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Resumen

La H™-ATPasa de levadura es la enzima encargada de bombear protones a través de la
membrana plasmatica celular regulando el pH intracelular y suministrando energia para
distintos procesos esenciales acoplados; por lo tanto, su correcta expresion y funcionamiento
es vital. EI dominio-N forma parte de la porcion citoplasmica de la estructura y posee
motivos conservados. Es la encargada de unir el ATP a la enzima y asi dar inicio al proceso
de bombeo de protones. En este proyecto se disefid in silico y se expresé el dominio-N 100%
homologo de la H*-ATPasa codificada por el gen PMAL de Saccharomyces cerevisiae de

forma recombinante en células de Escherichia coli.

La H*-ATPasa de S. cerevisiae contiene 15 residuos triptofano de los cuales solamente uno
se encuentra presente en el dominio-N, el cual se usa como reportero de fluorescencia de
cambios estructurales. Con experimentos en su estado nativo y curso de tiempo se evaluo la
posicion del residuo sobre la estructura y su distancia al sitio de unién a nucleétidos, la
afinidad a nucleotidos e iones presentes en el citoplasma, y ademas la estabilidad
termodinamica. De igual forma se realizaron experimentos donde se observa la evolucion de
la estructura secundaria mediante la obtencion de su espectro de dicroismo circular en
distintas condiciones. Métodos de simulacion computacional como docking y dindmica
molecular complementaron los resultados experimentales y asi se obtuvo una descripcion

mas detallada de los fendbmenos observados.

Siendo el dominio-N de la H™-ATPasa de S. cerevisiae el mas pequefio de su tipo y
conteniendo los elementos minimos estructurales para poder ser caracterizada; se espera que
los resultados puedan ser extrapolados y asi generar un modelo de union a nucleotidos para
P-ATPasas mas complejas. De igual forma se busca contribuir a un mejor entendimiento
sobre la patogénesis de distintas enfermedades involucradas con las P-ATPasas ya que se
han identificado al menos 36 tipos en humanos y diversos sindromes se les han sido
asociados. Ademas, las P-ATPasas se han identificado como un blanco para el desarrollo de
farmacos para el tratamiento del cancer y, enfermedades por hongos (micosis) y protozoarios

(malaria).
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Introduccion

Las ATPasas
Las ATPasas son enzimas presentes en todos los organismos vivos que funcionan a base de

la hidrolisis de ATP (Ec. 1), un proceso exergonico altamente energético cuya energia

asociada es AG°® ~-7.3 kcal/mol?.
ATP + H,0 < ADP + P, + H* 1)

Esta energia es liberada por la ruptura de las uniones fosfoanhidridas entre los tres grupos
fosfatos del ATP (Figura 1). Cada uno de estos fosfatos tiene cargas negativas y la
proximidad entre ellos desestabiliza a la molécula por el alto grado de repulsion
electrostatica. EI ADP al solo tener dos fosfatos, presenta menos repulsién electrostatica y
es una molécula mas estable, pero con menor energia; de la misma forma el Pi es aislado de
las otras cargas negativas y se estabiliza con las moléculas de agua del medio. Los productos

ADP y Pi tienen menor energia que el ATP, ya que la hidrolisis libera esta diferencia de

MH,

N
HQ  HQO  HO M
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=
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energia’.

H o H
HO  OH

Figura 1 Estructura quimica del ATP.

Las ATPasas comprenden cinco familias de transportadores acoplados a la hidrolisis del
ATP: V, F, A, E y P. Estas familias se distinguen por su funcion, localizacion y organismos

en los cuales se expresan?.

En células eucariotas, la acidificacién de los organelos intracelulares es crucial para la
realizacion de un gran nimero de procesos celulares. Esta acidificacion es mediada por las
V-ATPasas, transportadores rotativos que se encuentran sobre la membrana de endosomas,

lisosomas y vesiculas de secrecion. Las V-ATPasas utilizan la energia liberada por la


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjokv2lt57gAhUjja0KHSwdCEsQjRx6BAgBEAU&url=https%3A%2F%2Fwww.worldofmolecules.com%2Flife%2Fatp.htm&psig=AOvVaw30R6Io8vlvaO4UbXW9KxGG&ust=1549244406098480

hidrolisis del ATP para activar el transporte de protones desde el citosol hacia los

compartimientos intracelulares®#,

La F-ATPasa y la A-ATPasa son sintasas rotativas de ATP. La F-ATPasa se encuentra en el
complejo V del proceso de fosforilacion oxidativa en células eucariotas, y se confina a
orgénelos semiautdbnomos (mitocondrias y cloroplastos). La A-ATPasa toma su nombre de
arquea, ya que es encontrada Unicamente en miembros de este reino, tiene una funcion y
estructura andloga a la F-ATPasa. La sintesis de ATP se genera a partir de un gradiente de

H* y de forma reversa se puede crear un gradiente de H* a partir de la hidrdlisis de ATP!.

Las P-ATPasas son trasportadores transmembranales de acceso alternado que funcionan a
partir de la energia libre de Gibbs mediante el ciclo de Post Albers, un mecanismo de dos
fases que involucra la hidrolisis de ATP en el cual se asocia a cada uno de sus estados el
transporte de algun ién hacia el citosol y al espacio extracelular, logrando un éptimo
gradiente de concentracion en la célula>®. Estas se expresan en todos los reinos, sin embargo

se tiene registro de una mayor presencia de P-ATPasas en células eucariotas’.

Las E-ATPasas, 0 ecto-ATPasas se encuentran sobre la membrana plasmatica en células
eucariotas e hidrolizan ATP y/o ADP en presencia de Ca?* o0 Mg?*. Tienen un rol importante
en diversos procesos celulares como la modulacién de actividad neural, la prevencion de

trombosis intravascular y la regulacion de la respuesta inmune®.

Las P-ATPasas

Las P-ATPasas son una gran familia de bombas iénicas y lipidicas encargadas de mantener
la homeostasis celular, estas tienen como rasgo distintivo la formacion de un estado
intermediario fosforilado durante su ciclo de transporte®. Las P-ATPasas estan subdivididas
en 5 tipos (1-V) los cuales se distinguen a partir de los ligandos transportados, su regulacion
y motivos conservados en sus Secuencias; estas a su vez tienen una subsecuente distincion

la cual se distingue de A a D5,

Las ATPasas tipo | son las P-ATPasas méas simples y posiblemente las mas antiguas. Las
tipo 1A son una clase de bombas idnicas bacterianas, siendo la Kdp K* la prototipo. Las tipo



IB se encuentran en todos los reinos y transportan iones de metales de transicion “suaves””’,

entre ellas se encuentra el trasportador de Cu* en seres humanos, el cual su estudio ha tomado

mucha importancia en los Gltimos afios por su relevancia médical?.

Las ATPasas tipo Il y 11 son las mas estudiadas, se expresan en todos los reinos y son las
encargadas de crear y mantener un potencial de membrana a partir de la diferencia de
concentraciones ionicas. Como ejemplo estan las de transporte de protones, calcio,

sodio/potasio, e hidrogeno/potasio.

Las ATPasas tipo IV también conocidas como flipasas, sélo han sido identificadas en células
eucariotas y se involucran en el transporte de lipidos y el mantenimiento de la asimetria de

la bicapa lipidica®?.

Las ATPasas tipo V han emergido como una clase separada en los genomas eucariotas. Se
sugiere que estas evolucionaron en el punto de separacion de los procariontes por un evento
de compartimentalizacion en eucariontes, ya que estas ATPasas residen en las membranas
de los sistemas internos de secrecion, como el reticulo sarcoplasmico y el aparato de Golgi.
Los substratos y roles bioldgicos son ain desconocidos pero se sospecha que actian como

intercambiadores ionicos’ 12,

Todas las P-ATPasas tienen una estructura basica que consiste en 10 hélices
transmembranales las cuales se distribuyen en un dominio de transporte que va de las hélices
M1 a M6 y una porcion de soporte que va de la hélice M7 a M10. Su estructura también
mantiene 3 dominios citoplasmicos posicionados entre las hélices del dominio de

trasporte” %1415 (Figura 2).

El segmento transmembranal de transporte es el sitio de unién de los iones, es altamente
flexible y se mueve durante el sitio catalitico mientras los iones se asocian y disocian'®. El
segmento transmembranal de soporte es una unidad auxiliar rigida que no cambia mucho
durante el ciclo catalitico pero que llega a tener funciones especializadas como el proveer de

cadenas coordinadoras de iones para la union de iones adicionales’°.

Los dominios que se localizan en el espacio intracelular (citoplasma) son:



Dominio-N. Fundamental para el funcionamiento de las P-ATPasas ya que en él se
encuentra el sitio de union a nucleétidos. Se halla como una insercion en el dominio-P y

contiene un motivo conservado KGAXE que interacttia con la adenina del ATP4Y7,

Dominio-P. Localizado entre las hélices M4 y M5, es el sitio de fosforilacion transitoria de
un residuo de &cido aspartico altamente conservado en un motivo DKTGTLT. Otras dos
secuencias en este dominio son la TGDN y la GDGXDN involucradas en la coordinacion

del Mg2*asociado con el ATP"9,

Dominio-A. Es un dominio actuador que transfiere el movimiento en la P-ATPasa durante
el ciclo de fosforilacion y defosforilacion. Este dominio contiene el motivo conservado TGE

y se encuentra entre las hélices M1, M2 y M3"%0,

Dominio-R. Un dominio adicional regulatorio presente en algunas P-ATPasas, actia como

un autoinhibidor y puede ser fosforilado mediante la activacion por glucosal®®,
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Figura 2 Dominios estructurales de las P-ATPasas.
a) Presentacion lineal de la configuracion minima de los dominios®®. b) Esquema 2D de las inserciones
de los dominios?®. ¢) Motivos conservados de los dominios de la Na*/K* ATPasa.

El ciclo catalitico de las P-ATPasas se conoce como el ciclo Post-Albers (Figura 3), este
presenta un estado E: de alta afinidad para el i6n primario transportado mientras que E- es
un estado de baja afinidad para el transporte del ion secundario. Estos dos estados provienen



de la formacion y ruptura auto-catalizada de una fosfoenzima intermediaria (E:P y E2P),

acoplada a la union, oclusion, translocacion y liberacion del ion*,

oUuan

Figura 3 Ciclo catalitico Post-Albers de intercambio i6nico en las P-ATPasas™.
Los iones no se empujan a través de la membrana, sino que mantienen una posicion fija interna’.

El ciclo comienza con la unién del Mg2?*-ATP al dominio-N que genera cambios
conformacionales que acercan a éste hacia el dominio-P; gracias a este movimiento el Mg?*
se ancla en el dominio-P y el y-fosfato del ATP puede transferirse al acido aspartico del
dominio-P". La oclusion E:P ocurre durante la fosforilacion debido a un entrecruzamiento

del dominio-P con el dominio-N, que empujan al dominio-A y a las hélices M1y M2’

Posterior a la fosforilacion del &cido aspartico en el dominio-P se libera al ADP del dominio-
N causando un estiramiento entre M3 y el dominio-A. La tensidén generada causa que el
dominio-A se mueva rotando entre 90° y 120° a una posicion sobre el dominio-P. Esta
rotacion tiene dos consecuencias: genera el estado E-P, y el amplio movimiento del dominio-

A abre un canal al otro lado de la membrana’.

Cuando los iones han sido liberados del otro lado de la membrana, la P-ATPasa debe
defosforilarse de manera que la unién de “contraiones” al estado E-P cause el cierre del
canal. Esta oclusién en el estado E-P se regula mediante el motivo TGE del dominio-A que
se aproxima hacia el dominio-P y atrae una molécula de agua que se coordina con un residuo
de &cido glutamico y el &cido aspartico del dominio-P. El agua lleva a cabo un ataque

nucleofilico sobre la union al fosfato y defosforila al dominio-P’.

El estado E- defosforilado contiene a los contraiones ocluidos. Sin embargo, tras liberarse el
fosfato y el Mg?* del dominio-P, el dominio-A regresa a su posicion original y la P-ATPasa

adquiere un estado relajado E: otra vez (Figura 4)’.
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Figura 4 Mecanismo detallado del transporte iénico en las P-ATPasas’.

La H+*-ATPasa de membrana plasmatica

La H*-ATPasa de membrana plasmética se encuentra presente en células de plantas y
hongos, donde la eyeccion de protones de la célula genera un gradiente electroquimico vital.
Dicha ATPasa se aisl6 por primera vez de las especies: Schizosaccharomyces pombe,

Saccharomyces cerevisiae y Neurospora crassa®.

El primer gen secuenciado de una P-ATPasa de levadura fue el de la H™-ATPasa de
membrana plasmatica 0 PMAL (YGLO08C)®, posteriormente fue secuenciado PMA2
(YPLO36W) que tiene una menor expresion®®. Tras estas secuenciaciones pudo definirse que
la H*-ATPasa se relaciona evolutivamente con la Ca?*-ATPasa y la Na*/K*-ATPasa, ésta

ultima ausente en células de plantas y levaduras®®.

La H™-ATPasa codificada por el gene PMAL1 es la proteina mas abundante en la membrana
plasmatica de levadura e hidroliza hasta un cuarto del ATP celular. Al formar un gradiente
electroquimico a través de la membrana, la H*-ATPasa provee energia para un gran nimero

de co-transportadores acoplados a protones para azucares, aminoacidos y otros nutrientes;



de igual forma contribuye a la regulacion del pH intracelular®?°, La H*-ATPasa genera altos

potenciales de membrana (hasta -300mV en levadura), siendo mayor a lo reportado en

cualquier otro sistema de transporte y aun mayor que los -70mV generados por la Na*/K+*-

ATPasa, la P-ATPasa homologa a la H*-ATPasa en animales?.

La H*-ATPasa es Unica en el sentido que es una P-ATPasa que no intercambia algin
contraion para neutralizar su efecto electrogénico al transportar H* y s6lo transporta una

carga H* por molécula de ATP?,
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Figura 5 Bombeo de H*y estructura de la H*-ATPasa.
a) Bombeo de carga Unica a través de la célula. b) Estructura 3D de la H*-ATPasa'®.

La H*-ATPasa contiene un dominio citoplasmico adicional (dominio-R) en el extremo
carboxilo terminal que permite su activacion por medio de glucosa, esta activacion se
sospecha es impulsada por un cambio post-traduccional en los residuos de treonina durante

su secrecion del reticulo endoplasmico hacia la superficie celular?®,

Como rasgo Unico, el dominio transmembranal entre las hélices M4, M5y M6, presenta una
cavidad que puede estar llena de agua en el estado E:. Dos residuos conservados cargados
(&cido aspartico y arginina) se localizan alrededor de esta cavidad. La arginina no toma un
papel vital durante el transporte idnico, sin embargo el acido aspartico actua como el
aceptor/donador central del H* y en su forma protonada interactia con un residuo de
asparagina. La asparagina se mueve hacia el &cido aspartico durante los cambios
conformacionales, alterando el pK,, y facilitando la entrada o liberacion de H*. La formacion
del estado E.P se acopla a la protonacion del residuo de &cido aspartico de la helice M6, la
defosforilacion puede ser estimulada por la formacion de un puente salino intramolecular

que actia como un contracationt®242,



Antecedentes

Caracterizacion estructural y funcional del dominio-N de la H*-ATPasa de
membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae

En la tesis de licenciatura de Biofisica bajo el titulo “Caracterizacion estructural y funcional
del dominio-N de la H-ATPasa de membrana plasmdtica de Saccharomyces cerevisiae” el
dominio-N de la H™-ATPasa de S. cerevisiae se expreso en células de Escherichia coli BL21
DE3 y se purifico por medio de cromatografia de afinidad. Se generé un modelo estructural
3D y se establecio que tenia un residuo Unico de triptéfano W524, medianamente expuesto
sobre la superficie de la proteina a una distancia de ~23 A del residuo F448 localizado en el
sitio de unién a nucledtidos, por lo tanto, este residuo se consideré como un buen reportero

de cambios estructurales del dominio-N (Figura 6y 7).

Figura 6 Estructura 3D del dominio-N.
Modelo generado por el servidor Raptor X% (raptorx.uchicago.edu) mostrando un residuo W524 a una
distancia de 23.2A de F448 y 20.5A de K474.

387 KLSLHEPYTVEGVSPDDLMLTACLAASRKKKGLDAIDKAFLKSLEKQYPKA 436
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487 DHP IPEDVHENYENKVAELASRGFRALGVARKRGEGHWEILGVMPCMD 534

Figura 7 Estructura secundaria del dominio-N.
Colores de identificacion: a-hélices en rojo; hojas- B en verde, vueltas en amarillo; generado por el software
Stride?” (webclu.bio.wzw.tum.de/cgi-bin/stride/stridecgi.py).



Experimentos de fluorescencia en estado estacionario (steady state) a unién a nucleotidos
demostraron que existe una mayor afinidad por el ATP que por el ADP, y que en presencia
de distintos iones su afinidad se ve alterada. En el caso de encontrase en un medio con iones
Mg?*, se forma un complejo de Mg?*-ATP cuya afinidad es menor que el ATP libre. Sin
embargo, no existe un efecto por la presencia Mg2*en la afinidad por el ADP. El dominio-
N en presencia de iones K™ incrementa significativamente la afinidad por ambos nucleétidos.
Las constantes de afinidad del ATP y el ADP en las condiciones previamente descritas
muestran el siguiente patron: K*-ATP>K*-ADP>ATP>ADP=Mg?*-ADP>Mg?*-ATP. La
asociacion del dominio-N con el ATP modificé la estructura secundaria particularmente en

la pérdida de estructura de a-hélice y el aumento de entropia sobre la proteina.

Se definieron también las constantes de disociacion de distintos fluoroforos cuya actividad
haya sido previamente observada como bloqueadora del dominio-N en otras P-ATPasas
(quinina, curcumina y fluoresceina), ya fuera por su competitividad al motivo de unién a

nucleotidos o por su unién en un sitio distinto.

En este trabajo se busca dar continuidad a la caracterizacion evaluando la unién a calcio y
su efecto sobre dominio-N tal como ha sido descrito en la Ca*-ATPasa?®. También se
proveerd de una caracterizacion termodindmica para evaluar su estabilidad y se obtendran
los distintos parametros termodinamicos en su evolucién temporal. De forma paralela
mediante simulaciones computacionales por campos de fuerza se busca obtener una
descripcion més detallada de los resultados experimentales sobre el funcionamiento del

dominio-N de la H-ATPasa de S. cerevisiae.

Desplegamiento de proteinas

La funcion bioldgica de las proteinas depende de su estructura tridimensional, la cual es
determinada por las uniones no covalentes entre su secuencia de aminoacidos y otras fuerzas
quimicas entre la proteina y su ambiente?>%®, Diversos estudios han encontrado que ciertas
enfermedades tales como el Alzheimer, la enfermedad de Huntington, la fibrosis quistica y
la diabetes tipo Il provienen del desorden conformacional de las proteinas®, de ahi la

importancia de estudiar la estabilidad y las caracteristicas termodindmicas de una proteina.



La desnaturalizacion consiste en la transformacion de una proteina en estado nativo (N) aun
estado desnaturalizado (U), puede existir un estado intermediario (X;) también llamado
globulo fundido, el cual presenta una disminucion en la estructura secundaria de la proteina

y, un aumento en la flexibilidad y desorden de la estructura terciaria®>®,

Existen dos modelos para estudiar la desnaturalizacion en proteinas, uno descrito por proceso
de dos estados (Ec.2) donde los estados nativos y desnaturalizados se encuentran
significativamente poblados en el equilibrio. Y el modelo de tres estados donde se forma un
intermediario X; (Ec.3), este tipo de proceso es observado en proteinas con regiones con

estabilidad estructural independiente®?,

N=aU 2)
NaX,=2U 3)

La trehalosa, a-D-glucopiranosil-a-D-glucopiranosido (Figura 8), es un disacarido
encontrado en el citoplasma de algunas levaduras, plantas e invertebrados, principalmente
anhidrobiontes. Funciona como un protector ante la desecacién y, condiciones de estrés
evitando el desplegamiento de las proteinas y suprimiendo la agregacion de las ya

desnaturalizadas (Figura 9)%.

HOCH, H
H O H OH
o HOC
OH H HO "y
HO g H
OH H HO

Figura 8 Estructura quimica de la trehalosa.
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Figura 9 Representacion de la posicion de la trehalosa sobre las proteinas.
Cuadro 1, proteina en estado nativo; Cuadro 2, la trehalosa previene la desnaturalizacion de proteinas nativas;
Cuadro 3, la trehalosa suprime la agregacion de proteinas desnaturalizadas (trehalosa como circulos negros)®.

La sintesis de trehalosa se lleva a cabo en el citoplasma, donde el dominio-N se encuentra
expuesto, resulta entonces interesante evaluar si éste aztcar toma algin papel en la funcién

de la subunidad considerando los siguientes antecedentes:

e Latrehalosa tiene un rol fundamental en la supervivencia de S. cerevisiae ante altas
temperaturas®*.

e Latrehalosa actia como un termoprotector en la H*-ATPasa de Kluyveromyces lactis
durante ciclos de congelamiento-deshidratacion y rehidratacién sin cambios
estructurales®.

e La actividad de la H*-ATPasa tiene un rol fisiolégico determinante durante la
termotolerancia de S. cereviase®.

o Laacidificacion intracelular se conoce como un mecanismo que aumenta esta
termotolerancia®’.

o Laafinidad por el ATP y por ende la actividad de 1la H*-ATPasa depende del
nivel de acidez del medio, siendo este fendmeno observado a partir de un pH
de 6.5°738,

La concentracidn fisioldgica de trehalosa en S. cerevisiae es aproximadamente de 0.5 M,
durante el estrés como el incremento de temperatura, la presencia de etanol, desecacion y

perdxido de hidrogeno®*. Algunas temperaturas importantes en la vida de la S. cerevisiae

son las siguientes:

Tabla 1 Eventos en la vida de S. cerevisiae a distintas temperaturas®3°41,
o _Eo
0°C-5°C 24-32°C 55-60°C

Almacenamiento de liofilizados de .
levadura Replicacion Muerte
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Union de iones monoatdmicos

La presencia de sitios de union a iones es una caracteristica comun en diversas enzimas ya

que estos suelen tener un papel regulatorio en su actividad®.

En la tesis de maestria “ldentificacion de una potencial H-ATPasa en membrana plasmatica
de Debaryomyces hansenii” del MC. Miguel Arturo Rivera Moran se mostr6 como la
activacion por glucosa en la H*-ATPasa de Debaryomyces hansenii incrementa en presencia
de iones Na*, K*, Li* y Rb* (Figura 10).

Time (min)
0 2 + 6 8 10 12 14 16 18 20
65 T T T T T T T 1
Cells ;

Li+ 10mM
6.0+ Na+ 200mM

K+ 10mM
5.5 Gluc ——Rb+ 10mM

¢ NaCl

3.5

0 200 400 600 800 1000 1200
Time (s)

Figura 10 Activacién por glucosa en presencia de distintos cationes.
Extraido de la tesis “Identificacion de una potencial H-ATPasa en membrana plasmética de Debaryomyces
hansenii” del Mto. Miguel Arturo Rivera Moran.

El i6n K* ha sido identificado como un activador de la H*-ATPasa de Arabidopsis thaliana
que se une a un residuo de acido aspartico sobre el dominio-P. La unién del K* induce la
defosforilacion del estado E:P y contribuye a la estabilidad celular protegiendo a la H*-

ATPasa de la inactivacion térmica®2.

Un sitio de union a K* que involucra a un acido glutdmico ha sido identificado en la
estructura cristalografica de la Ca?*-ATPasa de reticulo sarcoplasmico. Los grupos que
coordinan al K* involucran atomos de oxigeno derivados de un residuo de acido glutamico

y tres oxigenos en de una leucina, lisina y alanina en el dominio-P*,

En el dominio-N de la Ca?*"-ATPasa de reticulo sarcopldsmico se reportd la union a

Ca?* involucrado en el incremento de la estructura secundaria y/o compactacion, ademas de

12



actuar como un modulador que favorece la union de ATP ante el ADP en caso de estar ambos
presentes y compitiendo por su unién al dominio-N28. Por otro lado en Vicia fava se ha
propuesto una inhibicion de la H*-ATPasa por el Ca?* citosélico, siendo clave en el cierre

estomatico y otros procesos celulares*,

El estudio de sitios de union a iones en proteinas suele complicarse debido a su baja sefial
anomala que dificulta su identificacion sobre la estructura de las proteinas, para solucionar
este problema se recurre al uso de analogos isomorfos que poseen similitudes en el niUmero

de coordinacion y radio idnico® (Tabla 1).

Tabla 2 Radios idnicos segtin el nimero de coordinacion del Calcio y el Terbio*#7,
Medidas en Angstroms.

Numero de Ca* Th3*

coordinacién

VI 1 0.923
VIl 1.06 0.98
VIII 1.12 1.04
IX 1.18 1.095
X 1.23 -
Xl 1.34 -

El terbio es un lantanido trivalente que ha sido utilizado previamente como un analogo del

calcio®“8, con la diferencia que el terbio posee luminiscencia proveniente de las transiciones

entre los estados °D, al “F, (490nm)y del °D, a "Fs (545 nm)* (Figura 11).

a) 5, b)
4 5D, — 7F.
A 4 s
1] A
'
d
' z ;
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L] & | |
: 1 | |
’ g |~ < N\ I
L] - I\
L} E . / \
' : | =ames)
i TF P \ | | Ds > F Ds = 'F3
0 '; T JII .'\ rn'\ ,ff':
4 3 A ANA
' z - N~
H 5 = 5 7 -
' = Dy =+ 'F
' T T T T T
6 440 480 520 560 600 640
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Figura 11 Estados de transicion del terbio.
A) Diagrama de Jablonski de transiciones de energia del terbio®. B) Espectros de emision del terbio.
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Estudios realizados mediante cristalografia de rayos-X en la H*-ATPasa de A. thaliana con
los analogos cristalograficos de K* (Rb*) y Ca?*(Ho3* y Tb3*) encontraron que el Rb* se
coordina en un residuo conservado de acido aspartico en el dominio-P. Los iones de Ho3*
se coordinan en la interfaz del dominio-N y el dominio-P y sobre el dominio transmembranal
hacia el lado extracelular; diversos aminoacidos involucrados en la coordinacién de Ho3* se

conservan en H*-ATPasas de plantas y levaduras®..

Un sitio Unico para Tb3* se encuentra posicionado cerca de la interfaz entre el dominio-N y
dominio-P coordinando con dos residuos de acido aspartico y una arginina conservada
(R456) en las familias 11 y 111 de las P-ATPasas®? (Figura 12). Se sugirié entonces que la
union de Tb3* y Ca?* se da probablemente en las cadenas laterales de una arginina y un
acido aspartico interfiriendo con la union a ATP y/o la transferencia del grupo fosfato. Esta
inhibicion de actividad también ha sido observada en la Ca?-ATPasa de reticulo

sarcoplasmico™.

Sin embargo, en el dominio-N de H"-ATPasa de Schizosaccharomyces pombe se ha descrito
un sitio de unién a Tb3* de alta afinidad (Kd=20 uM) que realiza un cambio conformacional
sobre la estructura secundaria e interactda con el sitio de unién a nucledtidos promoviendo
su union con el ATP. Ante este resultado se propuso que a una baja concentracion de cationes
libres, el sitio de union a nucledtidos no se encuentra de forma accesible, previniendo

cualquier tipo de actividad hidrolitica>.

Figura 12 Sitio de union de Tb3* en la H*-ATPasa de A. thaliana®.
El Tb3* se une cerca del nucle6tido AMPPCP vy a los residuos conservados Arg456 y Asp487°2de en la H*-
ATPasa de A. thaliana .
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Justificacion

El dominio-N de la H'ATPasa de la membrana plasmatica de S. cerevisiae tiene un papel
fundamental en la transicion del estado E: al Ez segun el ciclo catalitico Post-Albers, por lo
tanto, alteraciones en el dominio-N afectaran la actividad de la H*ATPasa y
consecuentemente el mantenimiento del gradiente electroquimico de protones (H*) en la

célula.

La caracterizacion del dominio-N de la H*ATPasa permitira entender el mecanismo de unién
de sustratos (nucledtidos) al dominio-N de las P-ATPasas en general; lo anterior debido al

alto grado de homologia estructural que existe entre ellas.

Con esto se busca contribuir a un mejor entendimiento sobre la patogénesis de distintas
enfermedades involucradas con P-ATPasas. Ademas, las P-ATPasas se han identificado
como un blanco para el desarrollo de farmacos para el tratamiento del cancer vy,

enfermedades por hongos y protozoarios.
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Hipotesis

Existe al menos un sitio de union a iones en el dominio-N de la H-ATPasa de S. cerevisiae
con efecto sobre la actividad de la enzima. Estos sitios de union a iones modifican la
estructura secundaria y a su vez las propiedades Opticas del dominio-N, por lo que podrén

ser caracterizados por sefial de fluorescencia y dicroismo circular.

El dominio-N mantiene su funcion de unién a nucleétidos frente altas temperaturas para
asegurar el bombeo de H*, un proceso vital para la levadura. Para poder preservar su funcion

y estructura, el dominio-N hace uso de la trehalosa presente en el citoplasma.
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Objetivo general

Obtener informacidn sobre la estructura, estabilidad y grado de afinidad hacia su ligando del

dominio-N de la H™-ATPasa de S. cerevisiae ante diversas condiciones fisioldgicas.

Objetivos especificos

1.

Determinar las constantes de afinidad del dominio-N para ATP y ADP a diferentes
pH.

Determinar los modos de unién de ATP y ADP con los residuos involucrados.
Determinar las constantes de afinidad del dominio-N para el i6n Ca?".
Determinar los residuos involucrados con la union de iones Ca*" y K* al
dominio-N.

Determinar las constantes de afinidad del dominio-N para ATP y ADP en
ambientes saturados de iones Ca*" y K*.

Determinar el cambio de estructura secundaria ante la adicion de ATP en
ambientes saturados de iones Ca*" y K*.

Determinar la energia de Gibbs asociada al desplegamiento del dominio-N ante
cambios de temperatura y agentes desnaturalizantes.

Determinar el rol termoprotector de la trehalosa sobre el dominio-N evaluando
el cambio de energia de Gibbs.

Determinar la relacién estequiometria de unién entre ATP y el dominio-N.
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Materiales

Medio LB*

Para un litro:

5 gr Extracto de levadura

10 gr Bacto Tryptone

10 gr NaCl

* Debe ser centrifugado para eliminar
particulas no solubles y autoclaveado

53

Buffer de fosfatos 0.1 M pH 8

Para 100 ml se utilizan:
1.5gr K,HPO,
0.18 gr KH,PO,

Buffer de lisis

0.05 M Buffer Tris pH 7.4
0.3 M NaCl

5mM EGTA

1 mM de PMSF

0.25 mg/ml de lisozima
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