEM y no se protege por MgADP, y la cisteína "lenta", que 

reacciona lentamente y cuya modificación resulta en la inhibición de la enzima, y puede ser bloqueada 

por MgADP (Davenport y Slayman, 1988; Pardo y Slayman, 1989). Se ha concluido que estas 

cisteínas se encuentran en un medio hidrofóbico porque la yodoacetamida, que es un reactivo 

hidrofflico, no causa inhibición y el pKa para la cisteína "lenta" es mayor de 9. Adicionalmente, estos 

dos sitios reaccionan con inhibidores hiclrofóbicos como lo son: N-pirenilmaleimida, N- 

naftilmaleimida y ditiobisnitrobenzoato (Davenport y Slayman, 1988). La reacción de estas cisteínas 

con reactivos menos voluminosos como el metilmetano tiosulfonato (MMTS), no inactiva a la 

ATPasa de FP lo que indica que no son esenciales para la actividad de la enzima. La inactivación 

causada por la NEM, por tanto, parece ser de carácter estérico. 

Lia fluorescencia de reactivos corno el IAEDANS ha sido aprovechada para la identificación 

de las cisteínas reactivas (Pardo y Slayman, 1989). Este reactivo forma complejos covalentes estables 

con las cisteínas hidrofílicas de la enzima. Los péptictos trípticos de la enzima marcados con 

IAEDANS se purificaron por HPLC y fueron secuenciados. Se identificó a la cisteína "rápida" como 

la 545 y a la cis 532 como la cisteína "lenta" que se protege por MgADP. Ambos residuos se 

encuentran cerca del dominio de fijación para el MgATP, lo que explica la protección de la cisteína 

lenta por el MgADP. Sólo en iV crassa ha sido posible identificar la cisteína que se protege por el 
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nucleótido. 

En general, la alquilación por NEM de las cisteínas de las ATPasas tipo P procede con 

cinética de pseudo primer orden, lo cual sugiere la participación de un residuo (o varios, 

cinéticamente iguales), cuya modificación que ocasiona la péridida completa de la actividad. Sin 

embargo, en experimentos de protección con MgATP o MgADP en contra de la inactivación por 

NEM, la protección puede ser total, como sucede en la ATPasa de 1-1+ de N crassa, en la ATPasa de 

[Na+/K1 y en la ATPasa de Ca2+ (Brooker y Slayman, 1982; Winslow, 1981; Panet y Selinger, 1970) 

o parcial, como en el caso de la ATPasa de 11+ de raiz de avena (Katz y Sussrnan, 1987). Estos 

resultados sugieren que existe alguna diferencia en la posición de las cisteínas, que manifiesta una 

accesibilidad diferente de las cisteínas debido a un cambio conformacional ocasionado por la entrada 

del nucleótido (Winslow 1981). 

11.4.3. Modificación con fenilglioxal y 2-butanodiona. Estos reactivas reaccionan con las 

argininas (Lundbald y Noyes, 1984). En N crassa, la ATPasa de H+ se inactiva por fenilglioxal y 2- 

butanodiona con una cinética de pseudo-primer orden (Kasher, 1986), se protege por MgADP y la 

inhibición se acelera por iones Mg2+. 

La protección ejercida por el MgADP contra la inhibición por fenilglioxal o 2-butanodiona 

puede deberse a cambios conformacionales de la enzima inducidos por el nucleótido. 

Alternativamente, la arginina reactiva puede encontrarse en el sitio de fijación del MgADP y el 

nucleótido produce un impedimento estérico que evita la reacción de la ATPasa de H+ con el 

fenilglioxal o la butanodiona. La estequiometría de la reacción indica que dos moles de fenilglioxal 

reaccionan con cada ATPasa de H.+ para producir 100% de inactivación, No ha sido posible identificar 

a esta arginina en la estructura primaria de la enzima, 
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11.4.4. Modificación con diciclobexilcarbodiimida, Este reactivo reacciona con los grupos 

carboxilo de las cadenas laterales del ácido aspártico o glutámico. Se ha utilizado para inhibir 

ATPasas P, V y F (Pedersen y Carafoli, 1987). La inhibición está relacionada con la translocación del 

protón o ion (Sussman y Slayman, 1983), En N crassa, la ATPasa de H+ se inactiva por DCCD, con 

una cinética de pseudo-primer orden. La inhibición completa de la enzima ocurre con una 

estequiometría de 0.4 moles de DCCD por mol de monómero de ATPasa, El residuo de aminoácido 

que reacciona con el DCCD para producirla inhibición, es el glutámico 129, que se localiza en el 

extremo amino terminal, a la mitad del primer segmento hidrofóbico que atraviesa la membrana. Es 

probable que este residuo forme parte del canal de protones de la enzima (Sussman y cols, 1987). 

Otro reactivo para carboxilos que se ha utilizado es el N-(etoxicarboni1-2-etoxi-1,2- 

dihidroquinoleina) (EEDQ). En N crassa este reactivo inhibe irreversiblemente la hidrólisis del ATP 

con una cinética de pseudo primer orden y una estequiometría de 1 mol de EEDQ por mol de 

ATPasa. La reacción con EEDQ ocurre con un pKa cercano a 7, propio de un carbona() en un 

ambiente hidrofóbico. La inhibición probablemente involucra la activación de un grupo carboxilo 

seguido por un ataque nucleofílico por un grupo funcional vecinal de la cadena polipeptídica, y la 

producción de un entrecruzamiento intramolecular (posiblemente entre un carboxilo y una lisina 

vecinal). La enzima se protege de la inhibición por el EEDQ con el MgATP y el vanadato, 

combinación que mantiene a la enzima en la forma E2, pero no con el MgADP. Esto sugiere que uno 

(o ambos) de los residuos involucrados en la reaccion de entrecruzamiento participan en la 

transferencia del fosfato gamma del ATP (Addison y Scarborough, 1986) . 

¡1.4.5. Modificación con Dietilpirocarbonato (DEP). Este reactivo reacciona con residuos 

de histidina a pH neutro o ligeramente ácido, produciendo inhibición de la ATPasa de H+ de N crassa 
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(Morjana y Scarborough, 1989). La inhibición por DEP es muy rápida (k= 385-420 	), y sigue 

una cinética de pseudo primer orden; la inactivación se previene por MgADP, lo que sugiere que el 

residuo se encuentra localizado cerca del sitio de unión del nucleótido. La posición de la histidina 

reactiva no se identificadó en este estudio. 

II. 5. Importancia de las levaduras. 

Las levaduras han sido utilizadas por el hombre, desde tiempos antiguos, en procesos 

fermentativos. Algunas levaduras tienen una larga historia en la producción de fármacos y derivados 

alimenticios para el humano. Los productos obtenidos de las levaduras carecen de los problemas de 

pirógenos o endotoxinas que se derivan del uso de células procarióticas, además de abatir los costos 

de producción a escala industrial (Swinkels y cols, 1993). Por otra parte, por ser eucarionte, las 

levaduras realizan los mismos procesos postranscripcionales y modificaciones que ocurren en la célula 

de mamíferos. 

Las técnicas de recombinación de DNA desarrolladas en la actualidad y la universalidad del 

código genético a través del reino animal y vegetal, proporciona la oportunidad de lograr la expresión 

de genes heterólogos. Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizado como modelo (le estudio debido 

a la facilidad de su manipulación genética y su uso a escala industrial. Sin embargo, el sistema de S 

cerevisiae tiene limitaciones, como son la baja productividad y la secresión ineficiente (Kingsman 

y cols., 1987), hiperglicosilación (Innis, 1989), inestabilidad de las cepas y dificultades con 

fermentaciones de alta densidad (da Silva y Bailey, 1991a; 1991b). Algunas de estas limitaciones han 

podido superarse a través de la biología molecular (Fleer, 1992), Una alternativa más es el uso de 

otras levaduras como sistemas de expresión, cuyas características favorezcan altos niveles de 
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secreción y/o una fuerte regulación por promotores. Existen cerca de 600 especies de levaduras que 

no han sido exploradas para usos industriales (Swinkels y cols., 1993). Un ejemplo de ello representa 

el uso de la levadura Kluyveromyces lactis, que se utiliza a escala industrial para la producción de 

lactasa (Hussein y cols, 1989). Esta levadura es pariente cercano de Saccharomyces cerevisiae, por 

lo que se pueden aplicar las mismas técnicas de genética molecular, con la ventaja de tener buenos 

niveles de secreción, baja glicosilación y vectores episomales estables de 2 pm (Falcone y cols, 

1986). 

11.6. Kluyveromyces locas. Taxonomía. 

La levadura que conocemos como Khryveromyces lactis originalmente se le nombró como 

Saccharomyces lactis. Sin embargo, debido a que K lactis no entrecruza con S cerevisiae, la especie 

se agrupó bajo el género de Kluyveromyces en 1965 y se le renombró como Kluyveromyces lactis 

(van der Walt, 1970). Posteriormente, en 1984, se reclasificaron las especies y se clasificó como 

Kluyvermyces marxiamrs var. lactis. Por simplicidad se le continúa nombrando como Kluyveromyces 

lactis (van der Walt y Johannson, 1984). 

11.7. Utilización de Kluyveromyces locatis. 

La habilidad de K lactis para utilizar a la lactosa como fuente de carbono ha permitido la 

producción industrial de p-galactosidasa, enzima utilizada en preparaciones comerciales de lácteos 

bajos en lactosa, que son empleadas en poblaciones intolerantes a este azúcar (Hussein y cols, 1989). 

Independientemente del aspecto industrial, Kluyveromyces lactis ha sido explorada a nivel 

genético (Brunner y cols., 1973; Celis y cols., 1975; Johnston y cols., 1988) y también se conocen 
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los efectos de ciertos inhibidores sobre la biogénesis de las mitocondrias (Del Giuclice y Brunner, 

1977), la actividad de la cadena respiratoria y de la fosfori lación oxidativa (Brunner y cols, 1987; 

Brunner y cols, 1 977; Brunner y Tuena de Cobos, 1 980). 

En este trabajo, utilizamos levaduras de Kluyveronzyces laciís para el estudio de la ATPasa 

de 1f de membrana plasmática. El gene pina/ que codifica para la ATPasa de FP de K lactis ha sido 

donado (Miranda y cols, 1995). La comparación de las secuencias alineadas del gene pmal de la 

ATPasa de H+ de K lactis y S serevisiae muestran una similitud del 93% y una identidad del 85% . 

Adicionalmente, ambas ATPasas contienen 9 residuos de cisteína en su molécula, prácticamente en 

la misma posición, con la excepción de la 0312 en S cerevisiae y la C840 en K 

En experimentos preliminares en nuestro laboratorio, observamos que una ventaja más de 

utilizar K lactis sobre S cerevisiae, es la de tener un mejor rendimiento de membrana plasmática y 

mayor actividad específica de la enzima purificada. Debido a la gran similitud entre las ATPasas de 

H4  de S cerevisiae (Wach y cols 1992) y K lactis (Miranda y cols. 1995) los resultadosobtenidos 

con una pueden ser válidos para las otra enzima. 
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Hl. OBJETIVOS. 

111.1. Objetivo General. 

Caracterizar el papel que juegan las cisteínas en la actividad de la ATPasa de Fl# de la membrana 

plasmática de Kluyveromyces lactis a través de su modificación con reactivos esepcíficos para grupos 

sulfhidrilo. 

111.2. Objetivos particulares. 

1. Estudiar la cinética de inhibición de la ATPasa de 1-1+ con a los siguientes reactivos específicos 

para grupos sulfhidrilo: 	 yodoacetarnicla, IAEDANS y metilmetano tiosulfonato. 

2. Estudiar el efecto de los iones monovalentes y divalentes sobre la inhibición de la ATPasa de FI+ 

por los reactivos para sulfhidrilo. 

3. Estudiar la protección específica por el MgADP contra la inhibición mediada por los reactivos 

para sulfhidrilos. 

4. Determinar la estequiometría de la inactivación de la ATPasa con la NEM. 
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IV. MATERIALES muonos, 

IV.1. Reactivos. 

Todos los reactivos utilizados en los experimentos fueron de grado analítico. Los reactivos 

para sulfhidrilos: N-etilmaleimida (NEM), metilmetanotiosulfonato (WATS), el ácido N-yocloacetil- 

N'-(sulfo-l-naftil) etilén cliamino (IAEDANS), y otros reactivos y enzimas como la piruvato cinasa, 

ATP monosódico (libre de vanadato), ADP disódico, fosfoenol piruvato (sal de monociclohexil 

amonio), N-2-(hidroxietil) piperazina-M-(acido 2-etanostilfónico) (Hepes), ácido piperazina-N-N'-bis 

[2-etanosulfónico] (Pipes), ácido etilén glicol-bis-(p-aminoetileter) N,N,N',N'-tetra acético (EGTA), 

azida de sodio, 2-mercaptoetanol, asolectina, acido etilén cliamino tetra acético (EDTA), desoxicolato 

de sodio (DOC), ácido 3-(1,1-climetil-2-hiclroxietil) amino-2-hidroxipropilén sulfónico (AMPSO), 

y la Liticasa, Zimoliasa se obtuvieron de Sigma St. Louis Mo, EUA. El detergente Zwittergent 3-14 

se obtuvo de Calbiochem, USA. Las sales de MgSO4  y NaCl se adquirieron de J.T. Baker de México. 

Las membranas para transferencia PVDF (membranas de difluoruro de polivinilideno) se adquirieron 

de Millipore Co. EUA. La 14C-N-etilmaleimida se obruvo de NEN research products, Dupont Co. 

Wilmington DE, EUA. 

IV.2. Obtención de la membrana plasmática de la levadura. 

Se utilizaron levaduras de Kluyveromyces lacias cepa WM27. Se incubaron en un litro de 

medio estéril que contenía peptona 5%, extracto de levadura al 5% y glucosa al 10%, durante 

aproximadamente 20 lis a 30°C Las levaduras se cosecharon al final de la fase logarítmica por 

centrifugación a 3 500xg durante 5 min a 4°C; se lavaron con agua bidestitada y se centrifugaron de 
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nuevo en las mismas condiciones. Se determinó el peso húmedo de las levaduras (rendimiento 

promedio: 14 g/1) y se resuspendieron a una relación de 200 gil en una solución amortiguadora que 

contenía:sorbitol 1 M pH 7.4, con K2HPO4  50 mM, EDTA 1mM y 2-mercaptoetanol 5 mM y que 

se ajustó a paH 7.4 con tris. Las levaduras se incubaron por 10 minutos a 30" C y se adicionó la 

Liticasa (500 u/g de levadura), o Zimoliasa (0.6mg/g de levadura). Se incuaron a las levaduras con 

la enzima por 60 minutos a 30" y luego se adicionó el p-metil-sulfonil-fluoruro 1 mM para inhibir la 

actividad de las proteasas. La suspensión se sonicó a intervalos de 15 seg, por cuatro veces (1 min 

en total), a 4°C. El material insoluble, (células intactas, núcleos y mitocondrias) se sedimentó en una 

centrífuga Sorvall RCSB refrigerada a 15,000 xg durante 10 minutos a 4°C, en un rotor GSA; el 

sobrenadante que contenía las membranas plasmáticas, se centrifugó nuevamente a 30 000xg durante 

45 min a 4 °C y el sedimento se resuspenclió en EGTA-Tris 1 mM pH 7,2 en el volumen original con 

el propósito de lavar las membranas. Finalmente, las membranas plasmáticas se sedimentadas por 

centrifugación a 30 000 xg durante 75 min a 4°C y se resuspendieron en un volumen mínimo de 

EGTA-Tris 1 mM pH 7.2, y se separaron en alícuotas que se mantuvieron a -70° C hasta su 

utilización. En cada preparación de membrana plasmática, la contaminación mitocondrial se determinó 

por la relación de la actividad de ATPasa a pH de 6.25 en presencia de azida de sodio y la diferencia 

de actividades de ATPasa a pH 8 en ausencia y presencia de azida. de sodio. En una preparación 

típica de membrana plasmática, la contaminación mitocondrial es del orden del 5% . La actividad de 

la ATPasa de H+ en la membrana plasmática fue de 1.5-4 Itmol 

IV.3. Purificación de la ATPasa de 	de la membrana plasmática. 

La purificación de la ATPasa de la membrana plasmática de K iactis se realizó siguiendo el 
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método descrito por Bowman (1981), con las siguientes modificaciones: la membrana plasmática se 

diluyó a 2 mg/mI con el amortiguador A (tris 75 mM pH 7.2, KCI 0.6 M, y EDTA 6 mM) y EGTA 

1 mM ajustado a pH 7.2 con tris. Se adicionó el desoxicolato de sodio (DOC) hasta alcanzar una 

concentración Final de 0.09% (p/v). El DOC se añadió lentamente con la muestra en agitación 

constante a 4°C, y se incubó durante 10 min.; este paso es crítico debido a que la relación 

DOC/proteína determina la efectividad del lavado y el rendimiento. La preparación se centrifugó a 

100 000xg durante 1 h a 4°C en una ultracentrífuga Beckman refrigerada. En este paso el 

sobrenadante (SN I ) se descartó y la pastilla sedimentada (P1 ) se resuspendió en un volumen pequeño 

(< 10 ml) en el amortiguador B (KC1 0.3M, glicerol 45%, EDTA 2 mM Tris 25 mM pH 7.5 ) y se 

homogenizó utilizando un vástago de tefión (Poner- Evilheim). En este paso, la concentración de la 

proteína se determinó por el método de Lowry modificado por Bensadoun y Weinstein (1976). La 

concentración de proteína de PI  se ajustó a 6.5 mg/ ml con el amortiguador B y se adicionó 

asolectina al 10% hasta alcanzar una concentración final (le 5 mg/ml. Se añadió el Zwittergent 3-14 

lentamente hasta obtener una relación Final Zwittergent/proteína (p/p) de 0.85. La suspensión se 

homogenizó en un homogenizador de vidrio con 4-5 golpes con vástago de teflón, manteniéndola 

en baño de hielo. La preparación se centrifugó a 100 000xg durante 1 h a 4°C (rotor 60Ti) en una 

ultracentrífuga Beckman refrigerada. El sobrenadante (SN2) se centrifugó nuevamente sobre un 

gradiente de glicerol discontinuo ( 65%, 60%, 55% y 50% de glicerol en Tris 10mM pH 7, EDTA 

1 mM, 0.1% desoxicolato, 1 mg asolectina/m1) a 100 000xg por 14 h a 2°C en un rotor 60 Ti. 

Aproximadamente la mitad superior del sobrenadante se descartó, y el resto se diluyó al 50 % con 

EGTA-Tris 1 mM pH 7. La suspensión se centrifugó a 100 000xg por dos horas. El sedimento, que 

contiene la ATPasa de H+, se resuspendió en un volumen pequeño de EGTA-Tris 1mM pH 7.2 y se 

22 



mantuvo congelado a -70T en alícuotas de 100 pl hasta su uso. En un experimento típico a partir 

de de 180 g de membrana plasmática, se obtuvieron 10-15 mg deATPasa con una actividad 

específica de 25-30 pmol Pi •min-1 .mg-1. 

1V.4. Ensayo de la actividad de la ATPasa de 1-1k . 

La mezcla de reacción para el ensayo de la actividad de la ATPasa contenía los siguientes 

reactivos: ATP 5 mM (Na2ATP), MgSO4  5 mM, MES 10 mM, azicla de sodio 5 mM y fosfoenol 

piruvato 5 mM, y se ajustó el pH a 6.25 con NaOH.. domo sistema regenerador del ATP, se adicionó 

piruvato cinasa de músculo de conejo (2 4ig/ rnl resuspendida en (NH4)2SO4  por lo que la 

concentración final de NH4  + en el ensayo es de 22 mM. Se diluyeron alícuotas de 5-10 pl de la 

ATPasa incubada con el reactivo para sultliidrilo en 250 pl de la mezcla de reacción para ATPasa y 

se dejaron reaccionar durante 10 min a 30°C La reacción de ATPasa se detuvo por la adición de 

50 p1 de ácido tricloroacético al 30% (concentración final 6% p/v) y los tubos se colocaron en un 

baño de hielo para evitar la hidrólisis del ATP. La concentración de fosfato inorgánico se determinó 

por el método de Fiske-SubatTow (1925), que consiste en la formación de un complejo de molibdato- 

fosfato (de color amarillo) que se reduce con el sulfato de p-metil amino fenol (ELON), y produce 

una coloración azul. La coloración del complejo reducido se confirmó por la absorción de la luz a una 

longitud de onda de 660 nm. Se hizo una curva patrón de fosfato por duplicado en cada 

determinación. 

IV.5. Inhibición por reactivos específicos para sulfhidrilo. 

Para los experimentos cinéticos con N-etilmaleimida, metilmetanotiosulfonato, yodoacetaniida 
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e IAEDANS, la ATPasa de FI' (0.5-0.6 mg ml) se resuspendió a 30°C, durante 2-5 min en un 

amortiguador Hepes/NaOH 50 mM pH 7.5 con MgSO4  1 mM, volumen final 50111; En todos los 

casos, los inhibidores se adicionaron de una solución recién preparada: NEM, MMTS y la 

yodoacetamida se disolvieron en agua destilada. El IAEDANS se disolvió en Hepes 150 mM pH 7.5. 

La reacción de inhibición se inició con la adición del reactivo para sulfhidrilos y la mezcla de ATPasa 

se mantuvo a 30°C. Se tomaron alícuotas de 5-10 pi a diferentes intervalos y se diluyeron 50 veces 

en la mezcla para ensayo de la actividad de ATPasa. El fosfato liberado se determinó como se 

mencionó anteriormente. Para obtener líneas rectas, se graficó, en escala semilogarítmica el 

porcentaje de la actividad residual contra el tiempo. La pendiente de cada línea corresponde a la 

constante a la constante de velocidad inicial de inactivación (k). Las constantes de inactivación 

específicas para cada concentración de inhibidor, se graficaron contra la concentración del inhibidor 

para obtener los valores de la constante de segundo orden de la reacción de inactivación (Bell y Bell, 

1988). 

IVA. Efecto del Mg', Na+, K+ o MgADP sobre la ATPasa de 1-11+ durante la inactivación 

por reactivos para sullhidrilos. 

En estos experimentos, la enzima (0.6 mg/m1) se resuspendió en Hepes 50 mM pH 7.5 en 

presencia de diferentes concentraciones de MgSO4, Na+, K+ o MgADP y se preincubó a 30°C por 5 

min. Se inició la reacción de inactivación con la adición del reactivo para sultbidrilos a la 

concentración indicada en cada experimento. En experimentos en los que no se midió la participación 

del sodio, la concentración de este ión se ajustó a 100 mM con la adición de NaCI. Se tomaron 

alícuotas y la determinación de la actividad residual se realizó como se indicó anteriormente. 
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IV.7. Efecto del p11 sobre la inhibición con reactivos para sulthidrilos. 

Con el fin de determinar la dependencia de la reacción con respecto a la concentración de 

protones, primero se estimó la estabilidad de la actividad enzimática a valores cle pH mayores que 7.0. 

La enzima (0.6mg/ml) se incubó a 30°C en amortiguador Hepes o AMPSO 50 mM al pH indicado, 

en presencia de MgSO4  1 mM. Se tomaron alícuotas de 5-10 1.11 a diferentes tiempos y se diluyeron 

en la mezcla para ensayo de actividad de ATPasa. La actividad de la enzima se determinó como se 

indicó arriba. 

Para determinar el efecto del pH en la inhibición de la ATPasa por la N-etilmaleimida, la 

enzima se incubó en los siguientes amortiguadores: Hepes (pH 6.5, 7.0 ,7.5 ,8.0) o AMPSO (pH 8.5, 

9.0, 9.5, 10,0), 50 mM con MgSO4  1 mM al pH indicado. La reacción de inhibición se inició por la 

adición de NEM (0.2-0.5 mM) y la actividad residual se determinó como se indicó arriba. 

Para la inhibición por IAEDANS, la enzima se incubó, dependiendo del pH, en 50 mM de los 

siguientes amortiguadores: Mes a pH 5.5, 6.0 y 6.5; Pipes a pH 6.5 y 7.0, y Hepes a pH 7.25, 7.5, 

8.0 y 8.3. L.a concentración de Mg2+ libre se ajustó a 1 mM por la adición de MgSO4. El IAEDANS, 

a una concentración de 100 mM se disolvió en agua con la ayuda de 2 pl de KOH 5 N. El pH de la 

solución stock del inhibidor fue de 10-11, pero su adición a la mezcla de incubación no modificó el 

pH final. La concentración final del IAEDANS en estos experimentos fue de 10 mM. 

IV. 8. Modificación de la ATPasa de I1 por MMTS. 

La ATPasa de H}  se incubó en presencia de MMTS 5 mM. La mezcla de incubación contenía 

Hepes 50 mM, pH 7.5 , MgSO4  1 mM y ATPasa a una concentración de 0.5-1 mg/ml. La reacción 

se inició por la adición de MMTS 5 mM recién preparado y se incubó a 30°C durante 40 min. La 

reacción se detuvo por filtración a través de columnas de Penefsky (1977) que contenían Sephadex 
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G-50 equilibradas con Hepes 50 mM pH 7.5. La enzima modificada se utilizó de inmediato en los 

experimentos de inhibición con NEM, IAEDANS, y para analizar el efecto del Mg2+ sobre la 

inhibición con IAEDANS. 

Para los experimentos de pH con la ATPasa modillcada con MMTS, 2 mg de la enzima fueron 

resuspendidos en Hepes 50 mM, pH 7.5, MgSO4  1 mM y 5 mM de MMTS durante 40 min a 30°C. 

Para detener la reacción, la mezcla se diluyó 10 veces con 10 mM Hepes 50 mM, pH 7.5, glicerol 

10% y asolectina Img/ml. La suspensión resultante se centrifugó a 100 000xg por 60 mili a 4°C. La 

pastilla sedimentada fue resuspendida en EGTA 1 mM-Tris pH 7.25 con asolectina al I mg/mi La 

concentración de proteína se determinó por el método de Lowry (1951) y la actividad se midió como 
• 

se describe en Materiales y Métodos. La actividad específica de la ATPasa-MMTS fue de 18.0 pimol 

min-I  

IV.9. Estequiometría de la reacción de la ATPasa de 	con "C.NEN/I. 

La "C-N-etilmaleimicia (actividad específica 39 mCi/mmol) se transfirió de pentano a agua 

por la adición de 500 pi de agua al solvente original. La muestra se sometió a evaporación con una 

corriente de nitrógeno. La recuperación de la "C-N-etilmaleimida fue de 85-90%. 

La mezcla de reacción típica contenía Hepes 50 mM, pH 7.5, MgSO4  1 mM, y la ATPasa 0.6 

mg/ml, en presencia o ausencia de MgADP 10 mM. La reacción de inhibición se inició por la adición 

de '4C-NEM 360 frM (39mCi/mmol) en un volumen final cíe 1.25 ml. A los tiempos indicados, se 

tomaron alícuotas de 5 i 1 para la determinación de la actividad residual de la ATPasa y de 70 pi que 

se diluyeron en 3 ml con Hepes 50 mM, pH 7.5, ditiotreitol (DTT) 50 mM. La proteína se recuperó 

por centrifugación a 100 000 xg por 1 h a 4°C y se resuspendió en un pequeño volumen de SDS al 
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1 % y DTT 50 mM. La preparación se sometió a electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 

(SDS-PACE) (Laernmli, 1970), y el gel se tiñó y destiñó como se indica abajo. La concentración de 

proteína asociada a la banda de la ATPasa se determinó de acuerdo con el método de Ball 

(Ba11,1986). Las bandas se cortaron e incubaron por 24 h a 37°C en 1 ml de SDS al 3%, isopropanol 

al 50% . El Coomassie eluido se leyó a 595 nm, Paralelamente se estableció una curva patrón con 

albúmina de suero de bovino preparada bajo las mismas condiciones experimentales. La medición de 

la radiactividad asociada a la ATPasa se realizó en los segmentos del gel que contenían a la ATPasa. 

Estos se colocaron en un vial de vidrio y se incubaron a 80°C en 1 ml de H202  al 30 %© hasta su 

disolución completa. La radioactividad se midió en 10 ml de líquido de centelleo. Para determinar la 

incorporación máxima de ' 4C-NEM a la enzima, la ATPasa de Fl+ se desnaturalizó con SDS al 1% 

y se incubó en presencia de "C-NEM 1 mM durante 3 h a 30°C, y se trató como se describió arriba. 

IV.10. Electroforesis en gel de poliacrilamida.SDS. 

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

consistió de acrilamida al 10%, bisacrilamida al 0.27%, tris/HCI 0,5M, pH 8.8 y SDS al 0.1%. El gel 

concentrador contenía acrilamida al 4%, bisacrilamida al 0.1%, Tris/HCI 0,125 M pH 6.8 y SDS al 

0.1%. La polimerización se inició con la adición de persulfato de amonio al (0.067%) y TEMED 

(0.33%). El amortiguador de corrida contenía glicina 0.2M, Tris 25mM, SDS al 0.1% y tioglicolato 

1 mM, Los geles se corrieron a 100 V por 3 h y se tiñeron con una solución de azul de Coomassie 

al 0.25%, metanol al 40% y ácido acético glacial al 7%; la clestinción de los geles se realizó con una 

solución de metanol al 40% y ácido acético al 7%. Los geles se secaron y se realizó la autoradiografía 
• 

por 3-4 dias a -70°C con una película Kodak X-Omat, o se procesaron para la determinación de 
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proteína y radiactividad como se describió anteriormente. 
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V. RESULTADOS. 

V.1. Purificación de la ATPasa de ir de Kluyveromyces 

Una preparación típica de ATPasa de H+ purificada por el método descrito mostró el patrón 

electroforético que se muestra en la figura 4. La pureza de la preparación, determinada por 

densitometría del gel de poliacrilamida con SDS fue de alrededor de un 70%. La actividad específica 

fué de 25-30 limolas Pi •min-t img"'. Esta preparación se utilizó para los experimentos cinéticos de 

modificación con reactivos específicos para sulfhidrilo, Para los experimentos de estequiometría de 

la reacción con la "C-NEM, la banda de 100 kDa de la ATPasa de FI+ conteniendo la marca se 

seccionó del gel de poliacrilamida con SDS y la radiactividad asociada a la proteína se determinó 

como se indicó en los Métodos. 

V.2. Efecto de la N-etilmaleimida sobre la actividad de la ATPasa de 1-1+ de K lactis. 

La inactivación de la ATPasa de FI+ mediada por NEM fue dependiente del tiempo y de la 

concentración del reactivo (Figura 5A). Durante los primeros 6 minutos de incubación con NEM 0.5 

mM, la actividad descendió un 40 % con respecto al control, y siguió una cinética de inactivación de 

pseudo primer orden. A concentraciones mayores, la cinética fue lineal sólo en los primeros minutos 

de incubación, y a tiempos largos la inactivación fué completa a tiempos largos (datos no mostrados). 

La gráfica de las constantes de velocidad de inactivación inicial de inactivación (k) contra la 

concentración de NEM, produjo una relación lineal, indicativa de una reacción de segundo orden 

entre los grupos SH de la enzima y la NEM. De la pendiente de esta gráfica, se calculó la constante 

de velocidad de segundo orden, con un valor de 200 M-I min *I  (Figura 5B). 

29 



205 kDa 

116 kDa 1›. 

66 kDa 

45 kDa 

2 9 kDa 

litiemmoi  

Figura 4. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las 
•fracciones obtenidas del procedimiento de purificación. 

El carril I contenía 5 pg de una mezcla 
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de proteínas de los 
s: 
anliidrasa carbónica (29 kDa), Ovoalbúmina (45 kDa), albúmina de 

bovino (66 kDa), Fosoforilasa B(97.4 kDa), [3 -galactosid
asa(116 kDa) y miosina (205 kDa. Carr il 

2: membrana plasmática (20 pg) . Carril 3 : membranas 
	

) 

 plasmáticas digeridas por DOC (16 lig). Carril 4 : SNI  (12 pg). Carril 5 : P (20 lig). Carril 6: SN
2  (ND), Carril 7: ATP 

asa purificada en gradiente de glicerol (20 lig), 
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Figura 5. Inactivación de la ATPasa por la Nittilmaleimida. A. Curso temporal de la inactivación 

de la ATPasa por NEM. La enzima (0.6 mg/m1) se incubó a 30°C, en 50 mM de Hepes pH 7.5, 

MgS04 1mM, en presencia de las siguientes concentraciones de NEM: (0) O mM, (•) 0.5 mM, (V) 

0.75 mM, (Y) 1.0 mM, (A) 1.5 mM, (111) 2.0 mM y (•) 2,5 mM. El panel 13 muestra que la 

constante de velocidad de inactivación de pseudo primer orden depende linealmente de la 

concentración de NEM. 
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V.2.1. Efecto de los iones Na* y h.:sobre la inactivación de la ATPasa de EP por NEM. 

Se ha descrito que el Na+ y el K+ aumentan o inhiben la actividad de la ATPasa de H* de diferentes 

fuentes (Dufour y Goffeau, 1980; Alhers, 1984), lo que sugiere la presencia de sitios de unión para 

cationes monovalentes en estas ATPasas. Se examinó el efecto de los iones Na' y IC sobre la 

inactivación de laATPasa de H+ de K lactis mediada por NEM, Como se muestra en la figura 6, las 

constantes de velocidad de inactivación aumentaron con la concentración de los iones siguiendo una 

cinética de saturación del tipo de Michaelis-Menten. La constante de velocidad de inactivación 

máxima correspondió a un valor de 0.27 min-i  y la Kd  de 56 mM. El efecto fue similar para el Na+ 

y el K4. Este resultado sugiere que la enzima contiene un sitio de baja afinidad para estos iones. Para 

eliminar los efectos del catión monovalente, en los experimentos donde la concentración del sodio 

pudiera variar en función de la concentración del ligando, (por ejemplo, con en el MgADP-Na2+), la 

concentración del sodio se ajustó a 100 mM. 

V.2.2. Efecto de iones Mg2+ sobre la inactivación de la ATPasa de 1-1+ por NEM. El 

magnesio se requiere para la hidrólisis del ATP por las P-ATPasas (Alhers, 1981), Además, el Mg2+ 

puede modular la inactivación por NEM en algunas ATPasas de H+ (Brooker y Slayman 1983), En 

este experimento, examinamos el efecto de diferentes concentraciones de Mg2+ durante la inactivación 

de la ATPasa de H+ de K lactis por NEM. Corno se muestra en la figura 7A, la inhibición por NEM 

disminuyó en presencia de concentraciones bajas de Mg2+, pero aumentó cuando la concentración del 

Mg' se incrementó por encima de 1 mM. La obtención de las curvas hiperbólicas a partir de esta 

curva compleja se realizó graficando la diferencia entre las constantes de inactivación aparentes en 

ausencia y en presencia del ligando (A k). Los regáficos de esta relación se ilustran en las figuras 7B 
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Figura 6. Inhibición de la ATPasa de ity mediada por NEM. Efecto del Na+ y K. La enzima 

(0.6 mg /ml) se incubó como se describió en la figura 5, excepto que la concentración de NEM se 

mantuvo en 1 mM. Diferentes concentraciones de Na+ (0) o K+ (•) estuvieron presentes en el medio 

de incubación. La curva hiperbólica denota un sitio de baja afinidad para el sodio o el potasio. La Kd 

para Na' o K4  se obtuvo por medio de regresión no lineal. 
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y 7C apoyan la existencia de dos sitios para el Mg, uno de alta afinidad (1(d. 190± 6911M) y otro 

con afinidad baja (1(d. 4.9± 1.2 mM) que modulan la reactivicla de la enzima hacia la NEM. 

V.2.3. Efecto del pH sobre la inactivación de la ATPasa de II+ mediada por NEM. Para 

este experimento se precisó estudiar primero la estabilidad de la enzima dentro de los límites de pH 

de 7-10. La enzima se incubó a 30°C, por 9 minutos, a las diferentes concentraciones de H. La 

ATPasa mantuvo su estabilidad hasta un pH de 9.0 (Tabla 1). Inclusive a pH de 10, la ATPasa retiene 

lamayor parte de su actividad al termino de los 9 minutos, por lo que el pH mas alto que se estudió 

fue de 10. 

Tabla L Estabilidad del la ATPasa (le fr en función del p11. La enzima (0.6 mg/m1) se incubó en 

Hepes 50 mM o AMPSO 50 mM a los pHs indicados, en presencia de MgSO4  1 mM. La reacción 

se dejó proceder hasta los 9 minutos y se midió actividad a la enzima como se describió en la sección 

de Materiales y Métodos. Los valores están dados en porciento de la actividad residual del control 

(25 }mol Pi. mg'i min-1). 

- , 
pH 7.0 8.0 9.0 9.5 10 

Actividad 100 % 98 % 98 % 90 % 60% 

Para determinar el pH al que se observa el 50% de disociación (pKa) del residuo que 

reacciona con la NEM en la ATPasa de H+ de K 	el pH del medio se varió entre 6.5 y 10 

(Figura 8). La inhibición por NEM a pH por debajo de 7 fue marginal, y aumentó drásticamente por 
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Figura 7. Efecto del Mg' sobre la inhibición de la ATPasa de 1I+ por NEM. La enzima 

(0.6mg/m1) se incubó corno se describió en Materiales y Métodos, en presencia de diferentes 

concentraciones de MgSO4  (0-15 mM). La reacción de inhibición inició por la adición de NEM 1 mM 

y se tornaron alícuotas para el ensayo de ATPasa. El panel A muestra la dependencia de las 

constantes de inactivación de pseudo primer orden con respecto a la concentración de Mg. Los 

paneles B y C son regráficos de los datos a concentraciones altas y bajas de magnesio 

respectivamente. El á k se calculó como se indica en el texto. 
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arriba de ese pH. Este comportamiento es típico de la reacción de la NEM con la cisteina 

desprotonada a través de una adición nucleofflica con el doble enlace de la NEM (Lundbald y Noyes, 

1984). Los efectos del pH sobre la inactivación de la ATPasa de H+ por NEM pueden describirse por 

la siguiente ecuación (1 ) 

K *k' 
k- 
	

(1) 

en donde k* es la constante de velocidad de inactivación de segundo orden, independiente del pH, 

y Ka es la constante de disociación ácida. Esta ecuación se dedujo de un modelo en el cual el 

inhibidor reacciona con un solo grupo desprotonado de la enzima (o varios grupos con el mismo 

pKa), lo que conduce a la inhibición de la actividad. 

k1  
E + I 	 E - I (inactivo) 

Kd 

E. le 

Este modelo pudo ser aplicado sólo cuando los limites del pH experimental utilizados fueron 

de 6.5 y 8.5; los parámetros obtenidos fueron pKa= 9.04± 0.07 y k= 4.38± 0.55 mni  y los puntos 

experimentales mostraron un buen ajuste teórico (Recuadro, figura 8). Cuando la inactivación se 

determinó en un intervalo de pH de 6.5 a 9.0, 9.5 o 10, el pKa varió dependiendo de los limites 
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Figura 8. Efecto (lel pH sobre la inhibición de la ATPasa de 114-  por la NEM. La enzima (0.6 

mg/m1) se incubó a 30°C a diferentes pHs, en presencia de MgSO4  1 mM y diferentes 

concentraciones de NEM dependiendo del valor del pH. Los amortiguadores (50 mM) fueron: 

Hepes, pH 6.5 a 8.0 (•); AMPSO pH 8.5 a 10.0 (0); TAPS pH de 9.0 y 9.5 (D). Las curvas de 

titulación muestran la dependencia teórica de las constantes de velocidad de segundo orden en 

función del pH (ecuación 1) usando los límites de pH indicados: H 6.5 a 9.5; ( 	) 6.5 a 9.0; ( 	) 

6.5 a 10.0. El recuadro presenta una amplificación de la gráfica entre 6.5 y 8.5, que muestran el ajuste 

de los puntos experimentales a cada curva. 
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escogidos: cuando el valor superior del pH fue de 9.0, los parámetros calculados fueron: un pKa= 

11.45± 34.5 y 1(.1385 ±108400; cuando el valor del 	incluyó al pH= 9.5 como límite superior, 

los nuevos resultados fueron pKa= 11.69 ± 5.2 y k=2476 ± 27820. Cuando el intervalo de pH 

seleccionado incluyó un pH de 10, el pKa que se obtuvo fue de 12.34 ±14.6. Es decir, si se incluyen 

los pHs de 9.0 y superiores, la desviación estándar asociada alosparámetros fue muy grande, y se 

obtuvo una sobreestimación del valor de k (curva teórica) en comparación con la curva experimental. 

Esto produjo un ajuste pobre de los datos experimentales (recuadro figura 8); los resultados sugieren 

que a un pH de 9.0 y por arriba de este valor, otros grupos se desprotonaron y reaccionaron con la 

NEM, lo cual complicó la reacción. Por otro lado, cuando el margen de pH fue de 6.5 a 8.5, se 

obtuvo un mejor ajuste teórico, con desviaciones estándar mínimas. Por consiguiente, es probable que 

el o los grupos que reaccionan con la NEM para producir la inactivación de la enzima, tengan un pKa 

cercano a 9.04 ± 0.07. 

V.2.4. Efecto del MgADP sobre la inactivación de la ATIlasa de H+ mediada por la 

NEM. En algunas enzimas, la presencia de ligandos fisiológicos puede afectar en gran medida la 

inactivación mediada por NEM (Brooker y Slayman, 1982; Katz y Sussman 1987; Carter, 1986; 

Winslow, 1981). En la ATPasa de H+ de K lactis, el MgADP, inhibidos competitivo de la enzima, se 

seleccionó para explorar si la unión del ligando protegía a la enzima de la inactivación por NEM. En 

presencia de MgADP, la velocidad de inactivación disminuyó (figura 9A). La protección fue parcial 

aún a 20 mM de MgADP. La figura 9B ilustra la protección parcial que se obtiene en presencia del 

nucleóticlo. Los datos se ajustaron a la siguiente ecuación (2) : 
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Figura 9. Efecto de MgADP' sobre la inhibición de la ATPasa mediada por la NEM. La ATPasa 

(0.6mg/m1) se incubó con NEM 1 niM y NaC1 100 mM, en presencia de las siguientes 

concentraciones de Mg ADP : A. (0) O mM, (•) 0.5 mM, (V) l .0 mM, (•) 2.0 mM, (13) 3.0 mM, 

(U) 5.0 mM, (A) 7.5 mM y (A) 10 mM . B. La diferencia entre la constante de velocidad de 

inhibición de pseudo primer orden en presencia y ausencia de MgADP se graficaron contra la 

concentracion de MgADP. C. Gráfico de la doble recíproca de los datos de B. 

41 



R
es

id
ua

l A
c t

iv
it

y
  (

%
)  

i 

9 12 
0.0 

o 3 	6 

Mg—ADP (mM) 

1 

30 

20 

10 

o 

6 

Time (min) 

0.2 

, 

0.5 	1.0 	
1.5 

1 /Mg-A" 

42 

0.0 2.0 



k- k1 
 *K

2 
 *(Mg-AD19 
	

(2) 

K4+[Mg-AD9 

que se derivó de un modelo de protección parcial (Renosto y cols, 1985). La Kd  para el ADP fue de 

2.9± 0.4 mM. La constante de velocidad de inactivación de pseudo primer orden en presencia de 

concentraciones saturantes de MgADP (k2) fue de 0.017±0.005 min-1 , y la constante de velocidad de 

inactivación en ausencia del ligando (k ' ) fue de 0.211 min' ) . La ecuación de arriba puede arreglarse 

para obtener una relación lineal de la siguiente manera (ecuación 3): 

I 	1 	Ka 	1  
ttk (k1 -k2) (k1 -k2) [Mg-AD91 	 (3) 

donde Ak es la diferencia entre las constantes de velocidad en ausencia y presencia de MgADP para 

cada concentración del nucleótido examinado. La gráfica de 1/á k contra 1/[MgADP] produjo una 

línea recta, que esta de acuerdo con el modelo descrito por la ecuación (3) (figura 9C), y de la cual 

se calculó el valor para la Kd. Cuando el valor de k2-0, la protección es total debido a que el inhibidor 

no reacciona con el complejo enzima-ligando. La ordenada al origen involucra el valor de k2, que 

refleja la reactividad del complejo enzima-ligando por el inhibidor, lo que se traduce en un fenómeno 

de protección parcial. 

V.2.5. Estequionletría de la reacción de NEM con las cisteínas de la ATIlasa de H. 

El número de cisteínas involucradas en la inactivación de la ATPasa de H+ mediada por NEM, 

se determinó marcando a la enzima con "C-NEM, en presencia o ausencia de MgADP (figura 10A). 
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La ATPasa se protegió parcialmente con el MgADP, con una constante de inactivación de pseudo 

primer orden de 0.017 min' en presencia de MgADP y una k= 0.082 nein'' en ausencia del nucleótido. 

En presencia de MgADP, la inhibición de la ATPasa siguió una cinética de pseudo primer orden 

durante todo el tiempo de inhibición, mientras que en asuencia del nucleótido, se logró una inhibición 

del 80-90% pero con una cinética compleja, en donde a tiempos largos, aparece una segunda fase de 

incubación,. Para determinar la incorporación de la marca radiactiva exclusivamente a la ATPasa de 

H+, la banda de ATPasa marcada se seccionó del gel de poliacrilamida con SDS y se procesó como 

se indica en Materiales y Métodos. La incorporación de la NEM a la enzima nativa fue gradual (figura 

10B). Los parámetros de la unión característicos de cada curva se obtuvieron ajustando los datos a 

la siguiente ecuación (4): 

(4 , i _ e -k•t ) 
	 (4) 

donde A es el "C-NEM unido /ATPasa en el tiempo t, Aco = '4C-NEM unido/ATPasa a tiempo 

infinito y k es la constante de velocidad de incorporación. Cuando la ATPasa se incubó con la NEM 

en ausencia de MgADP, se modificaron 3.15 residuos de cisteína por molécula de ATPasa con una 

k= 0.048 min '1  . En presencia cíe Mg-ADP, sólo se marcaron 1.8 cisteínas /ATPasa (k= 0.054 min`l ) 

(Figura 10B). 

La extrapolación lineal al eje de las x en la gráfica de inhibición de la ATPasa contra la 

incorporación de NEM (figura 10C) mostró que en ausencia de Mg-ADP, dos de las tres cisteínas 

marcadas por NEM estuvieron involucradas en la inhibición de la ATPasa de H. En presencia de 

MgADP, la incorporación de la primera NEM produjo una ligera inhibición (del 10 al 20%), mientras 

que más de un 80% de inhibición se alcanzó después de la incorporación de la segunda molécula 
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Figura 10. Marcaje con '4C-NEM. Efecto sobre la actividad de la ATPasa de 11÷ de 

Kluyveronzyces lactis en ausencia y presencia de MgADP. La enzima (0.6 mg/mi) se incubó a 

30°C y pH 7.5, en Hepes 50 mM, MgSO4  1 mM, NaC1100 mM y "C-NEM 360 pM en ausencia (e) 

o en presencia de MgADP (0). A. Curso temporal de la inhibición de la actividad de la ATPasa de 

1-1+ por NEM. 13. Curso temporal de la incorporación de NEM en la ATPasa de H+. C. Relación entre 

la actividad y la incorporación de NEM en la ATPasa. 

45 



80 0 	20 	40 	60 

80 0 	20 	40 	60 

2 

1 

o m
ol

  N
E

M
/m

ol
  A

T
P

as
e  

Time (min) 

Time (min) 

1.0 

0.8 

0.6 

•- 
0.4 

o 
0.2 

0.0 
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 

mol NEM/mol ATPase 

46 

R
es

id
u

al
 A

ct
iv

i t
y  

( %
)  

100 

10 

B 

e 



de NEM. Los resultados sugieren que el MgADP protegió uno de los residuos de cisteína 

involucrados en la inactivación . 

V.3. Efecto de la yodoacetamida sobre la ATPasa de II+. Modulación por NEM. 

La yodoacetamida reacciona con los residuos hidrofílicos en algunas proteínas (Lundbald y 

Noyes 1984), Con el propósito de investigar si las cisteínas reactivas a NEM se encuentran expuestas 

al medio hidrotilico, se estudió la reactividad hacia la yodoacetamida. Los resultados mostraron que 

la yodoacetamida inhibió la actividad de la ATPasa ligeramente, reduciendo la actividad a un 80% 

con respecto al control a los 20 minutos de incubación (figura 1 1), La inhibición por yodoacetamida 

presentó una constante cíe velocidad de inactivación de pseudo-primer orden pequeña (0.017 mine  

a 5 mM y 0.027 min-1  a 10 mM). Además, después de 20 minutos de incubación con yodoacetamida, 

la mayoría de los grupos SH continuaron reactivas a la NEM, con una constante de pseudo-primer 

orden de 0.176 min'' a 1 mM de NEM (figura 11), lo que indica que los grupos SH reactivas a NEM 

no reaccionaron con la yodoacetamida durante el tiempo que duró la reaccion 

V.4. inactivación de la ATPasa de IP por IAEDANS. 

Se ha descrito que el efecto inhibitorio del IAEDANS en la ATPasa de H+ nativa de 

Neurospora crasa ocurre al reaccionar con residuos de cisteína hidrofílicos (Pardo y Slayman, 

1989). Para el caso de la ATPasa de 1-1+ de K lactis, se designaron experimentos para explorar el 

efecto del IAEDANS durante períodos cortos y largos de incubación con el reactivo. Se determinó 

que un curso temporal de 10 minutos de incubación era un tiempo adecuado para la reacción y con 

ello se obtuvieron los parámetros cinéticos de la inhibición. Corno se muestra en la figura 12A, el 
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Figura 11. Efecto de la yodoacetamida sobre la ATPasa de 1-1+. Efecto de la NEM y de la 

yodoacatamida, La ATPasa (0.6mg/m1) se incubó a 30°C, con yodoacetamida (0) OmM, (e) 2 mM 

y (V) 5 mM a pH 7.5, Hepes 50 mM y MgSO4  1 mM. La flecha indica el tiempo en el que se adicionó 

la NEM 1 mM (V) 
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Figura 12. Inhibición de la ATPasa de II+ por IAEDANS. A. La enzima (0.6 mg/mi) se incubó 

a 30°C en Hepes 50 mM, pH 7.5, MgSO4  1 mM, y las siguientes concentraciones de IAEDANS: (A ) 

OmM, (•) 2 mM, (V) 4mM, (Y) 6 mM, (12) 8 mM y (U) 10 mM. A los tiempos indicados se 

tornaron alícuotas para ensayar la actividad de la ATPasa, corno se describió en métodos. El panel 

B muestra la dependencia de las constantes de velocidad de inactivación cíe pseudo primer orden 

contra la concentración del IAEDANS. 
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IAEDANS inhibió la actividad de la ATPasa con una cinética de pseudo primer orden. Al graficar 

las constantes de velocidad de inactivación contra la concentración del IAEDANS se obtuvo una linea 

recta (figura 12B), la cual indica que los grupos reaccionaron con el inhibidor en un proceso 

bimolecular simple. De la pendiente de esta recta, se determinó una constante de inactivación de 

segundo orden de 21.4 ± 0.5 M-I min -I . La linealidad de la gráfica y su origen en cero indica que 

durante la reacción, no se produjeron complejos reversibles específicos entre el inhibidor y la enzima 

(Bell y Bell, 1988). 

V.4.1. Efecto del Nig' sobre la inactivación de la ATPasa de H*' por IAEDANS. Las 

ATPasas de 1-1+ contienen dos sitios de unión para el magnesio, y estos pueden modular la actividad 

de la enzima hacia algunos inhibidores (Brooker y Slayman 1983). En la ATPasa de H+ de K Irrctis 

el magnesio también afectó la inactivación de la ATPasa por la NEM. En el caso de la inhibición 

mediada por IAEDANS, también se exploró si el magnesio alteraba la inhibición de la enzima. La 

inhibición de la ATPasa por IAEDANS, a diferentes concentraciones de magnesio se ilustra en la 

figura 13, en la que se observa una relación lineal entre la constante de velocidad de inactivación y 

la concentración del Mg2+. La recta tiene una pendiente de 0.013 mIsirmin- ' que describe la velocidad 

con la que reacciona la enzima con el IAEDANS en presencia del magnesio. El carácter lineal de la 

interacción de la enzima y el inhibidor en presencia de concentraciones crecientes de magnesio, 

sugiere una reacción de tipo inespecífico, en contraste con el comportamiento bifásico que ocurrió 

durante la inhibición con la N-etilmaleimicla y que sugiere la interación del magnesio con sitios 

específicos. 
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MgSO4  (mM) 

Figura 13. Efecto del Magnesio sobre la inactivación de la ATPasa de 11+ nativa y de la 

ATPasa-MMTS por IAEDANS. La enzima (0.6 mg/m1) se incubó a 30°C en Hepes 50 mM pH 7.5, 

con IAEDANS 10 mM y diferentes concentraciones de MgSO4. La constante de velocidad de 

inactivación inicial de cada curso temporal se graficó contra la concentración de MgSO4. Se muestra 

el efecto directo de la concentración de Mg' sobre la inhibición por IAEDANS . 
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V.4.2. Efecto del MgADII sobre la inactivación de la ATPasa de 1-1+ mediada por 

IAEDANS. 

En estudios de protección por ligando en la reacción del IAEDANS con la ATPasa de H+ de 

N crassa, se observó que el Mg-ADP protege sólo un 60 % a la enzima contra el inhibidor (Pardo 

y Slayman, 1989). Para explorar el efecto de protección por este ligando en la ATPasa de FI+ de K 

lactis, la enzima se incubó con IAEDANS 10 mM, en ausencia y presencia de MgADP 10 mM. La 

protección ejercida por el Mg-ADP fue menor del 10% (figura 14). La protección en la ATPasa de 

H+ de K lactis fue menor que la reportada para la enzima de Neurospora (Pardo y Slayman, 1989), 

Esta diferencia en protección por el MgADP sugiere que en la ATPasa de El+ de K lactis el (los) 

grupo(s) que reaccionaron con el IAEDANS podrían encontrarse mas alejados del sitio de unión del 

nucleótido, de tal forma que continúan accesibles al inhibidor; por otro lado, la entrada del ligando 

podría generar cambios conformacionales que alteren en forma diferente, debido a su distinta 

localización, la reactividad de las cisteinas al IAEDANS. 

V.5. Interaccion del MMTS con la ATPasa de 1-1+. 

V.5.1. Complejo ATPasa-MMTS. Modulación por NEM e IAEDANS. Los resultados 

anteriores mostraron que algunos de los sulfhidrilos presentes en la ATPasa de H+ de K lactis 

reaccionaron con el IAEDANS y la NEM para producir la pérdida de la actividad. Esto podría 

sugerir que algunos de los residuos de cisteína tuvieran un papel esencial en el ciclo de reacción de 

la ATPasa. Para probar ésto, se designaron algunos experimentos. Primero se estudió el efecto del 

MMTS sobre la actividad de la ATPasa. La enzima se incubó con MMTS 2 mM o 5mM a 30°C sin 

que perdiera apreciable actividad (figura 15). Este resultado indicó que ninguno de los residuos de 
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Figura 14. Efecto del Mg-ADI) sobre la inhibición de la ATPasa de Ir mediada por IAEDANS. 

La enzima (0.6mg/m1) se incubó a 30°C con (•) 0 o (o) 10 mM MgADP. La inactivación se inició 

por la adición de IAEDANS 10 mM y se tornaron alícuotas a los tiempos indicados para el ensayo 

cíe la actividad de la ATPasa. (•) Actividad de la ATPasa en ausencia de REDANS. 
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Figura 15. Modificación de la ATPasa de 11+ con MMTS. Inhibición de la ATPasa.MMTS por 

NEM y IAEDANS. La ATPasa (0.5-1.0 mg/m1) se incubó a 30°C y pH 7.5 en presencia de MMTS 

5 mM por 40 minutos y luego se filtró a través de columnas de Penefsky. El curso temporal de la 

actividad de la enzima nativa en presencia de MMTS 5 mM (o), NEM 1 mM (Y) o IAEDANS 10 

mM (y). La actividad de la enzima modificada con MMTS en presencia de NEM 1 mM (•) o 

IAEDANS 10 mM (•). 
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cisteína participan en las reacciones del ciclo catalítico de la ATPasa de EP de K ladis. Es probable 

que la incorporación del tiometano al anión tiolato de las cisteínas bloquean su reactividad pero no 

causan un daño aparente en la estructura tridimensional de la enzima. 

El siguiente paso fue determinar si los residuos de cisteína sensibles a NEM quedaron 

bloqueados por el MMTS. Para probar esto, la ATPasa se incubó con 5 mM de MMTS durante 40 

minutos, y el MMTS que no reaccionó se eliminó por filtración. La ATPasa-MMTS (E-MMTS), se 

incubó con NEM 1 mM a pH 7.5. En la figura 15, se ilustra que la enzima modificada con el MMTS 

no se inhibe con la NEM; el resultado indicó que los grupos sulfhidrilo reaccionaron eficientemente 

con el MMTS y se bloqueo la reacción con la NEM (Smith y cols, 1975). 

Finalmente, la enzima-MMTS fue incubada con IAEDANS 10 mM, concentración a la que 

el IAEDANS inhibió rápidamente a la enzima nativa (Figura 12A). Con la ATPasa-MMTS, la 

constante de velocidad de inactivación se redujo alrededor de 1 /4  con respecto a la enzima nativa 

(figura 15). Adicionalmente, la reacción prosiguió con una cinética de pseudo primer orden durante 

mas tiempo, sugiriendo que un grupo, (o grupos cinéticamente similares) fueron modificados. Debido 

a que el MMTS es altamente específico para grupos sultbidrilo (Smith y cols, 1975), es posible que 

el IAEDANS, por ser un derivado de la yodoacetamida, reaccione con otros residuos tales como la 

lisina, rnetionina o histidina (Fig 3). Otra posibilidad mas seria que el MMTS reaccione solamente 

cisteínas hidrofilícas de la ATPas, lo que permitiría la reacción del IAEDANS con las cisteina(s) 

hidrofóbicas. 

V.5.2. ATPasa-MMTS. Efecto de diferentes concentraciones de IAEDANS. Para 

determinar los parámetros cinéticos de la reacción de la enzima-MMTS con el IAEDANS, se 
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probaron diferentes concentraciones del reactivo. Parte del complejo ATPasa-IvIMTS se incubó con 

NEM 1 mM como control. El resto de la enzima se incubó con diferentes concentraciones de 

IAEDANS (0-20 mM). Como se aprecia en la figura 16A, la ATPasa se inhibió con concentraciones 

crecientes de IAEDANS. La inhibición de la enzima-MMTS por IAEDANS no fue tan marcada 

como la de la enzima nativa (figura 12A). 

Al graficar las constantes de velocidad de inactivación (k) contra la concentración de 

IAEDANS se obtuvo una relación lineal (figura 16B) lo cual indica la ausencia de complejos 

reversibles formados antes de la inactivación. La pendiente de esta línea dió el valor de la constante 

de velocidad de inactivación de segundo orden, de 4.7 M-' min-I . que es un valor cuatro veces menor 

que la velocidad de reacción de la enzima nativa con el IAEDANS (figura 12 B). Si todas la cisternas 

se bloquearon con el MMTS, este nuevo valor de la constante de velocidad de inactivación de 

segundo orden sugiere que otros grupos diferentes a las cisteínas (o cisteínas hidrofilicas) 

reaccionaron con el IAEDANS. 

V.5.3. ATPasa-MMTS. Efecto del Mg' sobre la itiactivación por IAEDANS. El efecto 

del Mg2+ sobre la inhibición de la ATPasa nativa mediada por la NEM mostró un comportamiento 

bifásico (Figura 7A). Este se perdió para el caso del IAEDANS. Con el propósito de investigar el 

comportamiento de la ATPasa-MMTS, se incubó con diferentes concentraciones de Mg2+ (0-20 mM), 

en presencia de 10 mM de IAEDANS. 

En la figura 13 se observa que a medida que aumenta la concentración del magnesio, aumenta 

la inhibición de la enzima. El incremento lineal entre las constantes de velocidad de inactivación y las 

concentraciones de Mg2+, quedó descrito por una pendiente de 0.0115 mM*1.min-I , El comportamiento 
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Figura 16. Efecto de concentraciones del IAEDANS sobre la ATIlasa-MMTS. La ATPasa (1 

mg/m1) se incubó con MMTS 5 mM durante 45 min y se filtró como se mencionó en Métodos. La 

ATPasa-MMTS se resuspendió en buffer Hepes a pH 7,5 y la reacción de inhibición se inició por la 

adición del IAEDANS: O mM(II), 2.5 mM (0), 5 mM (•), 10 mM (V), 15 mM (Y), 20 mM (0). 

B. Regráfico de las constantes de velocidad de inactivación de pseudo primer orden contra la 

concentracion de IAEDANS. 
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cinético fue idéntico al observado en la enzima nativa (k= 0.013 mly1•1  min *1 ). Este resultado sugiere 

que el magnesio produce un efecto inespecífico en la interacción de la ATPasa nativa o modificada 

con MMTS y el IAEDANS. 

V.5.4. La ATPasa de W nativa y ATPasa-NEVITS. Efecto del pll sobre la inactivación 

por IAEDANS. Para estos experimentos, la ATPasa nativa se incubó con IAEDANS 10 mM en un 

margen de pH de 5.5 a 8.0, para obtener información sobre el valor del pKa de los grupos 

involucrados en la reacción. Contrario a los resultados observados con la NEM, con el IAEDANS 

se observó una reacción pequeña de la ATPasa a valores de pH entre 5.5 y 6.5, lo que sugirió que 

otros residuos (p.ej, metionina o histidina), estaban reaccionando con el IAEDANS (figura 17). Al 

igual que con la NEM, por arriba de un pH de 7.0, el IAEDANS inhibió a la enzima al reaccionar 

nucleofílicamente con los residuos de cisteína desprotonados. Los datos se describieron con la 

siguiente ecuación (5): 

*K 
k=ki + 	 

k 	
2

1  

(K.+[141) (5) 

donde Ka  es la constante de disociación ácida de los grupos protonaclos (posiblemente residuos de 

cisteína), k2 es la constante de velocidad de inactivación independiente del pH, para los residuos de 

cisteína y k l  la constante de velocidad de inactivación independiente del pH para el otro residuo 

(metionina). El ajuste de los datos a este modelo, dió los siguientes resultados: pKa= 9.3± 0.3, k1  

0.136 ± 0.005 min-1  y k2= 8.5 ±5.7 	La gráfica de l/k contra 1/[1-1+] para el IAEDANS conduce 

a una línea curva (recuadro figura 17), lo cual muestra la reactividad de la enzima a bajo pH. Este 
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Figura 17. Efecto del pH sobre la inhibición de la ATPasa de 11+ por el IAEDANS. La ATPasa 

nativa (0.6mg/ml) se incubó en 50 mM de los siguientes amortiguadores: MES pH 5.5, 6.0 y 6.5, 

Pipes pH 7.0, Hepes pH 7.25, 7,5, 8.0 y 8.3, en presnecia de MgSO4  1 mM e IAEDANS 10 mM. La 

curva de titulación muestra la dependencia de la constante de velocidad de inactivación sobre el pH. 

En el recuadro, se muestra la doble reciproca de los datos 111( vs 1/ [Hl. 
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resultado fortalece la posibilidad de que otros grupos, además de las cisternas, hayan reaccionado con 

el IAEDANS. 

Debido a que el MMTS bloquea específicamente los grupos SH de la ATPasa, se estudió el 

efecto inhibitorio del IAEDANS sobre la enzima-MMTS en función del pH. Los resultados mostraron 

una inhibición de la enzima-MMTS que es independiente del pH (figura 18). Esto sugirió que la 

especie reactiva no es un grupo SH libre. El perfil de inhibición con respecto al pH, sugiere que la 

enzima-MMTS reacciona con el IAEDANS a través de un residuo de metionina (o varias metioninas) 

pero no con histidinas, ya que en este caso se habría observado una dependencia de las constantes 

de inactivación con respecto al pH. 
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Figura 18. Efecto del pH sobre la inactivación de la ATPasa-MMTS por el IAEDANS. La 

ATPasa (lmg/ml) se incubó con MMTS 5 mM durante 40 min. La ATPasa-MMTS se recuperó por 

centrifugación como se mencionó en Materiales y Métodos. La enzima-MMTS (0.56 mg/ml) se 

incubó a 30°C con IAEDANS 20 mM, en 50 mM de los diferentesamortiguadores, en un intervalo 

de pH de 6.0 a 8.3 como en la figura 16. La ATPasa nativa se incubó con 5 mM NEM (0) o con 

IAEDANS 10 mM (•), y la ATPasa-MMTS en presencia de IAEDANS 20 mM (a ). 
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VI. DISCUSION. 

La ATPasa de Fl+ de K lactis es una proteína integral de la membrana plasmática que cruza 

entre 8 y 10 veces la bicapa. Estas proteínas no se han cristalizado por lo que no se ha podido obtener 

información sobre su estructura a partir de la difracción de rayos X. En la última década, la 

modificación química y la mutagénesis dirigida han sido dos de los enfoques mas utilizados para la 

elucidación de las relaciones estructura-función de algunas ATPasas de membrana (Pedemonte y 

Kaplan, 1990). 

Los grupos tioles de los residuos de cisteína en las proteínas pueden ser modificados 

fácilmente debido a su gran nucleofilicidad, lo que permite una gran especificidad de los reactivos 

para sulfhidrilo (Imoto y Yamada, 1990). El efecto inhibitorio de estos reactivos ha sido probado 

en algunas ATPasas de tipo P (Brooker y Slayman, 1982; Katz y Sussman, 1987; Skou, 1974). Para 

este trabajo, seleccionamos algunos de los reactivos específicos para sulfhidrilo para explorar la 

función de los residuos de cisteína durante el ciclo catalítico de la ATPasa de H+ de K lactis. 

VI.1. Purificación de la ATPasa de H. 

La purificación de la ATPasa de F14" de la membrana plasmática se realizó por el método 

reportado por Bowman (1981), Las membranas plasmáticas de S cerevisiae se han identificado por 

su morfología, contenido de lípidos, propiedades de tinción (Schneider y cols 1978) y actividad de 

ATPasa insensible a oligomicina con actividad óptima a pH ácido (6.0-7.0) que la distingue de la 

ATPasa mitocondrial (pH 8.0-9.0). También se ha reportado algunos marcadores enzimáticos corno 

la manosil transferasa e invertasa (Santos y cols, 1978). Sin embargo, estos marcadores han 
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producido resultados conflictivos, por lo que, el más recomendable es la actividad de ATPasa, su 

resistencia a oligomicina y a la azida de sodio y su sensibilidad a vanadato a pH de 6-6.7 

(dependiendo de la especie). Una buena preparación de membrana plasmática es aquella que contiene 

no mas del 5% de contaminación por ATPasa mitocondrial. En este trabajo, utilizamos este criterio 

para cuantificar la contaminación mitocondrial tanto en las membranas plasmáticas corno en la 

fracción purificada por gradiente de densidad. En una sóla ocasión pudimos obtener una preparación 

con un mayor grado de pureza y mayor actividad (50 pinol Pi.memin-1 ), pero este resultado no se 

pudo reproducir. 

VI.2. Inhibición mediada por NEM. 

La N-etilmaleimida es uno de los reactivos de mayor uso para marcar los residuos de cisteína 

debido a su alta especificidad, su disponibilidad en forma radiactiva y su capacidad para formar 

aductos estables a pH ácido. La reacción con otros grupos puede ocurrir, pero esos derivados son 

lábiles a pH ácido (Bell y Bell 1988). 

La inhibición de la ATPasa de FI+ de K lactis por NEM siguió una cinética de pseudo primer 

orden durante los primeros minutos de inactivación y fue dependiente de la concentración del 

inhibidor con una constante de segundo orden de 200 M-' min-1. Este valor refleja la rapidez con la 

cual reaccionan de los residuos de cisteína. Por otro lado, es razonable suponer que varios residuos 

de cisteina estan involucrados en la inactivación de la ATPasa, ya que a tiempos largos la cinética se 

vuelve compleja. Este comportamiento es compatible con el observado en la inhibición de la ATPasa 

de FI+ de N acusa por la NEM (Pardo y Slayman, 1989) en la que la alquilación de un solo grupo (o 

grupos cinéticamente similares) obedece una reacción de pseudo-primer orden en los primeros 
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minutos, y la reactividad hacia la NEM cambia después de los diez minutos, lo que indica que más 

de una clase de residuos (o de grupos SH cinéticamerite diferentes) se esta modificando a diferente 

velocidad. 

1.a interacción del Mg2+ con los sitios específicos de unión durante la inhibición de la ATPasa 

por NEM mostró un comportamiento complejo. En el intervalo micromolar, el Mg2+ protegió a la 

enzima de la inhibición por la NEM, a través de su interacción con un sitio de alta afinidad en la 

ATPasa (Kd= 190± 69 NI). Por arriba de 1 mM de Mg2+, la reactividad de la enzima hacia NEM se 

incrementó con un aumento en la Kd= 4.9 ± 2.1 mM. Esto significa que esta ATPasa posee sitios de 

alta y baja afinidad para los cationes Bivalentes. Este mismo comportamiento bifásico ha sido 

reportado para la ATPasa de N crasa, en la que la interacción con el sitio de baja afinidad también 

incrementa su sensibilidad hacia la NEM (Brooker y Slayman, 1983). Por otro lado, a diferencia del 

magnesio, la interacción de la enzima con iones monovalentes (K+ y Nal es de carácter monofásico 

lo que sugiere un sólo sitio de baja afinidad (Kti= 56 mM). 

El análisis del efecto del pH sobre la reacción con NEM queda sujeto a las siguientes 

consideraciones. En principio, los grupos SH de las cisteínas libres en solución acuosa tienen un pKa= 

8.3. Cuando las cisteínas se encuentran incorporadas a las proteínas, el valor del pKa esperado es 

de 8.5 a 8.8, debido al desacoplamiento ocasionado por los efectos de carga de los substituyentes a 

(Cantor y Schimmel, 1980). La interacción de la enzima con la NEM se incrementó con el pH, lo que 

sugiere que la reacción de la NEM ocurrió con la forma desprotonada del residuo de cisteína. 

Cuando se estimó el pKa del grupocon los datos experimentales en el intervalo de pH de 6.5 a 8.5, 

se obtuvo un pKa= 9.02 y los puntos experimentales presentaron un buen ajuste al modelo (Figura 

5). Sin embargo, cuando el intervalo de pH se amplió a valores de 9 y por encima, los valores del pKa 
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fueron muy variables y con desviaciones estándar muy altas. Además, las curvas teóricas no se 

ajustaron a los puntos experimentales. Las variaciones en el pKa y en k, observadas a valores de pH 

mayores de 9.0 probablemente reflejan la desprotonación de diferentes residuos de aminoácidos que 

ahora reaccionan con la NEM a valores de pH altos (Smyth y cols, 1964). Las regresiones no lineales 

obtenidas en el intervalo de pH de 6.5 a 8.5 mostraron un ajuste mejor a los datos y los parámetros 

obtenidos presentaron desviaciones estándar mínimas. Como la mayoría de los experimentos se 

realizaron a pH de 7.5, es probable que los residuos de cisterna involucrados en la inactivación a este 

pH, tengan pKa cercano a 9, lo cual indica que estas cisteínas no se encuentran en un ambiente 

hidrofóbico (Cantor y Schimmel, 1980). 

En estudios de modificación química es importante establecer si el residuo modificado se 

encuentra en el sitio de unión con el sustrato o el ligando. Los criterios experimentales para establecer 

que este sitio de la proteína ha sido marcado durante la modificación, son la protección especifica 

en contra de la inactivación y la estequiometria de la reacción. En experimentos de protección, el 

inferir que el residuo en estudio se encuentra dentro o cerca del sitio de unión con el ligando, debe 

de tomarse con cuidado ya que existe la posibilidad de que la unión del ligando a su sitio impida 

estéticamente la entrada del inhibidos o produzca cambios conformacionales que eviten la interacción 

del residuo con el agente modificador. Para aclarar esto se requiere de mayor información, como sería 

la identificación del residuo modificado en la secuencia de la proteína (Beli y Bell, 1988). A este 

respecto, se ha reportado que el MgADP protege a algunas de las ATPasas de tipo P en contra de 

la inactivación por NEM, de lo que se infiere que las cisteínas modificadas se encuentran dentro o 

cerca del sitio de unión con el nucleótido (Brooker y Slayman, 1982; Katz y Sussman, 1987; 

Winslow, 1981). En N crassa la protección por MgADP en contra de la inactivación por la NEM es 
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total, y la inactivación se produce cuando la cis532 se modifica (Brooker y Slayman, 1982; Davenport 

y Slayman, 1989). Esta cisteína se encuentra muy cerca del sitio de fosforilación y de unión con el 

nucleótido, y es por ello que el MgADP protege totalmente a la enzima (Pardo y Slayman, 1989). Sin 

embargo, existen excepciones como es el caso de la ATPasa de H* de la raíz de avena en la que la 

protección por MgADP parcial, por lo que se ha inferido que posiblemente esto se deba a cambios 

confomiacionales producidos por la entrada del nucleótido, ya que disminuye la accesibilidad de las 

cisteínas reactivas (Katz y Sussman ,1987). 

Para la ATPasa de H+ de K lactis, la protección mediada por el MgADP en contra de la 

inhibición por la NEM no finé completa. Esto podría tener dos interpretaciones: a) hay al menos dos 

grupos sulfhidrilo, uno situado en, o cerca del sitio de unión con el ligando, con una reactividad que 

puede ser modulada por la unión del nucleótido y otro grupo SH, que se encuentra alejado del sitio 

de unión con el ATP y no puede ser influenciado por la unión del MgADP, o b) hay un solo grupo 

sulfhidrilo que reacciona con la NEM, el cual sufre cambios en su accesibilidad debido a las 

transiciones confomiacionales ocasionadas por la unión del MgADP a la enzima. Los resultados 

obtenidos en este trabajo, con la '4C-NEM, apoyan la primera propuesta, por las siguientes razones: 

1) En ausencia de MgADP, la estequiometria de la inactivación indicó que hay tres cisteínas que 

reaccionan con el monómero de ATPasa; las primeras dos fueron responsables del 80 % de la 

inactivación de la enzima. 2) En presencia de MgADP, sólo dos residuos de cisteína se incorporaron: 

la modificación del primero tuvo un ligero efecto sobre la actividad, mientras que el segundo, estuvo 

involucrado en la inactivación. Esta estequiometría concuerda con una posible estructura monornérica 

de la enzimaque está relacionada con la cinética hiperbólica exhibida por la ATPasa de Irl+ de K lactis 

(dato no mostrado). 
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Por tanto, el sitio que se protege con MgADP debe corresponder con el sitio activo de la 

enzima. El MgADP es un inhibidos competitivo de la actividad enzimática (Brooker y Slayrnan, 

1982), y, para la ATPasa de H+ de K !culis, la 1(1. 1.72 mM (Pardo y cols, manuscrito en 

preparación), Por otro lado, en los experimentos de protección de la enzima contra la inactivación 

por NEM, la Kd  para el MgADP fue de 2.9 rnM. Ambos valores son muy cercanos, lo cual sugiere 

que el MgADP protegió a la enzima al interactuar con el sitio activo y apoya la propuesta de que 

existe al menos una cisteina en o cerca del sitio de unión del MgADP. 

Como se indicó anteriormente, en la ATPasa' de H4  de N crassa, la C-532 reacciona con la 

NEM y la enzima se inactiva (Pardo y Slayman, 1989). La reacción se previene por MgADP o 

MgATP, lo que sugiere que este residuo se encuentra cerca del sitio de unión del ATP (Brooker y 

Slayman, 1982; Pardo y Slayman, 1989). Aún más, esta 0532, se conserva en todas las ATPasas de 

H+ de los hongos (Wach y cols, 1992) (Tabla 2). Por otra parte, la ATPasa de fr de K lactis y la 

ATPasa de Fr de S cerevisiae contienen a la cisteína 221 (Miranda y cols, 1995) (Tabla 2). Por lo 

tanto, es posible que en la ATPasa de H+ de K lactis la 0532 y la C221 sean los residuos que 

participan en la inhibición de la enzima por la NEM. La 0532 corresponde al residuo que se protege 

por MgADP, mientras que la C221 reacciona independientemente del MgADP, ya que se encuentra 

localizada en el asa pequeña, situada entre el segundo y el tercer segmento membrana!, en donde las 

mutaciones tienen fuertes efectos sobre la enzima (Gishlain y cols, 1987; Serrano y Portillo, 1990). 

Esta suposición se apoya por resultados de mutagénesis puntual, en los que cada una de las cisternas 

de la ATPasa de S cerevisiae se reemplazaron por alanina, y se observó que el cambio de C532-Ala 

o C221-Ala redujo la constante de inactivación de la enzima por NEM. Además, la mutante C221-A 

se protegió totalmente por el MgADP en contra de la inhibición por NEM (Petrov y cols, manuscrito 
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en preparación). 

Tabla 2. Cisteinas de N crassa, S cerevisiae y K lactis. Comparación de secuencias. Las 

cisteínas 148, 312, 840 y 869 (867) se encuentran en los segmentos transmembranales. C376 se 

encuentra cercana al sitio de fosforilación. 

Levaduras , 
Posición de las cisteínas en la secuencia de aminoácidos . 

Neurospora crassa 
, 

148 ----- 376 409 472 532 545 --- 840 869 . . 
S cerevisiae 148 221 312 376 409 472 532 -- 569 ---- 867 

Kluyveromyces lactis 148 221 ---- 376 409 472 532 --- 569 840 867 

V1.3. Interaccion de laATPasa de II+ con IAEDANS. El IAEDANS ha >sido utilizado para 

localizar residuos de cisteína en dominios hidrofílicos de la ATPasa de 14+ de N crassa, gracias a sus 

propiedades fluorescentes (Pardo y Slayman, 1989). En la ATPasa de H+ de K lactis, la reacción con 

IAEDANS siguió una cinética de pseudo primer orden en los primeros 10 minutos de incubación, y 

fue de carácter complejo a tiempos mayores, sin alcanzar una inactivación total; esto indica la 

reacción de varios residuos con el reactivo. La relación lineal entre las constantes de velocidad de 

inactivación y las concentraciones del reactivo indicaron que el proceso de inactivación es de carácter 

bimolecular, descrito por una constante de velocidad de inactivación de segundo orden con un valor 

de kz.-- 21.4 nt mine. Con el IAEDANS, la velocidad de reacción es un orden de magnitud menor que 

la producida por la NEM (200 M-1 min-1 ); ambas moléculas difieren en tamaño y carga (figura 3), lo 

que hace pensar que la accesibilidad relativa de las cisteínas hacia estosreactivos puede afectar la 
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Su mutación por Ala 
aumenta la T'actividad 
de la Cis532 

Figura 19. Modelo topológico de la ATPasa de Ir de S cerevisiae. Mutagénesis puntual de los 

residuos de cisteína . Las cisteinas fueron cambiadas a alanina. El cambio C221-A permite que la 

enzima se proteja totalmente con el MgADP de la inhibición por la NEM. 
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velocidad de inactivación. 

En presencia del MgADP, la protección de la ATPasa en contra de el IAEDANS (10%) fue 

mucho menor que contra de la NEM (80%), lo que apoya la hipótesis cle que el IAEDANS.reacciona 

con algún otro residuo (s) localizado fuera del sitio de unión del ATP, 

El efecto del magnesio requiere de mayor atención. Los datos que se muestran en la fig 12 

son difíciles de explicar si se considera que el Mg' interactúa con sitios de unión específicos sobre 

la proteína. Si así fuera, debería obtenerse una curva con componentes hipemólicos como la que se 

observó para la NEM (figura 7A). El efecto del Mg", en este caso, podría ser analizado en términos 

de un cambio en fuerza jónica o una alteración en el potencial de superficie. Se conoce que la 

dependencia de la constante de velocidad (k) con respecto a la fuerza jónica para una reacción entre 

dos reactivos cargados esta descrita por la siguiente ecuación (6): 

log k = log k0+ 2 A;za  V 	(6) 

donde ko  es la constante de velocidad a dilución infinita, zA  y za  son las cargas de los reactivos, A el 

factor de Debye-Huckel, con un valor de 0.509 a 25°C, y p la fuerza jónica del medio (Atkins 1990). 

Si suponemos que el MgSO4  es el único contribuyente a la fuerza jónica, y asignamos un valor 

de 0.1 para k0, puede demostrarse que la dependencia de la constante de velocidad con respecto a la 

concentración del magnesio se ajusta a una línea recta en el intervalo de 4 mM (2= 16 mM) a 20 mM 

(p=0,283 mM ). Además, la contribución del amortiguador a la fuerza jónica fue cercana a 25 mM, 

valor que se puede esperar y se encuentra dentro del dominio lineal de la simulación. Por lo tanto, 

con estas consideraciones, se puede esperar una relación lineal entre las constantes de velocidad de 

inactivación y las concentraciones del Mg2, corno se muestra en los resultados (Fig.13). La pendiente 

de la linea recta es positiva, debido a que ambos reactivos presentan carga negativa (el anión tiolato 
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y el IAEDANS presentan una carga de -1). 0, en caso de que el IAEDANS reaccione con una 

metionina esta se encuentra en un ambiente con carga negativa. Por otro lado, puede aventurarse la 

posibilidad de que la linearidad de la curva puede también ser resultado de apantallamiento de un 

potencial negativo que rodea a los residuos de cisteina y/o metionina por los iones Mg2+. Cualquier 

reducción del potencial de superficie negativo por la adición de sales reducirá la repulsión entre el 

inhibidor y el microambiente de la cisteina, el cual faenará la reacción. Resultados similares se han 

reportado con la ATPasa de N crassa, utilizando isotiocianato de fluoresceína como inhibidor (Pardo 

y Slayman , 1988). 

Ll reacción de la IVATPasa con el IAEDANS fue dependiente del pH. Contrario a la NEM, 

una parte de la reacción de la ATPasa reaccionó con el IAEDANS por debajo de pH 7, lo que sugiere 

la participación de otros residuos además de las cisteínas (figura 3). A pH alto, los residuos de 

cisteina reaccionaron con un pKa de 9.34± 0.3. Este valor se parece al obtenido con la NEM, lo que 

sugiere que ambos inhibidores reaccionan con residuos de cisteina que presentan el mismo grado de 

accesibilidad o que se encuentran en un microambiente similar, aunque difieren en su 

comportamiento frente al magnesio. 

Con respecto a la reactividad de otros grupos a bajo pH, debe recordarse que los agentes 

alquilantes como el IAEDANS, que es un derivado fluorescente de la yodoacetamida, puede 

reaccionar con otros aminoácidos como son la metionina, la lisina o la histiclina (Bell y Bell 1988; 

Lundbald y Noyes 1984). La reacción de yodoacetamida con lisina, ocurre a pH por arriba de 8.5, 

mientras que la reacción con histidina y metionina ocurre a un pH por debajo de 7-7.5 (Bell y Bell 

1988). Aún más, en contraste con la metionina, la reacción de la yodoacetamida con las cisteínas, 

histidinas y lisinas es función del pH, ya que solamente las formas desprotonadas de los residuos 
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reaccionan con el inhibiclor. El pH utilizado en este trabajo fué de 7.5, condición que permite la 

reacción con cisteínas, histidinas y metioninas. Para las cisteínas, el pKa de la reacción está alrededor 

de 9, como se indicó anteriormente, y la formación del aducto se lleva a cabo con la forma 

desprotonada de la cisteína (Gorin y cols, 1966). Sin embargo, la reacción de la metionina con el 

yodoacetato o sus derivados, es independiente del pH y procede más lentamente que la reacción con 

cisteínas en condiciones alcalinas suaves (Gundlach y cols, 1959). Por lo tanto, es posible que la 

inactivación a pH ácido que se observa en la ATPasa de W de K lactis corresponda a la reacción del 

IAEDANS con una metionina (Gundlach y cols, 1959). 

Experimentos realizados con la ATPasa de H+ de N crassa muestran que el IAEDANS 

reacciona rápidamente con la 0545 sin que haya pérdida de la actividad (Pardo y Slayman, 1989). Por 

tanto, la inactivación por el IAEDANS se adjudicó a una cisteína localizada en los segmentos 

transmembranales, debido a que no se pudo obtener el péptido modificado. Sin embargo, los 

resultados obtenidos con la ATPasa de K lactis señalan que al menos una cisteína de la porción 

citoplásmica, con un pKa de 9.3, reacciona con el reactivo (descartando a la C545 por carecer de 

ella), y que otro residuo, posiblemente una metionina, reacciona con el IAEDANS produciendo 

inactivación. Esta metionina, en lugar de una cisteína del segmento transmembranal, podría ser la 

causante de la inactivación por IAEDANS en la ATPasa de N crassa, ya que en ese trabajo no se 

realizó un estudio detallado del efecto del pH. 

VI.4. Inhibición de la ATPasa-MMTS por IAEDANS. Contrario a la reacción con NEM, 

la enzima modificada por MMTS se inhibió por IAEDANS, siguiendo una cinética de reacción 

bimolecular con una constante de segundo orden de 4.7 M"' min'I . La menor reactividad de la 
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ATPasa-MMTS contrasta con la reactividad de la ATPasa nativa, en la que se encuentran mas 

residuos involucrados en la reacción. Similar a la enzima nativa, el Mg-ADP protege muy poco (dato 

no mostrado) y el I1rlg2+ incrementa linealmente la constante de velocidad de inactivación. Puesto que 

las cisteínas de la ATPasa fueron bloqueadas por el MMTS, estos resultados sugieren que el 

IAEDANS reacciona con un residuo diferente, que se encuentra alejado del sitio de unión con el 

nucleótido, y que el magnesio, al cambiar el potencial eléctrico descrito alrededor del residuo, 

modifica su reactividad con el IAEDANS. Adicionalmente, la inhibición realizada por el IAEDANS 

sobre la ATPasa modificada con MMTS mostró muy poca dependencia del pH. Considerando lo 

anteriormente citado sobre la reactividad de las metioninas frente a agentes alquilantes, es probable 

que sea una metionina en lugar de una lisina o histidina la que reaccione con el IAEDANS. Puesto 

que existen reportes de que este péptido no se eluye de una columna C-I8 en una cromatografía de 

alta presión de fase reversa, este residuo de metionina podría estar en cualquiera de los segmentos 

hidrofílicos conectados a los segmentos hidrofóbicos. Los residuos que cumplen con estas 

características son la met 105, 128, 346, 688, 758, y 791. Sin embargo, la identificación directa de 

los residuos de cisteína o metionina que reaccionan con el IAEDANS sólo se obtendrá por la 

purificación del péptido marcado y su secuenciación. Para lograr esto, la estrategia consiste en 

purificar los péptidos trípticos de la enzima nativa y desnaturalizada modificada con IAEDANS y con 

MMTS-IAEDANS. La secuencia de aminoácidos de los péptidos modificados indicarán el residuo 

que reacciona con el IAEDANS. Estos experimentos se encuentran en vias de desarrollo. 

En este trabajo hemos mostrado, a través de la modificáción química de los residuos de 

cisteina, que existen diferencias entre la WATPasa de K lactis y la EPATPasa de N crassa. Esta 
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diferencia en comportamiento frente a reactivos voluminosos para grupos SH, como lo son la NEM 

y el IAEDANS, probablemente sea resultado de la presencia de la Cis221. Por otro lado, al igual que 

con N crassa, las cisteínas presentes en la ATPasa de H' de K factis no son esenciales para la 

actividad, (Davenport y Slayman, 1988). La modificación selectiva por MMTS de los grupos tioles 

de la H+ATPasa de K lactis que resulta en una enzima insensible ala NEM pero sensible al 

IAEDANS, permite sugerir que existe una metionina capaz de reaccionar con el IAEDANS, 

posiblemente en una región hidrofílica, Este trabajo es una muestra de la utilidad de la modificación 

química para el estudio de la relación estructura-función de las proteínas, ya que los resultados 

descritos contribuyen al conocimiento de la reactividad de varias cisteínas de la ATPasa de Fl+ de K 

lactis frente a reactivos específicos para sulfhidrílos, así como a su probable localización dentro del 

sitio para el ATP. Además la combinación de reactivos para grupos SH con diferentes características, 

puede ser utilizada para otros residuos involucrados en la actividad o estructura de la enzima. 

VI.5. Perspectivas. El estudio de la relación estructura-función de las P-ATPasas ha 

avanzado aún en ausencia de la información cristalográfica sobre la estructura tridimensional de la 

enzima. La perspectiva de estudio actual está dirigida a identificar los dominios de la proteína que 

ejercen funciones específicas, como son la interacción con el sustrato, el transporte del protón a 

través de la membrana y el acoplamiento entre la hidrólisis del ATP y el bombeo del ion hacia el 

exterior de la célula. Las técnicas de DNA recombinante pueden ser empleadas para introducir 

residuos de cisteínas nuevos en lugares pre-determinados en la proteína. Estos residuos pueden ser 

utilizados como sitios para la formación de entrecruzamiento con reactivos bifuncionales de 

longitudes conocidas, de tal forma que sea posible producir mapas de la topografía de la proteína. 

1 
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VII. CONCLUSIONES. 

1. La interacción de la ATPasa de FP de Kluyveromyces lactis sigue una cinética compleja frente 

a los reactivos N-etilmaleimida e IAEDANS. 

2. La ATPasa de H+ de K lactis contiene al menos una cisteína cerca o dentro del sitio activo que 

no es esencial para la actividad de la enzima. Las otras dos cisteínas que reaccionan con la NEM 

estan lejos del sitio de unión para el Mg-ADP. 

3. La unión del Mg2+ a un stio de alta afinidad en la ATPasa de Fr protege parcialmente a la 

enzima. Probablemente, este sitio contenga una cisteína. 

4. La ATPasa de H+ de K lactis tiene un sitio de baja afinidad para cationes monovalentes. La 

unión del Na+ o el IC a este sitio aumenta la inhibición de la enzima por los reactivos específicos 

para grupos SH, probablemente debido a un cambio conformacional que aumenta la accesibilidad 

de los residuos de cisteína. 

5. En la ATPasa de H+ se detectó un residuo, probablemente metionina, que reacciona con el 

IAEDANS. La modificación de las cisteínas con MMTS permite analizar la cinética de la 

reacción de las metioninas con el IAEDANS. 

6. La cisteína 221, presente en la ATPasa de H4  de Kluyveromyces lacti.s. y Saccharomyces 

76 



cerevisiae, es el residuos que podría generar las diferencias cinéticas entre las ATPasas de H+ 	de 

estas levaduras y la de Neurospora crassa al reaccionar con NEM. 
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VIII. ABREVIATURAS. 

NEM : N-etiImaleimida. MMTS: metilmetano tiosulfonato. IAEDANS : ácido N-yodoacetil-N'- 

(sulfo-1-naftil) etilendiamino. ATP: adenosín trifosfato. ADP: Adenosín di fosfato. Hepes: N-2- 

(hidroxietil)piperazina-N'-(ácido 2-etanosulfónico). Mes: ácido 2-{N-Morfolino}etano sulfónico 

PIPES: ácido piperazina-N-N'-bis[2-etanosulfónico}. EDTA: ácido etilén diaminotetra acético. DOC: 

desoxicolato de sodio. AMPSO: ácido 3-(1,1-dimetil-2-hidroxietil) amino-2-hidroxipropen sulfónico. 

PVDF difluoruro de polivinilideno (membranas). 
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I, Generalidades de las ATPasas. 

1. ti La 	 In-  t. r.i 1 	1 sI LL) 	(A-IP ) 	I •1 	101.111,1 	d 

onergla quííhicd r.(11 	i d 	utili ,d , 	id :111(.:;1:; y hidi(11.s 

del ATP d 	star exclulL;itaw.nt 	 pul id ci:.1u1,1 pctra 

r ponde cI las demandas 

	

uRt i I 	t, ros gia que su 

metabolismo y (.11 medio externo imponen (I ederen 	irolL, 1987). 

El ATP se sintetiza en la glucólis[s y en la fosLorilaci6n 

oxidativa, y se hidroliza en procesos como la síntesis de proteínas 

y ácidos nucleicos y la contraccfón muscular. Tambln las ATPasas 

membranales hidrolizan al ATP y acoplan la energía liberada con el 

transporte activo de iones, y crean gradientes iónícos que luego se 

aprovechan para generar señales elctricas o en el cotransporte de 

nutrientes y otros iones (Figura 1). 

Las ATPasas celulares catalizan dos grupos de reacciones: las 

ATPasas tipo F sintetizan ATP durante la fosforilación oxidativa, 

mientras que las ATPasas tipo P y las tipo V se encargan de acoplar 

la hidrólisis del ATP con procesos tan variados cauto el transporte 

de iones y nutrientes, la relajación muscular, el reciclaje de 

receptores, el almacenamiento de hormonas y la acidificación' 

gástrica. 

II. Clasificación de las ATPasas. 

Las ATPasas son enzimas de membrana que, de acuerdo a su 

composición proteica, localización celular y mecanismo de acción, 

se han dividido en tres grupos: las P-ATPasas o 

mitocondriales), las V-ATPasas (vacuolares), 	y las P-ATPasas 

(fosforilables) (Tabla 1). Una de las herramientas que más han 

servido para caracterizar a las diferentes ATPasas, son los 

inhibidores específicos de cada tipo de ATPasa (Tabla II). 

11.1. Las F1 F0ATPasas. 

Las ATPasas F1 F0  o ATPasas tipo F se encuentran en bacterias, 

cloroplastos y mitocondrias (Amzel y Pedersen, 1983), y consisten 

de una parte soluble (FI ) involucrada en la catálisis (síntesis o 

hidrólisis del ATP) y una parte hidrofóbica (P ) encargada de la 
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translocacián de :valones (Viluvd 	,). 	íídIdt,)u 

masa molecuLir J& dproxLmadam(,ni ,r)() 1:.1 )1 	(;;t i(1,-111 1, c()1 1 	1971i), 

L-1 tracción soluble tionc! 	 subunida: la alla 

(3/F #, PM 50-GO kDa), la beta (VV I  P11 	-(-)0) la gamma (1/V" 

kDa), la delta (1/F" menos (1,7 20 kDa) y La ausilon (1/1''" monos de 

20 kDa). La fracción membrana' tiene {.-.res tipos de proteínas: la 

subunidad a (1/P)), la b (1/F„) y la c (10/F ). La subunidad e forma 

parte del canal de protones y contiene el aspártico o giutámíco que 

reacciona con la diciclohexiicarbodlimida (DCCD)' (Vos ter 

Fillingame, 1979; Friodl y Schairer, 1979) 

Las F-ATPasas se inhiben con DCCD, oligomi.cina /  venturicina 

Lrietilestailo, cadmio, agentes mercuriales y dietilestaHo (DES) (Mc 

Enery y Pedersen, 1986) (Tabla Ir). 

11.2 Las V-ATPasas, 

Las ATPasas de tipo y se encuentran en membranas de organelos 

diferentes a la mitocondria o el retículo endoplásmico (Anraku y 

col, 1989). Una de las funciones fisiológicas mas importantes de 

estas ATPasas es la acidificación del lumen de la vacuola, lo que 

promueve la disociación del complejo ligando-receptor (Yarnashiro y 

col, 1983; Bowman y col, 1989; Anraku y col, 1989; Sze, 1985; 

Rudnick, 1986). 

Las ATPasas vacuolares se distinguen de las ATPasas P y E por 

su insensibilidad a la azida de sodio y al vanadato (Bowman y 

Bowman, 1986), y su inhibición por concentraciones nanomolares del 

antibiótico bafilomicina (Bowman y col, 1988a). Las ATPasas V 

también son inhibidas por el DCCD, tributilina, 4-cloro-7- 

nitrobenza-2-oxa-1,3diazol (NBDC1), dietil-estafío (DES), nitrato de 

potasio (KNO3 ) y sulfocianuro de potasio (KSCN) (Rudnick, 1986). 

Al igual que las ATPasas tipo F, las ATPasas vacuolares no forman 

intermediarios fosforilados durante su ciclo de reacción y están 

compuestas de varias subunidades (Figura 2-B). Es posible que las 

funciones hidroliticas y de translocacián del protón residan en 

diferentes cadenas polipeptí.dicas (Bowman y col, 1992; Forgac, 

1989). El peso molecular de las V-ATPasas ha si,do estimado entre 



.1 	ü 	700 	iIi - 	(.¿:111 	1:0 1 in, 	;-; 	r 	o 	I 11)o n  

1986; 130.....,man 	col, 	; C.k), / 	 N 1-r(1.-;s,1 

clonado tms 	que cociii i 	 d . in.i d L,11 

vmal, quo codifIca para una :.-,11Luni.dird (1(.: 70 kDa (Howman CC)" , 

1988b), vina2, que codifica ftlra Hila subnnidad (1 60 kDa ( Bowman y 

col, 1983b) y v1nél.3, que codifica para una suhunidad de 1.6 1Wa 

(Bowman y coi, 1992). 

11.3. Las P-ATPasas. 

Las P-ATPasas son una l'amULa de enzimas que LransportJui 

cationes a trav6s de la membrana en un ciclo que incluye la 

fosforilación de la enzima. EsLán consULtuídas por un polipptido 

de 70 a 100 kDa que hidroliza al ATP y transporta al catión. De 

todas las P-ATPasas, la ATPasa de Ca' del reUculo sarcoplásmico 

es la única que ha sido crisLaLizada, gracias a que se encuentra en 

alta concentración en la membrana. Modiante microscopía electIránica 

y espectroscopía de difracción de rayos X (ángulo amplio), se 

detectó una región globular que sobresale del lado cítoplásmico, 

conectada a través de un tallo a la membrana (Inesi y Asai, 1968; 

Dupont y col, 1973; Herbette y col 1985). Posteriormente, 

utilizando difraccién electrónica de arreglos bidimensionales de 

moléculas de ATPasa se determinó que el dominio globular se 

extiende 65 A por encima del plano de la membrana y tiene una forma 

de pera (65x40x50A); este dominio está unido a la membrana por un 

tallo de 16A de altura y 28Á de diámetro (Figura 2-C) (Stokes y 

Green, 1990). 

Las P-ATPasas pueden funcionar como: :I. monámeros, como la 

ATPasa de protones de K jactis y de S corevisiae; 

homodímeros, como la ATPasa de protones de N crassa; o contener 

unidades adicionales, como la ATPasa de Na'/K.  que tiene a la 

subunidad beta de 55 kDa y la gamma de 11 kDa (Goffeau y Slayman, 

1981; Scheiner-F3obis y Farley, 1 994) . EsLas subunidades adicionales 

de la ATPasa de Na'/K.  parecen inLeractuar con el citoesqueleto y/o 

regular la actividad de la enzima (Scheiner-Bobis y Farley, 1994). 

Las P-ATPasas provienen do ftwntes tan variadas como la 
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membrana plasm¿lLica de mamíí 
	

U ,.eni10 i 	ATPasas d 

v de Ca'- , del 1.-. ?1.'1.(-.ulo 	 f 	1 1W 	 iiL` ItyL,  01_1 

ATPasa de 

superiores, 

(1 L, 	 t 	 Lit' 	.1('Va(111r( 

donde hay una ArP-Asa de protones y de tuenLes 

especializadas como la membrana plIsmLica de las CC_ ulas de la 

mucosa gástrica, que tiene a la AT[asa de W/K. . La 1-ATPasa mas 

sencilla que se conoce es la ATPasa de K' de bacLerias que pesa 75 

kDa e interviene en la captación de potasio por la célula (Herruer 

y col 1984). Recientemente han sido descriLas las ATPasas de Mq' 

y Cu'' de Salmonela tiphymurium y Enteroccocus hlrao (Smith y col, 

1993; Odermatt y col, 1993). 

Las P-ATPasas presentan dos estados conformacionales (El y V2) 

durante su ciclo de. reacción (Dupont, 1976) y forman un 

intermediario fosforilado con el fosfato gama del. ATP (Nishigaki y 

col, 1974; Dame y Scarborough, 1981). 	El orLovanadato es un 

análogo del estado de transición del fosfato (Goffeau y Slayman, 

1981); por lo tanto, 	el VO1  sustituye al fosfato y se une a la 

enzima con gran afinidad por lo que ésta queda inhibida. En 

contraste, el vanadato no inhibe a las V-ATPasas o a las F-ATPasas 

(Tabla 11). Cerca de 17 P-ATPasas han sido secuenciadas y al 

alinearse se observa un patrón estructural similar (Wach y col, 

1992). Esto sugiere que estas enzimas comparten un mecanismo común, 

aún cuando transporten iones distintos. Además, la presencia de 

homología en la secuencia de todas ellas indica que surgieron de un 

ancestro común (Serrano, 1989). 

III. La IrATPasa de la membrana plasmática de hongos y 

levaduras. 

La •ATPasa de protones de la membrana plasmática (FI ATPasa) es 

una P-ATPasa que ha sido descrita en varios tipos de hongos: 

Neurospora crassa (Bowman y Slayman, 1977; Scarborough, 1977), 

Schizosaccharomyces pombe (Delhez y col, 1977), Saccharomyces 

cerevisac (Peña y col, 1972; Ahlers y col, 1978; PeLers y Borst-

Pawels, 1979; Serrano, 1978), Candida tropicalls (Blasco y col, 

1981), Candida albicans (Hubbard y col, 1986), Dictyosrelium 
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discold(min (McD,)naId P 	P, vun U1dHdlit411111 ('( 1 , 

1984) t y KluYv.,uomyc(,s 
	 Cfli, P.O F)), fr d 

plasmática es rica en activIda(1 tI (1 -8  11111 )  .111i H 	1 1[1(1 	I 1:k )t 

esta en :Ama constituye del 7 al IV, de la protolna loUal (1(.: la 

membrana e hidroliza el 255!¿ del LTP producio por 11 mítocondrla 

(Goffeau y Slayman, 1981; Nakamat(J y col, 1989). La [FATPasa 

expulsa actl_vainente protones do la clula, y genera un gradiente de 

potencial electroquímico de protones que suministra la energía para 

la captación de iones inorgánicos, aminofIcidos y azticares disueltos 

en el medio externo (Goffeau y Slayman, 1981), 

La 	H'ATPasa de la membrana plasme tica es sensible a 

concentraciones micromolares de vanadato, pero no se afecta por 

azida u oligomicina, que son ínhibidores de la F-ATPasa, o por 

nitrato, que inhibe a las V-ATPasas (nasa() y col, 1981; Bowman y 

col , 1978). Por otro lado, la inhibición por vanadato no es única 

para la H-ATPasa, pues también existen fosfatasas sensibles a 

vanadato capaces de hidrolizar al ATP (Bowman y Bowman, 1982). 

Otras características importantes de la H'ATPasa, son su alta 

Km para el sustrato (MgATP), un pH óptimo ácido (5-6.7), y una 

relativa insensibilidad a sales monovalentes. Los valores de Km de 

las DrATPasas oscilan entre 0.8-4.8 mM MgATP (Borst-Pawels y 

Peters, 1981; Hubbard y col, 1985; Bowman y Slayman, 1977) . La 

concentración de ATP en el citoplasma de los hongos es de 3 mM 

(Chanson y col, 1984) por lo que la Km elevada de la ATPasa permite 

su regulación por el ATP citosólico. 

111.1. Fisiología de la WATPasa de la membrana plasmática de 

levaduras y hongos. 

La principal función de la FrATPasa es generar un gradiente 

electroquímico de protones a través de la membrana plasmática. En 

N. crassa se determinó que se mantiene un potencial eléctrico de 

200 mV negativo en el interior, y un gradiente de pll de cerca de 

1.5 unidades (ácido en el exterior) (Slayman y col, 1973; Grandmann 

y col, 1978). El componente eléctrico y el de pH mantienen una 

relación inversa: a menor ApH, mayor potencial eléctrico y 
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( 	!ido. .r 	 (1 I , 	.1 '1)13').) 	'r 	I 

1.: r a 11 	 L' ij- 	 ,1111 1 	 (1 	 ) 

Slayman, 1982). 

El caractev eL -,.ctroOnico clt la 

()1 ) mV 

pala 

( 

1117 a so ha es mi 1 a do 

mediante la incorporación do la uoLeína a ii[osomas, 7d 17-;¿1 pOr 

medio 	diállElis o mediante congelamlen to-descongelamiento (Dutou r 

col, 1)82). Los cambios de p11 so midi eron con elect,l'OdaS o por 

apagamiento de la fluorescencia del colorante 9-a1ilino-6-cloro- 2-

metoxiacridina (ACMA). Los resultados demosLraron que la El ATPasa 

reconstituí da se comporta como una bomba de protones electroOnica 

(Scarborough 1,7 Addison, 1984). En ausencia de un potenctal 

eléctrico (eliminado por )a adLcIán de aniones permeantes), el 

interior de las vesículas reconstítuídas se acidifica y se genera 

un ApH de 3.5 unidades (Dufour y Tsong, 1981). En proteoliposomas 

enriquecidos con WATPasa y usando anaranjado de acridina y oxonol 

V para medir la generación de Apil \ Ay durante la hidrólis is del 

MgATP, se encontró que el ApH es máximo en presencia de aniones 

permeantes (SCW, 	 SO:, MES), mientras que el Allf es máximo 

en ausencia de tales iones; esto está de acuerdo con estudios 

electrofisiológicos realizados in vivo (Per lin y col, 1984). 

111.2. Regulación de la WATPasa de la membrana plasmáLica. 

La producción y la actividad de la FrATPasa son reguladas 

durante el ciclo celular. En levaduras, conforme la célula se 

acerca al final de la fase exponencial de la curva de crecimiento, 

la actividad y la concentración de la ICATPasa disminuyen. Después, 

en la fase estacionaria, la actividad de la FrATPasa regresa a su 

nivel original (Goffeau y Slayman, 1981). 

Se conocen dos factores que activan a la FrATPasa de 

levadura; la glucosa y la acidez del medio (Serrano, 1983; brasca y 

Gancedo, 1987); en contraste, el etanol no tiene efectos (Serrano, 

1983; Schyrova y Kotyk, 1985). En levaduras ayunadas la glucosa 

activa rápidamente a la WATPasa, y el efecto se elimina al quitar 

la glucosa del medio. Esta activación se (wita con yodoacetato 
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'Jou 	4 ( 	n 	, 	 ) , 	La 	 p 	11),:11) 1 emerit" 

inLoraccin de al.gün componen ve IcLerada pat la ;iui:osa con el 

ex Lrotno c,-.1.rbox 11 o 1:.(...,rmin¿..1 1 de I 	 ( 	7 Pu r1 	, 	1991 ); 

esto ha sido apovado porque , 	 Indo ocurre una mutacWm en el 

extremo carboxílo Lermínal de la ATPasd (S)11A/T912A), las células 

pierden la habilidad de crecer ea glucosa y la ATPasa ya no se 

activa por (:ES L(3 monosacárido 	caso y Portillo, 1994) 

Por otro lado, la presencia da glucosa cn el medio incremenLa 

considerablemente. la síntesis de La 1IATPal:;a 1  aún cuando las 

características cinéticas de la enzlma no cambian (Rao y col, 1993) 

(Figura 3), Estos experimentos muestran que la glucosa regula la 

transcripción del gene PMAl. Adiclonalmente, la expresión del gene 

PMA1 depende del estado metabólico de la c6lula, ya que la cantidad 

de ATPasa es proporcional a la velocidad de crecimiento en 

diferentes fuentes de carbono (Sychrova y Kotyk, 1985). 

Se ha descrito que las secuencias UAS1 	y UAS2 mAl  se 

requieren para la expresión de PMA1 (Capieaux y col, 1989). Estas 

dos regiones son homólogas a UASpi,: , una secuencia concenso que 

controla la expresión coordinada de los genes de proteínas 

ribosomales. La transcripción de estos genes parece regularse a 

través de la glucosa por un factor llamado TUF/RAP1/GRF1. En el 

caso de la ATPasa, este factor de transcripción, probablemente se 

une fuertemente a UAS1 y UAS2 del PMA1 (Herruer y col, 1987; 

Capieaux y col, 1989; Diffley, 1992) controlando el crecimiento 

(traducción y transcripción), la glicólisis y la diferenciación 

celular. 

Probablemente, la glucosa genera señales que afectan la 

transcripción de varios genes que a su vez regulan la expresión de 

la ATPasa. Uno de estos genes es el APA1, cuya remoción ocasiona un 

defecto en la modulación que la glucosa ejerce sobre la expresión 

de PMA1, pero no tiene efectos notables sobre la expresión de genes 

regulados por TUF (García-Arranz y col, 1994 ) 

111.3. Estequiometría de la bomba de protones. 

La relación cinética entre la velocidad de transporte de H y 
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aumenta con la concontracL(Sn de prwunpll (t1 el Ht 1)wid, con una 

clnLica cit.,  primer (orden (S,indk,us ;laymíln y Slayman, 1982.; 

Zuckier, 1989). AL trabajar con veshmilas do N ('1. 1a se observó 

que la estequiomotría del prot--.6n tr¿Inslocadc) por ATP hi.drol Lzado es 

de 0.96 (Perlin y col, 1984). Valores :_Limilares fueron obtenLdos 

con vesículas provenientes de Ipvaduras (Malpartida y Serrano, 

1981). 

En la WATPasa de levadura, ü observó Cjno ei 	 uniCm 

para los protones 	no acepta dk»ut(..,riones. Por otro ludo, la 

capacidad hidrolí tica de la enzima se ve poco afectada, ya que la 

velocidad de liberación del Pi es sLmilar en presencia clk. H,0 o de 

D)O (Kotyk y col, 1990). Estos resuLtados indican que la hidrólisis 

del ATP 1 el transporte del protón se pueden desacoplar. 

111.4. Ciclo de reacción. 

Como todas las P-ATPasas, las II ATPasas alternan entre dos 

estados conformacionales durante su ciclo catalítico y forman un 

intermediario fosforílado (F:i.gura 4). Para comprender el mecanismo 

de acción de estas enzimas se requiere dilucidar el mecanismo por 

medio del cual se acoplan la hidrólisis del ATP y la translocación 

del ion. A continuación se describen los pasos mas importantes del 

ciclo catalítico, 

111.4.i. Primer paso: unión ATP/enzima. 

Inicialmente se unen el protón, el Mg y el ATP al sitio activo 

de la ATPasa, cuando ésta se encuentra en la forma 	El análisis 

cinético ha revelado dos tipos de comportamiento: en K lactis, S 

pombe y S cerevislao, la velocidad de formación del producto (Pi) 

y la concentración de MgADP es una función hiperbólica que no 

muestra cooperatividad. En contrasUe, en N crílssd la velocídad de 

hidrólisis es una función siqmoide de [a concentración de Mg-ATP, 

10 
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osl:ado tenso (1) y un ca_adu 1.1djallo (k) 	L úll 	J con mayor 

afinidad para el su3t.raLo. La n)operalividdd en eshls Al (Sas ha 

sido jnterproLada de la siquionte manera: 

a) La enzima poseo dos o ia,is Idtíos caLaiaicos 

interactúan cooperativamonto (13owman, I983b). 

b) La enzima puede exjsLir cu múltiples estados 

conformacionaLes que catalLzan Id hicirátisis del. Mq-ATP por: vías 

paralelas (Kholand y Hammes, 1986). 

c) La enzima presenta varios estados conformaciona Les con 

diferentes afinidades para (4 A'il)-Mq durante el ciclo catalítiro 

(Teruel y col, 1987). 

d) La unión del Mg 2 ' (como parte del sustrato), a la enzima 

monomérica ocurre sobre dos sitios de fijación con diferente 

afinidad, lo que produce cambios en las propiedades de la enzima. 

Cuando el magnesio se une al sitio de alta afinidad (Kd-1-20 UvI) 

la ATPasa se activa, y se inhibe cuando el magnesio ocupa el sitio 

de baja afinidad (Kd=0.4-3.5mM) (Ahlers y col, 1978; Amory y col, 

1982; Hubbard y col, 1985; Kholand y Hammes, 1986; Guerra y col, 

1995). Esto puede resultar en valores del coeficiente de Hin por 

encima de 1.6 (Brooker y Slayman, 1983b) que son interpretados como 

cooperatividad. 

La interacción de la WATPasa de N crassa con vanadato apoya 

el primer modelo. En una estructura dimérica, la estabilizacián de 

la forma relajada por un ínhibidor debe estimular la actividad a 

bajas concentraciones e inhibirla a altas concentracines, con una 

disminución en el coeficiente de Hill (Cantor y Schimmel 1980). 

Esto mismo sucede cuando la H'ATPasa se inhibe con vanadato, 

disminuyendo el coeficiente de Hill a 1.04 (Bowman, 1983a). 

Adicionalmente, los estudios de inactivación de la ICATPasa por 

radiaciones de alta energía apoyan la idea de un modelo oligomérico 

para la enzima. El peso molecular encontrado en este estudio fu é de 

230 kDa (Doman y col, 1985) lo que sugiere que la WATPasa se 

encuentra asociada en dímeros en la membrana plasmática. En 
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(Goonnaht:igil 	f.-1‘. 	 1086 ) , 	rub,11 1 	 , 	(-()111(.) 

FUATPasa de N cras...;,,..? (y.10 fonnim 	 y 11111 ti' 3 i.1 - 11 II 	 ¿:.1 	i 

en su actividad (Bowman y col., 19B._3a; Hrooker y Slayman, 1983b) y 

por otro lado, otras 1-1'ATPasas, CO;!LO LA de 11-uyvromy7os lactjs 

la de Saccharomycos corevisjae, que son mouomrícas, lo cual se 

refleja en su cinética hiperbólica de actividad (Guerra y (mis, 

1995). 

Con respecto al número de sitios para el MgATP en la enzima, 

se ha encontrado un solo sitio utilizando análogos del Mg-ATP como 

lo es el Terbio-FormicIntrifusfato (Tb-PTP) o compuestos de 

fotoafinidad como el 2-azido ATP (Ronjat y col, 1987; Davies y col, 

1990). El Tb-FTP se une a la enzima con gran afinidad con una Kd= 

1 pt.M (Ronjat y col, 1987). Un inconveniente es la insolubilidad de 

estos reactivos a concentraciones inilimolares, lo que dificulta la 

determinación de un probable sitio de baja afinidad. 

III.4.ii. Segundo paso: fosforilación de la WATPasa. 

Una vez que la enzima tiene al II' y al Mg-ATP en sus sitios de 

fijación, ésta se fosforila en un residuo de aspártico (D378) y 

libera al ADP. Con "P se ha detectado un íS-aspartil fosfato 

esencial para la función (Dame y Scarborough, 1981; Amory y col, 

1980; Foury y col, 1981): cuando el aspartato que se fosforila se 

sustituye por treonina en la 14. -ATPasa de levadura o en la Ca'' 

ATPasa de retículo sarcoplásmico, se inactiva el transporte del ion 

(Portillo y Serrano, 1988; Ivlurayama y Mc Lennan, 1988). 

III.4.iii. Tercer paso: transición de El  a E2. 

En ausencia de ATP, la H'ATPasa se encuentra en la forma E t , 

mientras que la proporción de la conformación E2  aumenta durante la 

hidrólisis del ATP (Amory y col, 1982). El cambio entre la forma 

El  y la E7  se detecta por la diferente sensibilidad a proteasas. 

En la conformación E" la tripsina corta cerca del extremo N-

terminal (lis-24, lis-36, y arq-73) produciendo un 0W:ido de 



91,Ciú0 Da (Ad(iln ctrb 
	 1 	1'3 11 iLl; 

Mandala 
	 1 9u3), 	ld ('¡-.)ni(wmaci:)n i 	((:un 	 r 

1.1(4'), 	eY.trt?illa uu1 	 :;t! 11,1cL, 	auciHU1(, 	la 

tripsina, mionLre-t.,-; quo el. 	1 .1, 41n0 	 revcdündo 

J11 nuevo GiLio cte rompimiento en la 1000; admis, en CSLdS 

condícions se observa mayor aUnidad a a ri Lic e tpos específicos 

para el extremo C-Lorminal (MandalI y Slayman, 1988). 

III.4.iv. Cuarto paso: libordcián del pro1,6n. 

El protón que se une a la Corma E en la superficie interna 

de la membrana (F1'•Ec---P), es liberado por la forma E. (H.  H-1)) hacia 

el exterior. EsLudLos sobre el gradLenle de pll, a Lrav6s do la 

membrana plasmática de N crassa, muoslran diferentes va lores de pKa 

para el protón en ambas superficies (Sanders y col, 1981). Los 

valores obtenidos fueron un pKa- 5.41• en eL lado intracelular 

(pH=7.2), y un pKa= 2.9 en el lado extracelular (pH=5.0). De estos 

datos se concluye que, en condiciones de reposo, el sitio de unión 

se encuentra libre de protones en ambas superficies, y se protona 

sólo al presentarse un cambio de pH en el lado citoplásmico 

(Sanders y col, 1981). 

La transferencia de carga a través de la membrana es 

dependiente de voltaje y se asocia con la transición El—P a E2-P 

(Slayman y Zuckier, 1989). La fosforliación de la enzima en el 

sitio activo la convierte en la forma energizada que le permite 

adoptar una conformación diferente para el transporte del protón. 

En N. c.rassa esto ocurre a una velocidad de recambio de 3,000 a 

30,000 seT1  (Slayman y Zuckier, 1989) y para S. pombe de 9,200 sec-1  

(Amory y col, 1982). Estas velocidades son mas grandes que las 

encontradas para las ATPasas de mamíferos (la Na1/1C- ATPasa y la 

Ca2 -ATPasa) cuyos valores se encuentran por debajo de 300 sPg.' 

(Chapman y col, 1983). Estos valores posiblemente indiquen que, 

dependiendo de cada especie, hay diferencias en e] mecanismo de 

transporte del ion o protón. 

111.4.v. Quinto paso catalítico: hidrólisis de la unión E14-P. 
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del fosfato, que mantiene a la enz Lula " congelada " en La Lola]," 1.1»VO:  

IV. Purificación y estructura de la IIATPasa. 

La LUATPasa de la membrana plasmática ha sido purificada de N 

crassa, S cerevisiae y S pombe ( 13owman y col, 1981; Malpartída y 

Serrano 1981; Kholand y Hammes, 1986; Dufour y Goffeau, 1978). Los 

métodos de purificaci6n involucran la solubilización de las 

membranas plasmáticas por detergentes (lísolectina o desoxicolaLo 

de sodio) y purificación de la ATPasa por centrifugaci6n en 

gradiente de sacarosa o glicerol. Las preparaciones mas activas 

tienen actividades específicas entre 23 y 35 lamolesemin-'•mg prot' 

(Smith y Scarborough, 1984; Dufour y Goffeau, 1978). En casos 

aislados, la actividad reportada ha sido hasta de 98 Itmoles. 

prot'l  (Bowman y col, 1981). 

IV.1 Estructura primaria de la WATPasa. 

La • WATPasa purificada está compuesta de una sola cadena 

polipeptídica con un peso molecular promedio de 100,000 Da (Addison 

y Scarborough, 1981; Bowman y col, 1981; Dufour y Goffeau, 1978; 

Malpartida y Serrano, 1981). No hay evidencias de que la enzima 

contenga carbohidratos o polipéptidos de bajo peso molecular 

asociados (Vai y Popolo, 1986), como ocurre en el caso de las 

ATPasas de Na/K' 	(Scarborough y Addison, 1984; Serrano y col, 

1991). 

La estructura primaria de las HATPasas de diferentes 

hongos ha sido obtenida por técnicas de biología molecular (Serrano 

y col, 1986; Hager y col, 1986; Wach y col, 1992). Los anticuerpos 

policlonales dirigidos contra la WATPasa de N crassa o de S 

cerevisiae muestran una fuerte reacción cruzada con la enzima de S 

pombe (Val y Popolo, 1986). Cuando los anticuerpos contra las 
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La 	ti ATPasa de honqos 	y 	1 OVdr.lt1rdS pos 	 pcnci()n 

hidrofóbica inserLada en la membrana plasmáLica, y una gran 

porción hidrofílica elLoplásmica (NakamoLo y Slayman, J989). En N 

crassa y S corevislae, el polip:TLido aLlayi(.va la mmbrand 

plasme tica ocho o diez vecs, con pocos residuos expuesLos en .La 

superficie externa (Figura 5). Las secuencias de los segmentos que 

atraviezan la membrana de 	cru¿mismos dis[LnLos han sido 

alineadas y comparadas entre sí (Nakamoto y cot, 1989). El segmenLo 

I transmembranal contiene el glutamato-129, al que se c 	ha 

adjudicado un papel funcional en la ruta por donde pasa el protón 

a través de la membrana (Tabla 'II). Sin embargo, la participación 

del gluLámico se encuentra en duda debido a que su reemplazo a 

glicina por mutación dirigida (Inciso V.3), no modifica la 

actividad (Serrano y col, 1991; Rao y Slayman, 1992). 

La mayor parte de la cadena polipeptídica se encuentra en el 

citosol, y contiene varios fragmentos importantes: el extremo amino 

terminal (formado por 115 residuos) y dos asas, una de 130 

aminoácidos y otra de 300 residuos (Ghislain y col, 1987). El asa 

de 300 resíduos contiene el sitio de fosforilación, por lo que se 

piensa que está involucrada en la unión e hidrólisis del ATP (Tabla 

IV). Este segmento corresponde a la región mas conservada entre las 

P-ATPasas. 

La posición de los extremos amino y carboxilo terminal han 

sido definidas (Nakamoto y col, 1989; Rao y col, 1991). Tanto en N 

crassa como en S cerevisiae los extremos amino y carboxilo terminal 

se encuentran en el lado ciloplásmico de la membrana (Mandala y 

Slayman, 1988; Hennessey y Scarborough, 1990). 

IV.3. Aspectos Genéticos de la irATPasa. 

Ulaszewski 
	

col (1983) aislaron una mutante alélica de S .  

1 	1; 
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So 	ha copqm.ub¿Idu que el ge.111() 	 a 1. pa a la 	[11 I ¿I 

(Serrano V COlt 1986), Adícinualmenl e, se 11 -1 lescriLo el gene pirra 

en 5. crovi3iae y se ha propuesto que tamhín codifica para una 

ATPasa de membrana con 947 residuos. En condiciones fistológixas 

no se han encontrado producLos de expresión de este gene (Goffeau 

y col, 1991), sin embargo, cuando se elimina pmal se expresa pma2 

(Supply y col, 1993a). La ATPasa codificada por pina 2 apoya las 

funciones celulares al igual que la ATPasa del pmal (Supply y col, 

1993b).El gene pmal de S. cerevisiao mapea en el cromosoma Vil, muy 

cerca de leul (Ulazewski y col , 1987b), el pmal de 5. pombo mapea 

en el cromosoma 1 (Ulaszewskl, 1986) y el de N. crassa en el brazo 

izquierdo del cromosoma 1 (Mayer "S
í col, 1986). 

El gene penal ha sido clonado mediante inmunoselección de una 

genoteca de expresión (Serrano y col, 1986; Hager y col, 1986; 

Addison, 1986). El gene pmai de S. pombo fue aislado por 

hibridización con el gene de S. cerevisiae (Ghislain y col, 1987). 

El gene de N. crassa contiene cuatro intrones, mientras que el de 

S. cerevisiae no contiene ninguno. Este gene presenta un alto grado 

de similitud en ambas especies (74%). En N.crassa l  S.cerevisiao y 

S. pombo, pmal codifica para proteinas con 920, 918 y 919 residuos 

de aminoácidos respectivamente. La WATPasa de N. crassa (920 aa) 

tiene un peso molecular de 99,886 Da, lo que concuerda con el peso 

molecular estimado por electroforesis en gel de poliacrilamida 

(100,000 Da)(Goffeau y Slayman, 1981). 

En N crassa, la WATPasa se sintetiza en el retículo 

endoplásmico rugoso y las modificaciones postranscripcionales son 

mínimas : ruptura de la rnetionina del amino terminal y acetllación 

de la segunda alanina (Aaronson y col, 1988). Esto implica que no 

se requiere de una secuencia líder, sino de sedales internas en la 

secuencia, para su incorporación a la membrana. inyectando RNAm 

truncado a ovocitos de Xenopus icvi se ha deLerminado que las 

primeras asas que cruzan la membrana podrían funcionar como señales 
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y. Estudios de la relación 0:Atruclura-función de la WATPasa 

de hongos y levaduras. 

Para explicar el mecanismo (P:,  ,ción de la 117~a, so 

requiere conocer la localización y la composición de.!. sitio de  

unión para el ATP, el camino que s :1. q no el protón para cruzar la 

membrana y el mecanismo de acoplamienLo entre ambos procesos. Paro 

definir la relación espacial eviLre direrenLes amínoácidos 

funcionalmente esenciales mediante di fracción de rayos x, se 

requiere de cristales puros de la enzima. Esto ha sido posible con 

diversas proteínas solubles, pero solamente unas cuan Las enzimas de 

membrana han sido cristalizadas lo porina de la membrana externa 

de E coli (Garavito y Rosenbusch, 1986) , la bacteriorodopsina 

(Henderson y col, 1990), el complejo de proteínas del centro de 

reacción de Rhodopseudomona viridis (Deisenhofer y col 1984) y 

recientemente, la ATPasa mítocondrial (Abrahams y cols, 1994). 

La modificación química específica de diversos aminoácidos se 

ha utilizado para analizar el mecanismo de catálisis en la ATPasa 

de protones de los hongos (Tabla V). 	Estos estudios han sido 

complementados con estudios de mutagenesis dirigida, cambiando 

aminoácidos considerados como impoptanLes para la función de la 

enzima y analizando las modificaciones en diversas actividades. Aún 

cuando estos estudios no dan una idea exacta de la estructura 

tridimensional de la proteína, sí indican quó aminoácidos 

participan en una misma función y por lo tanto interaclulan entre sí 

en la enzima nativa. 

A continuación se analiza la información sobre los aminoácidos 

identificados como importantes para la actividad de las H'ATPasas 

de los hongos. Los hemos agrupado de acuerdo a su función en la 

enzima, como por ejemplo: la fosforilación de la enzima, la unión 

con el ATP o la activación por glucosa. discute la posibilidad 

de que existan dominios especializados en cada uno de los pasos 

catalíticos o en otras funciones como el control de la actividad. 
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Se ha observado que la 1;k-, nsil 	 d 	td enzima al vanadalu 

disminuye cuando se producen Las sLquientes nu 	(Vigura 6): 

T231G (Portillo 
	

Serrano, 1989), R2 50T (Gaffeau y deMcLs, 1990), 

G268D (Ulaszewski y col, 1986; 1987a; Ghislain y col , 1987; Goifeau 

y de Meis, 1990) , 5368F (Perlln y col, 1989) , A608T (Ulaszewsky y 

col, 1983), P640L (Mc Cusker y col, :1.987) y parcialmente C376L 

(Portillo y Serrano, 1989) . Todos es Los aminocidos se encuentxan 

en las asas citoplásmicas mil-mili 7 m1V-mV. Por otro lado, en el 

asa 	mIV-mV 	las 	mutaciones 	D378E/N, 	K3790 	confieren 

hipersensibilidad al vanadato. D378 es el residuo que se une 

covalentemente al fosfato en la enzima nativa (Portillo y Serrano, 

1989). 

En el ciclo enzimático se forma un intermediario E21 al 

hidrolizarse el ATP. Las mutaciones que inhiben la formación de 

este intermediario son: D226N, D634N y D730N, éste último de 

localizaci6n intramembranal (mVI). Puesto que todos estos 

aminoácidos son acidícos, se ha propuesto que forman un 

microambiente ácido que favorece la hidrólisis del ATP y por lo 

tanto deben estar muy próximos entre si (Serrano y Portillo, 1990). 

Por otro lado, E233Q resulta en un aumento de la formación del 

intermediario fosforilado de la enzima. 

En resumen, el sitio de unión del fosfato a la enzima se 

encuentra en las dos primeras asas citoplásmicas mil-mIII y mIV-mV. 

Las mutaciones que modifican la afinidad por el anión sugieren que 

hay una geometría específica que vale la pena explorar y que debe 

albergar la estructura del vanadat:.o o del fosfato en estado de 

transición (Bowman y Slayman, 1979). 

Por otro lado, las reacciones de fosforilación y 

desfosforilación de la enzima requieren de aminoácidos cargados, 

principalmente negativamente, que están distribuidos en estas dos 
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V.2. Sitio do Hjaciju p,u'a ei 

Hay diferentes mcdifii()nes do la IUATPaa ciEw 	u 

cambios en la interacci6n con ol AiM o el ATP (PortiLlo y Serrano, 

1989) (Figura 7): La interacción con el fosfdLo gamma del ATP se 

modifica cuando se mutan D378 (Portillo y Sorrano, 1982), K474 y 

D634 (Poi:IA.110 '7 Serrano, 1989). Los residuos Anportuntes para la 

interacción de la adenina con la enzima son D534, D560, D638 

(Portillo y Serrano, 1988), A547 (Cid y Serrano, 1988) y A608 

(Ulaszewsky y col 1983; van Dyck y (ol, 1990). La mutación T\6 08T 

aumenta la Km para el ATP y confiero resistencia al vanadato (ver 

inciso V.1). Por último, D534Q, D560N y D638N modifican la 

especificidad de la ATPasa para los nueleótidos y son letales para 

la célula (Portillo y Serrano, 1988). 

El sitio de unión al nucle(Aido también ha sido estudiado 

evaluando la protección ejercida por el ATP y el ADP contra la 

modificación de aminoácidos por reactivos específicos. Por ejemplo, 

la NEM, que reacciona con cisteínas (Tabla V), inhibe a la H'ATPasa 

de N crassa (Brooker y Slayman, 1982), pero el MgATP (sustrato) o 

el MgADP (inhibidal; competitivo) protegen a la enzima contra la 

NEM. La protección por sustrato indica que al menos una cisteína de 

la FrATPasa se encuentra en o cerca del sitio activo de la enzima. 

Con "C-NEM se determinó que hay dos cisteínas marcadas (C545 y 

C532) (Brooker y Slayman, 1983a). C545 reacciona rápidamente con 

NEM sin pérdida de la actividad y no se protege por MgADP. C532 

reacciona mas lentamente con NEM, lo que resulta en inhibición de 

la ATPasa y su modificación puede ser evitada por la presencia de 

MgADP: por lo tanto, se sugirió que C532 está en o cerca del sitio 

activo y C54 5 no. Otro dato inVeresante, es que la reacción de 

estas cisteínas con un reactivo menos voluminoso, el metilmetano 

tiosulfonato (MMTS), no inactiva a la ATPasa, .1.o que indica que 

estas cisteínas no son esenciales para la actividad, y que la 

inactivacián por NEM debe resnitlar de un impedimento estérico en el 
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si :io activo 	(haypor'L 	 Hwe, ; 	i:d 	i yuiu , Prd9) 

Jn l 	[.[AnI 1sj 	K lacÉ i 	h 	1, 	 17 ile 	a 	I (11 	C 	; 

una míls que eii N (.77.t.,- - 	 K 1 .1 	, 	i di! 	j:ic.ii 	c1 	1 a ll/i.I asa  

de N crassJ I  la IroLección por MgADP es parelal Wiwrra , 
1 C 1. 

1995), Lo que sugiere que ei MgADP no protego d una do las Cis 

importantes para la funci6n. (GI:orra y col, 1995; Davenport y 

Slayman, 1988; Pardo y Slayman, 1989). Esta conclusión es apoyada 

por la secuencia de aminoácidos de la enzima de K lacLis (Miranda 

y col, 1995)-  en que se detecLa Un contenido y una disLribución de 

las cisteínas diferente a la de N crassa, 

La mutación K474G/R/H resulta en una enzima con actividad 

específica muy baja (Portillo Serrano, 1989) (ver este inciso 

y,2, primer párrafo). La importancia de es Le aminoácido se 

corroboró al observar que el isotiocianato de fluoresceína (FITC, 

Tabla V) reaccionó con K471 	produciendo una inactivación 

irreversible de la enzima (Pardo y Slayman, 1988). El MgADP protege 

parcialmente contra la inhibición por FITC, lo cual sugiere que la 

enzima tiene dos sitios de fijación para el FITC que resultan en 

inhibición; uno que se protege con MgADP (K474) y otro (no 

determinado) cuya reactividad no se altera en presencia del 

nucle6tido (Pardo y Slayman, 1988; Bowman y col, 1978). 

El fenilglioxal y la 2-butanodiona, que reaccionan con 

argininas, inactivan a la WATPasa de N crassa en una reacción que 

se inhibe con MgADP (Kasher, 1986). Se ha sugerido que la(s) 

arginina(s) se hace(n) inaccesible(s) por un cambio conformacional 

de la enzima inducido por el MgADP o que se encuentra(n) en el 

sitio de fijación del MgADP. Aún no se ha determinado cual es la 

arginina reactiva, pero pueden ser dos, ya que la estequiomeLría de 

la reacción indica que son necesarios dos moles de fenilglioxal por 

cada WATPasa para producir 10(n de inactivación (Kasher y col, 

1986). 

El dietilpirocarbonato (DEP) (Tabla y) reacciona con residuos 

de histidina a pH neutro o ligeramenLe ácido, inhibiendo a la 

FrATPasa (Morjana y Scarborough, 1989). Hay una estequiomeLría de 

ocho histidinas modificadas por molócula de enzima , pero sólo una 
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estar denlra o cerca del sitio 	 nue_eáLido (Holjana y 

Scarborough, 199). 

Los experimentos anLerlors indi eta1i que la inLera(2ci6n de la 

ATPasa con los nucloótldos de adenosina (ATP o ADL) se lleva a cabo 

en la segunda asa citoplásmica (mIV-mV) (Srrano, 198a; Rao y col , 

1989). La reaetividad a compile Los apolars como la NI sugiere que 

este sitio tiene dominios hídrofaicos importantes (Pardo y 

Slayman, 1989; Guerra y cols, 1995). Además, el sitio de unión con 

el nucleótido debe interactnar con ni slLio de Vosforilación, al 

menos durante parte del ciclo catalftico (duranLe la transferencia 

del fosfato del. ATP al D378) por lo que, al menos temporalmente, 

ambos sitios deben estar muy próximos entre sí. 

V.3. Segmentos transmembranales. 

La WATPasa catalina el movimiento vectorial de protones del 

citoplasma al exterior de la célula. El paso del protón a trav6s de 

la membrana hidrofóbica debe llevarse a cabo en el seno de los 

segmentos transmembranales de la enzima (Nakamoto y col 1989). De 

especial interés son los aminoácidos polares que se encuentran en 

la zona hidrofóbica de la membrana, ya que éstos podrían participar 

en la formación de un canal de protones a través de la membrana 

(Figura 8). 

Las mutaciones de los carboxilos embebidos en la membrana 

tienen diferentes efectos: D730N (mVI) es letal, e inhibe la 

desfosforilación de la enzima (Portillo y Serrano, 1989). D833A 

(mIX) también es letal (Portillo y col, 1989). Otras mutaciones 

resultan en una enzima normal, estas son: D14 3N (mi') (Portillo y 

Serrano, 1989), E703Q (mV) y E803Q (mV111) (Portillo y col, 1989). 

El gluLámico 129 (mi) se encuentra conservado (.santo en las 

WATPasas de los hongos como en P-ATPasas de plantas superiores (A 

Lhaliana) y de protozoarios (L donovaní) quo están encargadas de 

transportar protones 	(Wach 	col, 1992). El estudio de este 
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Irdj1J); 	i n 	mb(itH(..), 	la 

muLaci()I1 E1290/f\ no aCeeld a la 	nz 	1; u ha 111.,7,1do a 

proponer que el aminoácLdo 	(s 	 la íuni'ián y que 

la inhibLeión por DCCD se debe a hulp, _,dime.nto estj2rico. 

El 	EI:LX? (Tabla V) reacciona con CaTbOXi .i .Os hiIl .Lh .LO11dO a la 

WATPasa de manera irreversibL(-, 	dcpendienLo de p11 (Addison y 

Scarborough, 1986). En presencia (le vanadato, la inhibición por 

EEDQ es sensible a Mg-ATP, pero no a MgA0P, por lo que se ha 

sugerido que el carboxilo reactivo se oculta cuando la enzima se 

encuentra en la conformación E. .J pKa de este carboxilo es 

anormalmente alto, con un valor cercano a 7, 10 que indica que 

posiblemente se encuentre en un amh:i.ento hidrof6bico (Addison y 

Scarborough, 1986). 

Otros aminoácidos de la H'ATPasa asociados con la membrana, 

cuya mutación ha dado lugar a un fenotipo son : GI580 (milL), que 

resulta en desacoplamiento entre la ATPasa y el bombeo de protones 

(Perlin y col, 1989) y P355A, que produce una disminución de la 

actividad de la ATPasa y que es letal para la célula (Portillo y 

Serrano, 1988). Otras mutaciones letales que aún no han sido 

totalmente caracterizadas son: A8135 (mVIII), G8145 (mVIII), P815A 

(mVIII), 18345 (mIX) e 18355 (mIX) (Portillo y col, 1989). 

El asa que conecta mI y mII se encuentra en el lado externo 

de la membrana plasmática y está formada por los aminoácidos 135 a 

144. 	Las mutaciones en esta asa (por ejemplo, L138Y/A, D143A y 

F144A, o la adición de una S entre L138 y 5139) resultan en cambios 

en las propiedades de la enzima que incluyen disminución de la 

actividad e inhibición del paso del protón a través de la membrana. 

Se ha propuesto que la alta sensibilidad a mutaciones de esta 

región se debe a que hay requerimientos de rigidez importantes para 

mantener la conformación de los segmentos mI y mil en la ATPasa 

(Seto-Young y col, 1994). Otro dato intresantle con respecto al asa 

mI-mIl es que las mutaciones en esta zona tienen efectos a 

distancia sobre los dominios ri.nvolucrados en la hidrólisis del ATP 
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(Monk 7 col, 19)). 

Las mutaciones do t 	11 ir1),)sd: S'2,GHV (d(1 n 	 lYd miV- 

mV), 	.,-J35V( 	ml) 
	

t. 7 
	 (ml 1 ) 	tuL 	1 tHai 	1 	t 	en(' a 	a 

higroicina h e inhabilidad pard (wt,c,,:.. r a bajo pH. 	detecic.)s 

Ç1€. la ATPasa son correqido, 1ot(11 u pernio iHit i. , p()!: mu1 acLone 

secundarias que cambian dilevenles aminocLdos dLsLribuídos a 

través de la misma ATPasa. Est.a roverlant.s in1ra0n1cw-; han dado 

información sobre la interacc L6 OH L rereas do Ja Irol(“na lejanas 

en la secuencia primaria. Las muLacionel; secundarias que nevaron 

a recuperación de la función fueron: a) para A135V: V157F (mI T. ) 7 
‘1'  

L327V (rnIV); b) para G158D: F830S (mVT1) y parcialmente VI 27A (mI) 

c) las revertanLes de S368F esVán 10(111.zadds en mi: AL35S, 1133V, 

m11.: 1147M, C14BS, iiiIII : J.O8V y mV11: ¿828S y S836C, sugiriendo 

que hay interacciones entre el dominio de hidrólisis de ATP y el 

canal de protones. En resumen, hay mutaciones secundarias en 

diferentes segmentos de la membrana y dominios del citoplasma que 

revierten los efectos de mutaciones primarias en otros dominios de 

la enzima. Es lógico asumir que los aminoácidos mutados 

secundariamente a una mutación primaria deben estar cercanos al 

sitio de la primera mutación. Con esto se ha propuesto un modelo 

que predice las interacciones de los segmentos transniembranales 

entre sí y con el resto de la enzima ([igura 9) (Perlin y cols, 

1992). 

En este modelo se observa que mi se encuentra rodeado por los 

otros segmentos, fuertemente unido al mi:[ debido al corto segmento 

que los une, y con mVIII, que probablemente esti unido a mil por un 

puente disulfuro (Yan y Maloney, 1995). Con este modelo, se puede 

proponer un mecanismo de acoplamiento entre: i) la hidrólisis del 

ATP, ii) la fosforilación reversible de D378 y iii) el transporte 

del 1-1. Este mecanismo sugiere que, durante la fosforilación 

(figura 9, conformación II) y defosEorilación (Figura 9, 

conformación I), la profundidad de la inserción en la membrana de 

mi, mII y mVIII se modifica debido al cambio en la estructura 

tridimensional del primer dominio ciLoplásmico (no mostrado en la 

figura) moviendo los residuos que probablnmenLe esttml involucrados 
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El 1,,sl_j;,amienta de 1,1: 	1i1~mbrdn¿li 	did (Vd111q(irLdr 

so Lutos ha sido ilupuPst o 	t 	(1(10 e 	trri t ul j purt adui (1(  

Glucosa -6 -Pl (ext ) por l'así d Lo ( I nt ) 	phi cado en la Imuhr and (.1( 

Escherichid coi'. UhpT tiene dore se(imenLos Lldnsmembrdndles. Hl 

segmento mVIT fue mutado pdrd 	conluvieso un solo residuo de 

cisteína en todas las posicionos poL-;Ibles. Da cada mutante se 

tomaron células intactas o vestí culis da polaridad invertAda y se 

adicionó un reactivo impermeanLe para Cis. (-_) observó que la 

accesibilidad de los residuos ubicados en el centro del segmento 

mVII de UhpT cambiaba dependiendo de la presencia del sustrato 

glucosa-6-tosfaLo (Yan y Maloney, 1995). De estos resultados sc,  

propuso que el segmento mV1I de Uhl suire cambios grandes en su 

posición en la membrana y al cal:lanzar el transporte de glucosa-6-

P, En la figura 9 se usan estos datos para ilustrar un posible 

mecanismo para la translocaci6n de U en la WATPasa de los hongos, 

tomando en cuenta el patrón de interacciones entre segmentos 

transmembranales descrito por Perlin y cols (1992). 

V.4. Segmentos amino y carboxilo terminal. 

Ambos extremos de la proteína son hidrofilicos y ambos se 

encuentran del lado del citoplasma. En el extremo amino terminal de 

la proteína se han llevado a cabo diversas mutaciones (Figura 10): 

se ha observado que se pueden eliminar los primeros 27 aminoácidos 

y la actividad aún es normal. En contraste, la eliminación de los 

primeros 61 aminoácidos es letal (Portillo y Serrano, 1989). Dos 

mutaciones, D91T y E92K, generaron una actividad sensible a 

temperatura (Cid y col, 1987a). Se requerirán mayores estudios para 

poder dilucidar cual es la función de este segmento. 

El carboxilo terminal (Figura 10) es un dominio inhibitorio 

que interactúa con el sitio de unión 	para el ATP y está 

involucrado en la modulación de la actividad de la ATPasa por 

glucosa. Se han identificado al menos dos regiones diferentes que 

participan en esta regulación: la primera región se encuentra en la 

zona de los aminoácidos 5899 y E901; las mutaciones en esta zona 
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ha ubicado alr dedor de H909 y 
	

mut(7ink,  eliminan tOS 

(focLos de la glucosa sobn' 
	

Vinaz. ACin 	necearío deLimiLar 

adecuadamente eLos sitios, 	 Lipiwn (41,(t 

mixtos (H1-aso y PorMlo, 1.))-1). LaS 	 esLudl,tdas en el 

carboxilo terminal son: 58990/A, 1 90.1A/c), 1)902S, V903R, M904A, 

1912A/D A905sLop (18 aminoici.dos) y Q908sLop (11 aminoácidos) 

(Figura 10) (Portillo y cois , 1989). 

VI. Sistemas de expresión de la HATPasa modnicada por 

mutagénesis dirigida. 

Ha sido dirícil lograr un buen ssLema de expresi6n para la 

WATPasa mutante debido a su car(Icter esencial (Serrano y col, 

1986). Por ello se han desarrollado otros sistemas para obtener 

ATPasa modificada y poder estudiarla una vez aislada. Portillo y 

Serrano (1988) diseñaron una estrategia en que la expresión del 

gene silvestre de la LUATPasa de S corovisiae queda bajo el control 

del promotor de la galactosa cinasa (Gall), y se introduce un 

plásmido (pSB32) que contiene a la ATPasa mutante que se desea 

estudiar bajo el control del promotor pmal (Portillo y Serrano, 

1988; Cid 	col, 1987a). En el medio con galactosa, las células 

crecen adecuadamente y contienen ambas ATPasas. Una vez que se 

cuenta con suficientes células, se elimina a la galactosa del medio 

y se adiciona glucosa, Esto inhibe la producción de la WATPasa 

silvestre, mientras que la WATPasa muLante continúa produciendose 

(Figura 11). 

Este sistema de expresión, sin embargo, muestra algunos 

inconvenientes: 1) La FI ATPasa mutada está mezclada con la H`ATPasa 

normal de la membrana plasmática. 2) Al cambiar al medio de glucosa 

para inhibir el gene cromosomal, el crecimiento de la levadura 

continúa sélo si la mutante es funcional. 

Posteriormente se desarrolló otra estrategia para la expresión 

de la WATPasa en que la WATPasa mutada se incluye en un plásmido 

centrom6rico bajo control de dos promotores de choque por calor 

(pHSE-pma) (NakamoLo y col, 1991) (Vigura 12). Se us6 la cepa de 
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silvestre que permite el crecimieno normal. Cuando las células se 

cambian a un medio con glucosa a 37cC, el gene cromosomal silvestre 

se apaga y el aumento en la temperaLura enciende al gene mutado e 

inhibe la fusión de las vesículas de secrecl6n con la membrana 

plasmática. En consecuencia , estas vesículas se acumulan en el 

citosol (Nakamoto y col, 1991). Posteriormente, se aislan las 

vesículas que contienen la WATPasa mutante con la porción 

citoplásmica hacia el exterior, por lo que se puede medir el 

transporte de IV hacia el lumen de las vesículas, donde la 

acidificación puede ser medida con un reactivo fluorescente 

sensible a pH, Las vesículas contienen una cantidad sustancial de 

11-ATPasa recién sintetizada proveniente del plásmido (5-10% de la 

proteína total) y solo trazas de ATPasa silvestre, Además, no 

tienen ATPasa mitocondrial o fosfatasas. 

VII. Perspectivas. 

El estudio de la relación estructura-función de las P-ATPasas 

ha avanzado aún en ausencia de información cristalográfica sobre la 

estructura tridimensional de la enzima. 	En el futuro, será 

necesario obtener mejores cristales de la ATPasa de calcio del 

retículo sarcoplásmico, o de otras ATPasas, para poder asignar a 

cada aminoácido su sitio en la estructura tridimensional de la 

enzima (Inesí y Kirtley, 1992), 

De cualquier manera, el estudio de las I'-ATPasas de hongos y 

levaduras ha permitido grandes avances en el conocimiento del 

mecanismo de acción de estas enzimas. La posibilidad de aplicar las 

nuevas técnicas de biología molecular al genoma de los hongos y 

levaduras (Sherman, 1991) ha ayudado a avanzar rápidamente en la 

identificación de los aminoácidos importantes para la t'unción. Los 

nuevos sistemas de expresLón alterna permiten obtener las WATPasas 
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li'ATPasas 	1 don L. 1 LLcanCk) iis cdf; (h,  La puot. fiia que e-jercell 

funciones especí.ficas como SnH Id interacción con el sustrato, (il 

transporte del puoLón a Lravk",s de ia membrana y ei conLrol de la 

síntesis y de la actividad de la (_,nzima por glucosa. Es probable 

que en un futuro cercano se puedan probar mecanismos del 

funcionamient_o de las P-ATPasas sLmilares (o mejores) que el que 

proponemos aquí. 
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Tabla I. Caracteristicas de las ATPasas. 

I ipo 	(7ic 

ATPasas 

T)calizacLán Peso 

Mai. 

No. 

Subunidade 

Ac 	(,:u) 	limol 

Pi. inin-ling 	1  Snhibidor 

F ATPasa 

(F1fF0) 

mnocondrias 

cloroplastos 

bacterias 

, 

450-500 

kD 

- 20 

F1 3- 	8-13 

F,-3-6 

0.7-1,3 

011uomici 

na 

, 

V ATPasa vacuolas 

tonoplastos 

lisosomas 

endosomas 

granulos 

secretores 

Vesículas de 

Golgi 
. 

)450 kDa 8-10 

3-5 KNOt  

KSCN 

. 
P ATPasa Membrana 

plasmática 

100 kDa monomérica 

dimérica o 

trimérica 

1.5-4 Vanadato 
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TABLA II. Comparación de la sensibilidad a diferentes inhibidores 

de las ATPasas. (adaptada de Bowman y Bowman, (1986). 

Inhibidor V ATPasa FI/F,ATPasa P ATPasa 

Vanadato NI NI 1.0 

Azida de Na NI 30 NI 

Cloruro de 

tributiril 

0-0.6 0.01 0.6 

DCCD 0.7 0.3 8.0 

NBD-Cl 
, 

1.4 3.0 14.0 

TNP-ATP 10.0 6.0 100.0 

Quercitina 22.0 170.0 24.0 

N-etilmaleimida 50 NI 50.0 

Bafilomicina 0.5x10-' NI moderada 

KNO3  50 	(mM) NI NI 

Los valores son constantes de inhibición expresadas (excepto donde 

se indica) en concentraciones micromolares. Abreviaturas de la 

tabla: NI no inhibe; DCCD diciclohexilcarbodiimida; NBD-C1 4-cloro- 

7-nitrobenza-2-oxa-1, 3-diazol; KNO1  nitrato de potasio; TNP-ATP 

2'(3')-trinitrofeniladenosín-5'- trifosfato. 



Tabla III Comparación de segmentos transmembranales. 

Segmento I. 

ESPECIE SECUENCJA 

S cerevisiae EVATPasa KFVMVPVGPIOVVMEAAAILAAGEJSD 

N crassa 	HATPasa KFLGFFVVVGPIOFVMEGAAVCAAGLE 

Gástrica 	H/K`ATPasa ROLAGGLOCLMWVAAAICLIAFAIOASE 

E coli 	WATPasa RNPVMFIVWIGSLLTTCISIAMSGAMPGN 

37 

*4. 	fru. 	• 



Tabla IV. Comparación de secuencias. Sitio de Fosforilación. 

ESPECIE SECUHNCIA 

S corevisiae II ATPasa (365)ATESLAGVEILCSDKTG=KNKLSL 

N crassa H'ATPasa (36.5)ATESLAGVETLCSDKTGTLTKNKSL 

Gástrica 11'/ICATPasa (372)AVETLGSTSV1CSDKTGTLTQNRMTV 

E coli K' ATPasa (294)AVEAAGDVDVLLLDKTGTITLGNRQA 

Nota:D representa el aspar tico que se foslorila 

conservado en la mayoría de las especies. 

se encuentra 
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Tabla V Residuos modificados en N crassa*. 

Residuo 

modificado 

Inhibidor Protección 

por ATP 

Referencia. 

Lis 474 FITC sí 1 

Cis 532 NEM 

IAEDANS 

si 

- 

2 

cis 545 NEM 

IAEDANS 

no 2 

Arg* Senil glioxal 

butanodiona 

si 

no 

3, 	4 

Glu 129 DCCD no 5 

Glu/Asp EEDQ no** 6 

Histidina DEP si 7 

Adaptada de Nakamoto y Slayman, (1989). 1) Pardo y Slayman 

1988; 2) Pardo y Slayman 1989; 3) Di Pietro y Goffeau 1985; 4) 

Kasher y col 1986; 5) Sussman y col 1987; 6) Addison y Scarborough, 

1986; 7) Morjana y Scarborough, 1989.* Residuo de aminoácido no 

determinado.** Hay protección en presencia de MgATP y 

vanadato.Abreviaturas: N-etilmaleimida (NEM); Isotiocianato de 
fluoresceína (FITC); N,Wdiciclohexilcarbodiimida (DCCD); N- 
etoxicarboni1-2-etoxi1,21 -dihidroxiquinoleina(EEDQ); N-yodoacetil 

aminoetil-5-naftilamina-1 del ácido sulfónico (IAEDANS); 
Dietilpirocarbonato (DEP). 
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FIGURA 1. Síntesis y utilización del ATP en la c6inla. El ATP se 

sintetiza como resultado del naLabolismo celular, en procesos como 

la glucólisis, la fosforilación oxidativa y la fotosíntesis. A su 

vez, se utiliza para energizar la síntesis do mol6culas, la 

contracción muscular, la movilidad celular y el transporte de iones 

y nutrientes. 

FIGURA 2. Estructura de las ATPasas celulares, Las ATPasas son 

enzimas de membrana que constan de una región transmembranal y de 

una región soluble. a) F-ATPasa, constituida por tres proteínas de 

membrana y al menos cinco proteínas solubles en diferentes 

estequiometrías, con un PM de aproximadamente 450kDa; b) V-ATPasa, 

constituida por cuatro diferentes subunidades de membrana y cinco 

proteínas solubles, con diferentes estequiometrias, y un PM de 400 

a 700 kDa; c) P-ATPasa constituida por una sola proteína, con un PM 

aproximado de 100 kDa; d) P-ATPasa con subunidad alfa (100 kDa), 

beta (55 kDa) y gamma (11 kDa) (como en el caso de NaVK'ATPasa) y 

, e) P-ATPasa dimérica (como el caso de WATPasa de N crassa). 
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FIGURA 3. ConUrol do la activíadd de 1(1 HWITa::.1;a. La qlucosa entra 

por un cotransporL con proLoiD  un Un procc-so acLivado por una 

proteína sensora de azúcares (GG:7-;...11 y se •Lca nsfonfia de .inmediato en 

glucosa-6-fostato mediante IIPx)kLnasas (HK). l c.1 glucosa 6-fosfato 

estimula 	a una proteína kinasa (PK) de membrana que a su vez 

fosforila a la WATPasa activándola. En el núcleo, la glucosa-6- 

fosfato activa al promotor de la WATPasa mediante el factor TOP 

acelerando la síntesis de la ATPasa. 

FIGURA 4. Ciclo de reacción de las P-ATPasas. 1) La ATPasa en su 

conformación FI  se une a un protón situado en el citoplasma 

(interno; Hi) , a un magnesio y a un ATP. 2) El. ATP se hidroliza y 

la enzima (E1) queda fosforilada y proLonada. 3) Se lleva a cabo el 

cambio a la conformación E2  y el protón pasa al lado externo de la 

membrana plasmática (11:0). 4) Se libera el protón al medio externo. 

5). La unión fosfato-ATPasa se hidrolisa y la enzima queda como E2  

deprotonada. 	6) La WATPasa regresa a su conformación E. El 

vanadato se combina con la forma E2  y la NEM se combina con la 

forma El. En ambos casos, la 14 ATPasa se inactiva y queda 

"congelada" en estas conformaciones. 
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FIGURA u Modelo Lopológico d' la WATPasa de los hongos. Sc 

observan los die:; segmenLos tra11~m1JuanaLes, enumerados f a X a 

partir del extremo amino-Lerminal. Los segmentos solubles se 

denominan de acuerdo a su pnsLci6n con respecto a los segmenLos 

transmembranales. Los námeros indican la posición de cada residuo 

en el lado citoplásmico de cada segmento transmembranal. 

FIGURA 6. Mutagénesis dirigida de la región encargada de la 

fosforilación y defosferilacl6n de la WATPasa. En el diagrama se 

indica la posición de los residuos mutados usando abreviaturas de 

una letra. Las mutaciones fueron: D226N, T231G, E233Q, K250T, 

G26D, S368F, C376L, D634N, P640L, D730N. 

FIGURA 7. Mutagénesis de aminoácidos relacionados con el sitio de 

unión al fosfato, En el diagrama se indica la posición de los 

residuos mutados usando abreviaturas de una letra: S368F, C376L, 

D378N/E/T, K379Q, K474R/Q, D534N, A547V, D560N; A608T, D634N, D638N 

P640L, 
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FIGURA 8. HuLaglSnesis do aminoileidos 	la región L.u¿InlinbranaL de 

la 11-iVITa:ul. En e 1. diaglama se indl 	la posición de los resiluus 

mutados usando abreviaturas de una Mira: E129Q/L, D143N, G15 8D, 

P335A, E7030, D730W, E803Q, A813S, G814S, ?815A, D833A, 18345, 

I835R. mi segmento transmembranal uno. mX segmenLotransmembranal 

diez. 

Figura 9. Modelo que propone la ubicación y y el desplazamiento de 

los segmentos transmembranales de la WATPasa. La conformación I y 

la conformación II son producto del deslizamiento de las asas I, II 

y VIII en respuesta a los cambios conformacionales generados en las 

asas citoplásmicas mII-mIII y mIV-mV (no mostradas) por la 

fosforilación (conformación II) y desfosforilación (conformación 

I). Las interacciones entre los segmentos son las propuestas por 

Perlin y cols (1994). El deslizamiento de las asas ha sido 

propuesto para otros transportadores (Yan y Maloney, 1995). 

FIGURA 10, Mutagénesis de aminoácidos ubicados en los extremos 

amino y carboxilo terminal de la WATPasa. A. - Extremo 'amino 

terminal. En el diagrama se indica la posición de los residuos 

mutados usando abreviaturas de una letra: (A27) deleción hasta A27, 

(D61) deleción hasta D61, (P84) deleción hasta P84, (D91) A91)/, 

(E92) E92K. B.- Mutagénesis de aminoácidos ubicados en la región 

carboxilo terminal de la WATPasa: (Y873) deleción de 46 aa, (E901) 

E901A, (D902) D902S, (F903) F903R, (M904) M904A, (A905) deleción 

desde A905 (18 aminoácidos), (Q908) deleción desde Gln-908 (11 

aminoácidos). 
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FIGURA 11. Sistma de expri(-Tm Ut,  WATPasa.s muL,Intes descri o por 

el grupo de Sc71:ano. 	SINKmis ~Leal: provniente del (wite 

nativo PMA1 bajo el control doL promotor GALI. La Lranscripción de 

la HATPasa se inhibe al guitas' la cjalacLosa del medio mientras 

que : II) la síntesis de la ATPasa mutante contoni_da en ol plásmido 

PSB32 continúa. Al final so obtienen membranas plasmó ticas que 

contienen una mezcla de ATPasa nativa y ATPasa mutante. 

FIGURA 12, Sistema de expresión de IUATPasa mutante descrito por el 

grupo de Slayman. I). La síntesis de la FrATPasa dependiente del 

gene nativo PMAI, unido al promotor PGAL1 se inhibe al quitar la 

galactosa del medio. II), Simultáneamente, se eleva la temperatura 

a 37°C, con lo que se interrumpe la incorporacián de las vesículas 

a la membrana y se inicia la síntesis de la ATPasa mutante en el 

plásmido PHSE. La IPATPasa mutante se concentra en las vesículas 

secretoras que se acumulan en el citoplasma. La presencia de la 

FrATPasa nativa en las vesículas es casi nula. 

44 



irransportee 
aclivo 

Movilidad - 
celular 

Sir tesis de 
biornoléculas 

ConLraccián 
muscular 

fosforilación 
oxidat,iya 

C1:J(2(5i isis 

Arl'P 

FIG 1 



FIG. 2%. 

Citoplasma 

Espacio 
extrae& U lar 

Mal riz 

Citoplasma Lumen 

Citoplasma 

Espacio 
ex tracelu lar 



II I- ATPasa 
INACTIVA 

[... 

U+ATPaun 

ACTIVA . 
COTRANSPORTADOR 
PROTON/GLUCOSA 

Glucosa-6 -n 
ATI 

ADP 

FIG, 3 



E2 

 

	E2'}) 

  

lie E:2-J1) 

   

   

      

/VO4 

E2VO4 

P H20 Ile ' 

FIG. 4 

'Nig 	ATI' 

I.:1-1) Mg El 	  

NI4:V 

ATI) ,g 



NH3 

4" 690 

FL,  

< C< H H H H 
H H 

7.38 

H 

291 

H 

COO 

7 
17 

H 

63 

FIG.5 



S368 

C376 
D378 

K379 	K474 

0560 

A574 

P640 
D638 

D634 

A608 

FIG . 6 

FIG . 7 



P815 

G814 
A813 

FIG. 8 

1E~ 



VII 
	

IV 

1 	VIII 	II 

VII 
%.gma,t 

VI 
	

IV 

mX 

F903 

A905 
Q908 

Y873 

E901 

D902 

M904 

Conformación 
11 1111 

CiLopl is -nu 
LC.onformiteion 

„ir  

. Espacio -:_xtrace[ular 
VIII 

FIG. 9 

FIG.10 



I ' 1 I 

FIG . 11 

TIJ
( 



„ 

f's-•-• rit-- ' 	' NIONSCIENCE 
1[11111S  

ELSEVIER 	 Neuroseienee Letters 17(1 (1994) 239-242 

  

  

Sulfhydryl groups essential for the volume-sensitive release of taurine from 
astrocytes 

A. Martínez”, R.A. Muñoz-Clarest', a Guerra", J. Morán", H. Pasantes-Morales" 

qnstittne of Cell Physiology, b Faculty ().1.  Chemistry, Maicillo, University of Mesico, Main') City, Alesieo 

Reccived 16 March 1994; Revised version received 8 June 1994; Accepted 14 June 1994 

Abstract 
The volume-sensitive [31-1]taurine efflux from cultured astrocytes was round to be strongly ínhibited by the sulfhydryl group-

modifying reagent N-ethylmaleimide (NEM). This maleimide inhibited taurine effiux cvoked by 50% hyposmotic: solutions with un 
IC50  of 54 pM. The inhibition by NEM followed pseudo-first order reaction kinetics. A double log pIot of the pseudo-first order 

constant against NEM concentration gane a linear relationship with a slope of 1.2. The data are consistcnt with a simple bimolecular 
reaction mechanism in which one niolecule of NEM rcacts with ene sulfhydryl group per transpon unit. The inembrane-impermeant 
inaleimide derivative 5-cosin inaleimide did not affect the volume-stimulated taurine efilux. The sulfhydryl-modifying mercurial 
reagents mersalyl and p-chloro mercuribenzenesulfonate (0.5-1 mM) increased [31-11taurine effiux under isosmotic conditions and 
concomitantly decreased the hyposmolarity-evoked aux. The results demonstrate an essential requirement for sulfhydryl groups 
for the volume-sensitive taurine efflux. 
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Astrocytes respond to cell swelling elicited by exposure 
to hyposmotic solutions by art active regulatory process 
which restores cell volume despite the persistente of the 
hyposmotic condition [10]. This process is accomplisheel 
by the activation of transmembrane fluxes of intracellu-
lar solutes followed by osmotically obliged water. Osmo-
lytes involved in this process are the inorganic ions po-
tassium and chloride and organic molecules such as 
amino acids, amines and polyalcohols. Efflux of taurine 
as part of the adaptive response of astrocytes to swelling 
is well documented [11,15,16] but the mechanism in-
volved in this efflux is still unclear. There is evidence 
suggesting that it may be a diffusional pathway rather 
than a saturable, carrier-mediated transpon [20]. Based 
on the effect on taurine efflux of inhibitors of the anion 
exchanger, it has been suggestcd that this exchanger, 
presumably with Cl~ channel properties, may be in- 

*Corresponding author: Instituto de Fisiología Celular, UNAM, 
Apartado Postal 70-253, 04510, México D.F., México. 
Fax: (525) 622-5607. 

volved in taurine efflux [21]. Morcover, results of a re-
cent electrophysiological and pharmacological study in 
C6 glioma cells showing that taurine is translocated 
through a C1~ channel exhibiting the same sensitivity to 
blockers of the anion exchanger, strongly favors the sug-
gestion that an anionie channel may constitute the path-
way translocating taurine and possibly other organic os-
molytes during volume regulation in astrocytes [7], To 
gain insight into the nature of this pathway, the effect or 
biocking sulfhydryl groups with maleimides and organic 
mercurials was investigated as it is known that these 
groups are importantiy involved in other diffusional 
pathways [18]. 

Astrocytes were cultured from dissociated cerebella of 
8-day-old rats in 24-multitest dishes as prcviously de-
tailed [13]. After 2-3 weeks in culture, astrocytes were 
preloaded with [3H]taurine (1 pCi/m1) for 1 h in the cul-
ture medium. After loading, cells were washed two times 

min each) with isosmotic medium and subsequently 
incubated with the tested drugs at the concentrations and 
time periods indicated. The medium containing the drugs 
was Ellen removed and eas were incubated for 10 min 

0304-3940/94/S7.00 t 1994 Elsevier Science Ireland Ltd. MI rights reserved 
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in isosmotie medium and 10 min with 50 hyposmotie 
!Median]. 1sosmotie 'podium eontains in tur,\I: Ni( '1 1.35, 
ba-":1 5. Mg.S0., 0.6, Cael i, 1. 1.11,1>0., 1.7. glucose 
1-1EPES 10. The hyposmotie medium \vas prepared re-
ducint: 1.Nae1 eoncentration to tit) tit m. At the ettel or the 
experiment. radioactivity in the colieeted fractions and 
that remainittl.,1 in cells \vas ineasured by scintillation 
speetrometry. Results are expressed as fractional release, 
i.e. the radioactivity in fractions as the pereent of' total 
radioactivity in the eells at the start oí the experiment, 
excludint: the washing period. Measurements of cell vol-
tune were performed using trypsinized astrocytes by elec-
tronic sizing, in a Coulter countcr coupled to a Channel-
izer. as previously described [17]. Apparent first-arder 
rate constants for the inhibition by the drugs oí taurine 
efflux were calculated by nonlinear fits of the experimen-
tal data to a single exponential equation (E/E„)1 00 = 
using the non-linear regression analysis program or 
Leatherbarrow (ENZFITTE1, Elsevier, I3IOSOFT), 

Astroeytes superfused with isosmotic medium, release 
[1-1]tattrine at a rate of' 1.14 ± 0.12% per min. Superfu-
sion with medium of reduced osmolarity (50%) leads to 
a rapad and large increase in taurine release of about 20 
times the basal efflux. This increasecl efflux inactivates 
shortly after, clespite the persistence of the hyposmotic 
conditions [15]. At the end of the inactivation phase, 
astrocytes have released 60-70% of the pre-loaded 
[31-11tattrine (Table 1). 

The effect on taurine efflux of sulfhydryl-moclifying 

Table 1 
E1Tect of mercurial reagents and maleimides on taurine efilux From 
cultura astrocytes 

Reagent Coneentration 
(mM) 

[31-111-aurine efflux (%) 

Isosmotic Hyposmotic 

Nono 13.3 ± 0.53 67.1 ± 2.8 

PCM1.3S 0.25 13.1 ± 1.12 65.3 ± 6.6 
0.5 16.5 ± 1.81 54,2 ± 3.9* 
1.0 21.2 ± 1,70* 47.6 ± 3.7* 

Mersaly1 0.1 23.5 ±: 2.16* 45.8 ± 3.6* 
0.5 49.5 ± 3.19* 31.0 ± 2.8* 

NEM 0.025 12,6 ± 1.17 61.1 ± 4.9 
0.05 13.1 	± 1.16 41,2 ÷ 2.2* 
0.1 13.0 ± 0.71-  13.1 ± 1.2* 

5EN1 1.0 13.2 ± 1.01 65.7 ± 3.9 

Cells preloadekl with CHltatirine were iueubated during 10 min with the 
indieated concentrations oí the dru,js and subsequently for 10 min in 
isosmotic metlium and 10 min in 50% Ityposinotie medium. Rcsults are 
expressed as ri-ljtaurine released at each incubation period (cxehtding 
the washing period) as percent oí total radioactivity in the cells at the 
Stant oí the experiment. Values are !Mins ± S,15,111. oí 6-16 experi-
ments. Statistically signilleant differeneeN from control values: 
* 	<(1.001 (Sttident's t-test). 

re:1;,icitts \‘ as itive:lwated tinkler isosmotic and hypos-
motie conditions. '1 he reagents use(' were the or!.anie 
inereurials mersal\ 1 and p-ehloro merettribenienesulfon-
ate (PC11,113S) and the maleimides N-ethyl maleimide 
( N l'Al ) Ihtti 5-eosin inaleimide (5EM), 1Viersttly1 and 
PCNIIIS liad a dual aetion inereasik: taurine efflux 
under isosmotie eondi!ions and decreasing the efflux 
under hvposinotic conditions (Tuble I ), These eiTects 
were titile- and coneentration-dependent (Table 1) and 
they cuuld he prevented by preineubation with ditltio-
threitol (results not shown). The laine Mercase of taurine 
efflux observed under isosmotic conditions, partieularly 
at high coneentrations and long incubation periods in the 
presence oí the mercurials makes it likely that the effeet 
oí the drugs under hypostnotic conditions may be the 
result of the depletion of' the taurine pool under isos-
motie conditions. This effect of mercurials un basal tau- 
rine 	is noteworthy. 1 nercased taurine release in the 
presence of' PCMI3S has been described in other celis, 
presumably as a consequence of col] swelling caused by 
aecumulation of sodiuru, ehloride and osmotically 
obliged \valer [9]. This seems, however, not to mur in 
astrocytes as replacemeut oí` chloride in the medium by 
the impermcant anion gluconate, preventing cell swel- 

did not influence the mercase in taurine efflux 
caused by the mercurials (results not shown). This con-
elusion is further supported by direct measurements of' 
astrocyte volume showing that no Mercase but rather a 
&crease (20-30%) in cell volume was observed in the 
presence of' the mercurials (21 ± 1.6%, n = 6 for 1 mM 
PCMBS; 32 ± 2.9%, n = 6, for 0.5 mM mersalyl). There-
fore, a mcchanism other than swciling is likely to be 
responsible for the elrect of these compounds on the 
release of taurine miden isosmotic conditions, One possi-
bility may be that the sulfhydryl groups sensitive to mer-
curials are associated with structures in the membrane 
cytoskeleton which couId serve as a permeability barrier 
for taurine. The Mercase of taurine efflux in isosmotic 
media caused by the cytoskeleton disrupting agent cyto-
chalasin B supports this possibility [16]. 

NEM. exerted a very potent inhibitory effect on the 
hyposmolarity-indueed taurine efflux without affeeting, 
the basa' release. Taurine efflux was abolished after 10 
rnin oí exposure lo 100 pM NEM (Table 1). The ef'fect 
of' NEM was concentration and time dependent with an 
1050  of 54,LIM. The inhibition by NEM followed pseudo-
first order kinctics (Fig. 1A). A plot of the apparent 
pseudo-first order rate constants against the concentra-
tion of NEM was linear and passcd through the origin, 
consistent with a ruedan of NEM with the target-trans-
port protein on collision (Fig. 113). From this plot, a 
second arder rate eonstant of' 68.4 ± 4.1 I'v is' was cal-
eulated. A double log plot of' the pseudo-first orden rate 
constants against the NEM concentration gave a linear 
relutionship, with a siope of' 1.2 ± 0.2 (Fig. 1C). eonsis-
tent with a first orden reaetion and a simple bilnoleeular 
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Fig. 1. Eflect of NEM on CI-Iltaurine release stimulated by hyposmolarity. Preloaded cells were preincubated with NEM at the inclicatecl concentra-
tions and incubation periods and the release of rf-litaurine induced by 50% hyposmolar ineclium was measured as described in Table 1. In this figure, 
results are expressed as the residual activity in percent, considering the stimulated Eilfitaurine release in the control condition as 100%. Stimulated 
[3H]taurine release was calculated as the difference between Mitaurine release under hyposmotic conditions and [3l-1]taurine release ander isosmotic 
conditions. Results are means of 4-16 experiments. A: semi-log plot of percent residual rElluturine efflux versus incubation time. The fines were 
calculated by non-linear regression of the data as described in the text. 13: apparent pseudo-first order rate constants for inhibition of [a1-1]taurine 
efilux versus [NEM]. C: plot of log Icapp  versus log [NEM]. 

reaction mechanism with a stoichiometry of one sulfhy-
dryl group of the efflux unit niodified by one NEM 
molecule. Preincubation with taurine (5-10 mM) did not 
prevent the inhibitory effect of NEM (results not shown) 
indicating that no interference exists between NEM and 
the taurine recognition site(s) in the membrane. In con-
trast to NEM, the membrane impermeant maleimide de-
rivative 5EM luid no effect on taurine efflux (Table 1) 
suggesting that exofacial sulfhydryl groups are not in-
volved in taurine release. However, the short time re-
quired for NEM to exert its effect indicates that the 
sulfhydryl groups affected are readily accessible to the 
reagent. 

The present demonstration of' a very potent effect of 
NEM on swelling-relateci taurine efflux is interesting, 
NEM being the most potent inhibitor of this process so 
far reported. This malees this reagent a useful tool to  

further charaeterize the votume-activated pathways for 
taurine and other osmolytes in astrocytes. It is known 
that NEM inhibits a variety of transpon systems for 
anions, cations, amines and amino acids [1,4,8,19,22], as 
well as the facilitated diffusion of glucose [18]. However, 
the concentration of NEM required for these latter ef-
fects, in the millimolar range, is nula highcr than that 
found in the present work for the inhibition 	taurine 
efflux. Recent studies have shown that NEM has a po-
tent inhibitory effect on the function of a number of ion 
channels. The NEM concentrations required for inhibi-
tion of these channels is in the micromolar range. Chan-
nels affected by NEM include potassium channels 
activated by muscarinic reccptors [3,6], GAI3A receptor-
guted chloricle channels [2], 1--type calcium channels [14] 
and calcium eurrents in ncurons of Aplysia [5]. There-
Core, the present findings of a potent inhibitory action of 



:NIA1 cm taurine efilux cvoked by hypostuolarity ¡my 
add support to reeent evidenee suggesting that a channel. 
presumably an anion channel. is involved in the trans-
membrane !luxes oí taurine activated by swelling [7.211. 
It has been suggested that the NEM action on ehannels 
may be exerted via an effect on O protein-dependent 
transduction mechanisms assueiated with these ehannels 
[5.6,12]. \Vhether or not this may be the case for the 
taurine release inechanisin rnust await further eharaeter-
ízation of this pathway in tercos o!' the involvement of 
second messenger systems, The cffect oí NEM described 
in this report could make this drusz a useful tool for 
future investigations along this line. 
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N-Ethylmaleimide (NEM) inhibited the II -ATPase 
(EC 3.6.1.35) from Kluyverornyees lactis with a second- 
rate constant of 200 rrt min 	'-ATPase was partially 
protected by Mg-ADP. Low concentrations of Mg pro-
tected ATPase from the effects of NEM, while high Mg 
sensitized ATPase to NEM. The reaction of "C-NEM 
with the nativo enzyme modifiecl three cysteine resi-
dues/monomer, two of which viere involved in 80% of 
the inactivation of the enzyme. In the presence of Mg-
ADP, NEM binding to the first residuo liad only a slight 
effect on the activity (10-20% inhibition). After furthcr 
ineubation, the modification of a second cysteine resi-
due (probably cys-221) inactivated the ATPase. Methyl 
methanethiosulfonate did not inhibit the II' -ATPase 
but resulted in a NEM-resistant 11÷-ATPase. There 
seems to be at least one cys (probably cys-532) at, or 
near, the nucleotide binding site of the Il F-ATPase, 
which does not appear to be essential for activity. Mod-
ification of a second cys residuo (cys-221) also resulted 
in inactivation by NEM; this residuo was not protected 
by ADP and thus probably is not at the ATP binding 
site. 	1995 Academie Press, Inc. 

Key Words: proton ATPase, Kluyverornyees lactis, 
sulfhydryl reagents, N-ethylmaleimide, methyl-meth. 
anc-thiosulfonate, cysteine. 

During the past few years, the use of the yeastKluyv-
erotnyces lactis has been raarkedly increased, both for 
genetic engineering purposes and for a variety of indus-
trial applications (1, 2). When compared to the better- 
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known baker's yeast, Saccharomyces rerevisiae (16 
chromosomes and a genome size of 14,000 kb), K. tacas 
is simple), as it contains only 10 ebromosomes and a 
genome no longer than 12,000 kb (3, 4). Furthermore, 
K, lactis is easily grown in the laboratory and readily 
lends itself to cell fractionation and protein purifica-
don. 

The plasma membrane of K lactis contains an ATP- 
depenclent 	-ATPase, which belongs to the P-type 
ATPases. P-ATPases are constituted by a largo cata-
lytic subunit of 100 kDa, hydrolyze ATP fbrming a coya-
lent ,8-aspartyl phosphate reaction intermediate, and 
are inhibited by micromolar concentrations of vana-
date; P-ATPases transpon specific cations across cell 
membranes. The 1-1'-ATPase from the plasma mem-
brane of K, lactis and other fungi ejects protons from 
the cell generating, an electrochemical gradient that 
drives the uptake ofsugars, amino acids, and inorganic 
ions (5). The I-P-ATPase is essential for cell viahility 
and gTowth; thus, understanding the factors that con-
trol the production, stability, and activity of this en-
zyme is an important goal of current research, 

The reactivity of the cysteine residuos contained in 
the H f -ATPase was examined with the aim of studying 
the kinetic properties of this enzyme. Gene cloning has 
recently established that the K. lactis enzyme contains 
nine cysteines [K. lactis F1' -ATPase gene; GeneBank 
Accession Number L37875 (6)1. Six of these cysteines 
are conserved in the IP -ATPases of other fungal spe-
cies (6-8). The effects or a highly specific SI-13  reagent, 
N-ethylmaleimide (NEM), on the activity of the IV- 

" Abbreviations used: AM P130, 3.11,1-dimethyl-2-hydroxyethy1)-
amino]-2-hydroxypropanestdfonie asid; NEM, N-elliylinaleimide; 
vivas, methyl methanethiosulfnate; Myr, dithiothreitol; PMSF, 
phenylmethylsulfonyl fluoride; PVI)F, polyvinyhdene chfluoride; Sil, 
sulfhydryl; EGTA, ethylene giyeol bistfi-aminoethyi etherl-Nft-tet-
raacetie acid. 
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ATPase were analyzed, togethur with datd from pa ral-
lel ldheling ;vid' 1 V-NEM. The re-bits sti._;.gested init 

three eysteines are capahle oí reacting with N EN1 ill 
the HatiVe 	 :11.1(1 1110dinCati011 Ol tVvii O1 ti)(";(' 

residuos leads tú enzyme indct ivat ion. 1'Ig-AD1' pa r-
tially provented the NEM-mediated in hibition. The 
small 	reagent MMTS bloched the reaction oí NENI 
with the II--ATPase, although the enzyme remained 
fulIy active. 

Our results are different from the reports on the N(.'u-
rospora crassa 11--ATPase 19, 10). The N. crassa en-
zyme is totally Protected by Mg-ADP against NEM in-
activation (9), while in the K lactis enzyme protection 
is partial. In A'. crassa, oniy one cysteine seems to par-
ticipate in the NEM-mediated inhibition of ATPase 
(10), ‘<'hile in K. lactis there seems tú be two cys resi-
duos involved: one at or near the active sito and another 
removed from 

MATERIALS AND ISIETHODS 

Alaterials. All reagents ;yero of the hest quality available com.. 
mereially. NEM, 1MMTS, rztbbit musele pyruvate kinase, iodoacet-
amide, Na.,-ATP tvanadate free:, Na o-ADP, phosphoenotpyTuvale, 
PMSF, litiease, and asolectin were from Sigma Co,ISt. Louis, MO). 
13‘"DF membranes svere from Bio-Rad Laboratories, Inc. Sephadex 
G-50 vas from Pharmacia dinsalal, ''Cr-NEM (sp ad, 39 inCi/mmol: 
was from New Englancl Nuclear DuPont Co. (DE). 

H'-ATPase preparation. K lactis strain WM27 was Brown in 
YPD at 30°C for 20 h; the eells ;vera harvestcd at midlog phase by 
centrifugation. The plasma membrane was isolated according tu the 
procedure used for N. crassa (11) with the following moclifications: 
cells were resuspended w/v) in 1 mm sorbito', p1-1 7.5, 1 nim EDTA, 
and 5% i9-mereaptoethanol. Liticase (500 units/g cells) and PMSF (1 

were added. The suspension vetas kept on ice and svas sonicated 
4x 1 min at 30-s intervais. Differential centrifugation was performed 
according tu Ref. (10). Specific ATPase activity was 2-6 pinol P, • 
nig-  • min.'. 

FP-ATPase was purified from the memivanes as describe(' by Bow-
man et al. (12) with the following modifications: the plasma mem-
bruno was diluted to 2 mg/m1 with buffer A (75 111NI Tris, pI-1 7.2, 0.6 

KC1, and 6 inm EDTA), 1 inri EGTA, pH 7.2 (Tris), and deoxycho-
late (0.09% w/v) and incubated fiar 10 min at 4°C. The membranes 
viere centrifuged at 100,000g Lar 1 h at 4°C. The pellet was resus-
pended in a small volume (<10 ml) of buffer 13 (25 IIIN1 Tris, pI-1 7.25, 
45% glyeerol, 0.3 	KC1, and 2 inri EDTA) in a glass homogenizer 
with a Teflon pestle. In this step, proteja eoneentration was mea. 
sured by Lowry as modified by Bensadoun and Weinstein (13) and 
adjusted to a final coneentration of 5 ing/m1 with buffer 13. Then, 
asolectin was added (5 mg/mI) and zwittergent 3,14 was added slowly 
tu ohtain a zwittergentiprotein ratio of' 0.85 (w/w). The suspension 
was homogenized with Tour' to live strokes of the Teflon ponle and 
centrifugo(' at 100,000g for 1 h at 4°C. The supernatant was subjected 
to centrifugation on a discontinuuus glycerol gradient (65, 60, 55, and 
50% glycerol in 10 inist Tris, pll 7, 1 rail EDTA, 0.1% deoxyeholate, 1 
mg asolectin/m1) at 100,000g for 14 h at 2°C in a 60Ti rotor. The 
upper half of the supernatant \vas (lisura(' and the remaining su-
pernatant and the pellet ;yero diluted twofbld with 1 11111 EGTA-
Tris, pi-1 7.2, and centrifuged at 100,000g fiar 2 11, In a typical 
scan of a polyaerylamide gel, the 100,000 tlr1,. hand consta uted lit least 
50'1 erute total protein concentration. The pellet was resuspended in 
a small volume of 1 mit EGTA-Tris, p11 7.2, and kept at -70T until 
used. 1-1*. -ATPase specific net ivity was 20 tu 30 //mol 	mi a 	mg •  

(futir 11.1. 	Tlw standard 	as,iay mixture 
4.,o11a11ied 	1,11I 	 111 .,,M),, ili h iNi Ales, 5 nIN1 

5 i1\1 phosphoctridpyrtival 11, 1)11 (i.2,"--) 1 K011 ), ;hal Vahhit. intiscie 

OT(ivale 	(INI11 1. S() t ) 	iiLv11111. The assay was carrIed (itit 

•1() 	I() t'ah' :111,1 	lerwihateil hythelairlairm ()Di'? trichlo- 
roacHic 	 pho!,pliad ,  SVW; th'11'1T1111W11 11.'," 11W 

[M'E 110(1 lir Fil•It' and S1.11)barOW 

Trivrimeitl with su 1:11,v(Ityl rfv,:;v111.';. The I I ATPase wits sus- 
pended in 50 inNi 	 I 7.5, 1 Int 1U.;5(), (0.3-0.6 mg prolpin/ 
tni ) and prcincubad'd at 30 e lb:. 5 Min. The itlhihit.ion reaction Was 
(hit iateil 	addit 11,01 of' NEM or :MITS., 1 from a fres') stock solu- 
tiun in disi illed \vater). Aliquots were removed 	the indicated times 
and diluted 50-i;id into the ATPase assay mixture, When prelabeling 
svith NINITS, the tqw.yine ‘vas incubated with 5 tntsi IMMTS 	40 
Inin id. 30 1! 	 thronl.Ji a spiii colman containing Sephad(:x 
G-50 (15). 

Efferi 	.1/»-A1)/). The enzyme (0,6 mg protein/ml 1 was 
suspended in 5(1 IliNI 1 1 epes, p1-17.5, and the indicated concentrations 
of Mg-ADP or gSU, . Tu avoid interftTence by sodium due tu the 
iidded ligand 	Mg-AI)P-Na), the Na' concentration was aditisted 
to 10(1 a1:11, The enzyme was preinenhated at 30. 0 for 5 inin, uní] the 
SI I reagent SVas added. 

Effve/ off)ll. The 11'-ATPase (0.6 aig protein/m11was incubated 
in 50 tum buffer (at the indicated p111, 1 11111 NIgS0,1  al :30"C for 2 
min. The inhibition reactiun was startecl with the inclicated eoneenl 
tration uf' NEM. Activity was assayecl as cleseribed aboye. 

Labelitig /1'-ATPase with "C-NlVill. The ATPase (0,6 mg pro- 
tein/inl ) was ineubated at 30"C in 50 !DNI 	 7.5, 1 1111I MgSO1  
in the presence or nbsenee oí' 10 aim Mg-A 1)P, The i ah i bi don roaction 
was initiatod by adding 36() 1.x11 t '(.:-Nfal (39 	 At the. 
indicated Limes, al iq tints were used tu determine the ATPase activity, 
and the rest of the reaction mixture (620 pl) was diluted in 3 ml 50 
111N1 Hopos, pFl 7.5, 50 m:st dithiothreitol. The proteja was reeovered 
by eentrifugation at 100,000g for 1 h, at 1°C, and resusperided in a 
small volume of1% 51)5, 50 tlINI DTT. The preparation was subjected 
tu SDS-PAGE in the Laemmli system (16). The protein associatecl 
Lo the ATPase babel was measured according to Ball (17). I3ricfly, 
the bands were cut and incubated for 24 h at 37°C in 1 ml 3% SDS, 
50(4- isopropa nal. The el u Led Cooniassie vas reno] at 595 nal. la paral-
lel, a standard curve with bovina serum affitimin was prepare(' undel' 
the same experimental conditions. To mensure the radinactivity asso-
ciatod with the ATPase, the bar-1(1s were cut, transferred tu a glass 
vial, and incubatecl at 80°C with 1 ml 30(;;., I-I202 tmtil the bands were 
dissolved. Raclioactivity was mensure(' in 10 ml sciatillation liqui(1. 
For total labeling with "C-NEM, the I-P-ATPase was denatured with 
1%. SDS, incubatecl in the presence of' 1 ITINI "C-NEM for 3 h at 30°C, 
and treatecl as clescrihed aboye. 

RESULTS 

NEM-mediated inhibition HfATPase. NEM me-
diated a time- and concentration-dependont inactiva-
tion of the II'--ATPase from K. lactis (Fig. 1A). Activity 
was markedly reduced during the first 6 min of incuba-
don. With 0.5 mm NEM, activity fell tú 40% Uf the 
control in 8 min, following pseudo-first-orden laudes. 
At higher concentrations, kinetics were linear only in 
the first minutos of incuhation, followed by complete 
inactivation at longer times (data not shown). The plot 
of the initial rato constant of' inactivation versus NEM 
concentration resulted in a linear relationship, consis-
tent with a second-order reaction Between the SH 
groups of' the enzyme and NEM. From the siope of this 
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FIG. I. Inactivation of the H'-ATPase by Ar-ethylmaleimicle. (A) 
Time course of the inactivation of the FU-ATPase by NEM, The en-
zyme (0.6 mg/m1) was incuhated as described uncler Materials and 
Methods at 30°C and in the presence of the following NEM concentra-
tions: (0) O, (•) 0.5 mM, (V) 0.75 mm, (Y) 1.0 mM, (a.) 1.5 mM, (0) 
2.0 mm, and (I) 2.5 mm, (B) Dependence of the inítial pseudo-first-
arder rate constant of inactivation on the concentration of NEM, 

plot, a second-order rate constant of 200 m' mina  was 
calculated (Fig. 1B). 

Effect of Md+ on the inhibition of the I-P-ATPase by 
NEM. Magnesium is required for the hydrolysis of 
ATP by the fungal H+-ATPases (18). In addition, 
can modulate the inhibition mediated by NEM in some 
W-ATPases (19). Therefore, the effects of different con-
centrations of free Mg' on the inhibition of the H'''-
ATPase from K. lactis by NEM was examinad. As 
shown in Fig. 2, the inhibition by NEM decreased in the 
presence of low concentrations of 	but increased 
aboye 1 mM mg2+. If two sites for magnesium are as-
sumed, one of these would have higher affinity for mag-
nesium (Kd  = 190 ± 69 pm) than the other (K 1  = 4.9 
± 1.2 mm). 

EfliTt of 1)11 on 	NI M-mcdiutod inhibition of the 
-ATPaw. To determine the pl.! at whieh the NEM- 

mediated inhibition of the K. 	-ATPase was 
hal f-maximal mid aequi re an idea of the pK„ of the 
groups involved, the lri l (dale medium was varíe(' from 
U.5 ta 10 (Fig. 3), At 	10 and in the absenee uf NEM, 
the 11' -ATPase was rapidly inactivated; thus, the high-
est pf1 tested WaS 10,0. Inhibition by NEM was mar-
ginal at low pH, aithough it drastieally increased aboye 
pll 7.0. This is in agreement with the suggestion that 
NEM reacts with the unprotonated lateral chain oí eys-
teine by nueleophilie addition across the NEM double 
bond (20). The pH effeets un the II '-ATPase were de-
seribed by 

k 	
K

a
* 

K„ 	111' 1 
, 

where k* is the pH-independent second-order rato con-
stant of inactivation and K„ the acici dissociation con-
stant. This equation was deduce(' from a model 
which the inhibitor reaets with a single, deprotonated 
group of the enzyme (or several groups with the same 
pK„) leacling to inhibition of the activity. This modal 
seemed tu apply °n'y when the experimental pH rango 
usad was from 6.5 tu 8,5; here a pK„ of 9.04 ± 0.07 and 
a k = 4.38 ± 0.55 were estimated and the experimental 
points showed a good fit with the theoretical line (Fig. 
3, inset). When inactivation was measured at pH 9.0, 
9.5, or 10.0, the pK, varied depending on the pH: when 
the upper pH was 9.0, the calculated parameters were 

MgS0,1  (mM) 

FIG. 2. Effect of Mg' on the inhibition of the 1-P-ATPase by NEM. 
The enzyme (0.6 mg/m1) was incubated at 30°C and pl.( 7.5 in the 
presence oí' different concentrations ofivIg150., (0-15 mm). The inhibi-
tion reaction was started by the addition of' 1 11111I NEM and aliquots 
were withdrawn for ATPase assny. The plot shows the dependance 
of the pseudo-first-order rato constant of' inactivation on the caneen-
(uden of Mg. 
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pA",, of 11.45 :: 34.5 and k - 1385 7f: 108,400; kkilell the 
pH rango included p1-19.5 as the upper li mit, the results 

svere pK„ 11.69 ± 5.2 and k = 2476 f 27,820. When 
the selected rango vas p1-1 6.5 to 10.0, pK, mis 12.34 
:t 1-1.6. When using the data from pI4 9.() and higher, 
ave observed largo standard deviations and a contin u-
ous overestimation of k by the theoretical curve, .re-
sulting in a poor fit to the experimental points ( 111  i g. 3, 
inset). The results suggest that at pH 9.0 and higher, 
diverso groups are becoming deprotonated and reactive 
to NEM, thus complicating the reaction. In contrast, 
when the rango of pH 6.5 Lo 8.5 vas used, the theoreti-
cal-experimental fit was very good while the devia-
tions observed were minimal. Therefore, the predicted 
pK, of 9.02 for the groups reacting at p I 7.5 is probably 
accurate. 

Proteetion by Mg-ADP against the NEM-mediated in-
of the II+ -ATPase. In many enzymes, the pres-

ence of physiological ligands can greatly affect the rato. 
of the NEM-mecliated inactivation (9, 21, 22). In the FI '-
ATPase from K. lactis, the competitivo inhiba« Mg-
ADP was selected to explore whether ligcrncl binding 
protects against NEM inhibition. The binding of the li-
gand to the enzyme decreased the rato of inactivation 
(Fig. 4A). However, the enzyme was only partially pro-
tected, oven when the concentration of Mg-ADP 1/vas 
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FIG. 3. Effect of pH en the inhibition of the H'"-ATPase by NEM. 
The enzyme (0,6 mg/mi) was incubated at 30°C at different p1-1 levels 
in the presence of 1 mm Mg5104  and different concentrations of'NEM 
depending on the pH ;duo. The buffer was always 50 mm as follows: 
1-lepes was used for pH levels ranging from 6.5 Lo 8.0 (o); AMPSO 
for pH levels ranging from 8.5 Lo 10.0 (0); and Taps for pH levels 
9.0 and 9.5 (0). The titration curves show the theoretical dependence 
of the second-order rato constant of inactivation as a function of' pH 
(Eq. 	ilusing the pII rango indicated: ( -) 6.5 te 8.5, (---) 6.5 te 9.5, 
and ( • • • ) 6.5 te 10.0. The inset presents a magnification of the plot 
in the rango 15 te 8.5 te show fit of experimental points to each 
curve. 
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FIG. 4. Effect of Mg-ADP en the inhibition of the ATPase by NEM. 
The ATPase ;vas incubated at 30°C and pH 7.5 at a protein concentra-
don of 0.6 mg/ml, with 1 mM NEM and 100 mM Na', in the presence 
Mg-ADP. (A 1 Time course of the inhibition at the following concentra-
tions of' Mg-ADP: (0) 0, (e) 0.5 mM, (V) 1.0 mM, (Y) 2.0 inm, (0) 3.0 
mri, (U) 5.0 mM, (4) 7.5 mm, and (A) 10.0 mm. (13) The difference 
between the pseudo-first-order rato constant in the absence and pres-
ence uf Mg-ADP is plotted against the Mg-ADP concentration. (C) 
Double reciprocal of the data in 13. 

raised to 20 mm. Figure 413 illustrates the pardal protec-
tion eliciteci by the nucleotide. The data were fitted to 

k 	/e 2.1Mg-ADP.1 
Kd  IMg-ADP1 
	 [21 

derivecl from a model of partial protection (23). The Ki  
for ADP was 2.9 ± 	mm. The pseudo-first-arder rato 
constant of' inactivation at saturating concentrations of' 
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Mg-ADP ik:!) vus 0.017 	0.005 miu 	and t he reate 
constant of inaetivation in the absence oí' liga nd ( 

	
a 

\vas 0.211 	. The ahoye equatiun can be arranged 
into a straight line as 

  

131 

 

   

(k i 	 11\4g-ADP1' 

    

where 	is the diÍftrence between the rale constants 
in the absence and in the presence of Mg-ADP at each 
Mg-ADP concentration tested (23). The plot oí' 17..\k 
versus 1/Mg-ADP «ras a straight line, consistent with 
Eq.131 (Fig. 4C). 

Interaction of MMTS with the II ATPase and su bse-
quent addition of NEM. The results described aboye 
indicate that, some sulfhydryl groups eontained in the 
H --ATPase from K. lactis reacted with NEM, re-
sulting in loss of activity and suggesting that these 
residues might be essential; alternatively, the inhibi-
tion by the bulky NEM could be due to steric hin-
&anee. To test ibis, a small sulfhydryl reagent vas 
examined: MMTS which is highly specific for cys-
teines (24). No appreciable loss of activity was de-
tected when MMTS reacted with the 11' -ATPase. In 
addition, the MMTS-modified ATPase was fully pro-
tected against inhibition by NEM, indicating that 
MMTS reacted efficiently with the same sulfhydryl 
groups as NEM (results not shown). 

Stoiehiometry of the reaction of NEM with the cys-
teines in the 111--ATPase. The number of eysteines in-
volved in the NEM-mediated inhibition of the FP- -
ATPase was determined by labeling the protein with 
'C-NEM, either in the presence or absence of Mg-ADP 
(Fig. 5A). The ATPase was partially protected by Mg-
ADP, with a pseudo-first-order rato constant of inacti-
vation of 0.017 min' in the presence of Mg-ADP and 
0.082 mina in its absence. The inhibition of the 
ATPase departed from pseuclo-first-order kinetics at 
the longer times tested and aboye 80-90% inhibition. 

addition, the gradual incorporation of NEM into the 
nativo 1-1+-ATPase was studied (Fig. 5B). The binding 
parameters characterizing each curve were obtained 
by fitting the data to 

A --= A' * 
	

141 

where A is "C-NEM bound/I-1+-ATPase at time t, A' 
is "C-NEM bound/H -ATPase at infinito time, and k 
is the rato constant of' incorporation. When the AT-
Pase was incubated with NEM in the absence of Mg-
ADP, 3.15 cysteine residues/ATPase ware modified 
with k = 0.048 min'. In the presence of Mg-ADP, 
only 1.8 cys/ATPase (k = 0.054 min 	were labeled 
(Fig. 513). 
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FIG. 5. °C-NEM labeling. Effects on the activity of' the Kluyvero. 
infles lactis H 4- -ATPase in the absence and presence of Mg-ADP. 
enzyme (0,6 m(,/m1) was incubated at 30°C and ph 7.5, in 1 mM 
MgS0.1 , 100 mM Na', and 1 inm "C-NEM in the absence (0) and 
presence (0) of 10 mm Mg-ADP. (A) Time COUISC oí the inhibido') of' 
the ATPase activity by NEM. (1-3) Time course of the incorporation 
of NEM into the ATPase. (C) Relationship bets.vcen the activity and 
the incorporation of NEM into the ATPase. 

The plot of inhibition ofli'-ATPase versus incorpora-
tion of' NEM (Fig. 5C) showecl that in the absence of' 
Mg-ADP, extrapolation of the linear region of the plot 
to the x axis suggested that two of the three eysteines 
labeled by NEM were involved in the inhibition of H '-
ATPase. In the presence of' Mg-ADP, incorporation of 
the first NEM elicited only a slight inhibition (10 to 
20%), while up to 80% inhibition was attained after 

tr 
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