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RESUMEN

{ 8 incorporacidn celilar de hierro es uh process que S 11eva 6 Cabo &
través de endocitosis mediada por receptor. Este proceso involucra la
formacidn de una vesicula endocitica o endosoma.

El objetive de esia Tesis fue determinar, en vesiculas endocieticas
aisladas, 1os factores idnicos y moleculares involucrados en el proceso de
acidificacion, como etapa previa y necesaria para la incorporacion cefular
de hierro.

Se demostrd que la  acidificacidn &l interior de la vesicula es
producto de 1a actividad de una H'-ATFasa, que bombea un HY por cada ATF
hidrolizado, en forma electrogénica. Esta ATPase es inhibida por NEM,
MBD-C1 1) DIDS. No se pbservs inhibicidn con vanadato, oligomicina ni
estrofantidipa, inhibidorgs de las ATPasas con intermediario fesforiladg,

de 1a F,F, nitocondrial g de ia Na*,K*-ATPasé, respectivamente.

Se estudid ) procese de acidificacidn al interior de la vesicula
endocitica ueands l1a sonda flucrescente flusresceina isotiocianato unida
covalentemente a transferrina. Con este métode se enconird que luego de
tres minutos de acidificacidn, se producia una disminucion méaxima del pH

de 0,7-0,6 unidades.
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xviii

Para determinar los fectores iénicos involucrados en el proceso de
acidificacion, se varié la composicidn idnica interma y externa de las
vesiculas. Mo se observé acidificacion en sausencia de ignes

(sacarpsa,/sacaross,). La maxima acidificacion se observd con NaCl./KCl,.
Cuando el dnico ion presente en el medio de incubacidn era Cl,
(sacarnss,/Cl ), se obtuvo un 503% de 1a acidificacion magima, mientras que
con Na"i como Unico ion (!‘-la"ifsacarusae}, se obtuvo un 40%. Cualquier

cation al interior de la vesiculs no resultd equivalente en favorecer algin

grado de scidificacion. K'. fue un mal sustituto de Ha',, ya que al ser el
unice ion (KCL/sacarnsa ), silo se obtuvo un 18%. En el medio externs, ¢l

anign pudo ser reemplazade, obteniéndose grados menores de acidificacion,

con el siguiente orden de efectividad: 1:1'>B:'“>!">PD43’> gluconatos 50,7

La determinacion de flujos netes de CI7 y Ha® se realizd mediante el
uso fde trazadores radiactivos. Tras la adicidn de ATP, la carga neta
positiva generada por 1a entrada de H® fue disipada casi en su totalidad por
una enirada de CI° y de una salida de Ma®, cuye contribucidn varid en
funcidn del tiempo. Eh el primer minuto, 38% de 1a carga fue disipada por
C1~ y 25% por Ma®; en el sequndo minuto, 5% por C1 y 14% por Ma® y en el
tercer minuto, 2& por CI7 y 3% por Ma'. De estos resultados se pudo
deducir que la gradiente elécirica generada por la entrada de protones fue

disipada tanto por una entrads de cloruros como por una calida de iones

sodio. Ademas se enqantré un Tlujo de entrada de Ma*, dependiente de ATP,

gue fueatribufide a 1a Na* K’ -ATPasa.

o



Se enconird que tanto la acidificacidn como la actividad H'~ATPasica

dependian de la composicidn iénice de manera compareble. La diferencia

fundamental fue la estimulacidén por K”’e en la actividad ATPésica,

probablemente debida a una actividad fogfatasica, la que no estaba

involucrada en 1a acidificaccion.

Las vesiculas endociticas aistadas de reticulocites fueron capaces de
movilizar alrededor del SO del hierro presente en transferrina al ser
incubadas en un meadio gque contenia citosol. Ests movilizacidn fue
incrementada cuando se agregd ATP, ascorbato y HADH.

Por esta razin, se probd el grado de movilizacidn de hierro en
ausencia de citosal. Se encoentrd que, al igual que en presencia de citosol,
el 50% del hierrs presenie en transferrina fue disociadn y movitizado
cuahdn las vesiculas fueron incubadas en un medio que contenia solamente
&TP y ascorbate. En presencia de ATP se produjo digoniacion, pera nao
disociacidn del hierrn, Por otra parte, ascorbato por si solo, no produjo

disociacian ni mavilizacidn.

£ diferencia de la acidificacidn y de la actividad H -ATPésica, que
requerisn de Mfﬁi y de !IZI'e para obtener valores mézimos, la mayilizacion
de hisrro sdlo dependid de CV_ como contraion del bombao de protones,
i’-lﬂ+i fue inefectivo en apoyar la movilizacion por si solo. Este resultado

indicd que &1 40% de la acidificacion promovida por e1 sodio fue

insuficiente para disociar y, posteriormenie, movilizar uno de los hierros

de transterrina, en cambio, el 60F debido al cloruro, si fue suficiente para

xix




disociarlo.

Cuando la acidificacion fue inhibide por medio de iondforos o de
inhibidores de la H'-ATPasa, la disnciacidn y 1& movilizacion fueron

inhibidas en un 100%. Esto claramente indicd que lg acidificecion era una

etapa indispensable en la incorporacion celular de hierro.




ABSTRACT

The geteral aim of this Thesis was to determine, in isolated
endocytic vesicles, the ionic and molecular factors involved in the
acidification process, as a necesary step in iron mobilization from this
vesicles to the cytosol of the cell.

iron is incorporated into the cells by receptor mediated endocytosis.
This process involves the formation of an endocytic vesicle or endosome.
This structure acidifies its internal medium due to the presence of a
HT -ATPase in the vesicle membrane, that is electrogenic, and pumps one
HY per ATF hydrolized,

The scidification produces disociation of the iron bound io
transferrin, and after being reduced, it is iranslocated to the cytosol of
the cell. This &TPase is a distinct tupe of protein, different from the

mitochondrial FyF,, because 1t is insensitive o oligomycin. Ht is also

different from the plasma membréane Na' K*-ATPase, because it is
insensitive to sushain and strophantidine. The H-ATPese is insensitive to
vanadete, a typical inhibitor of the ATPases thel have a phospharilated

intermedisete, but is intibited by NEM, NBD-C1 and DIDS.

The eacidification process in isolated endocytic vesicles was




investigated, using the fluorescent dye fluorescein isothiocyanate,
covalently bound to transferrin. The amount of acidification three minutes
after the addition of ATP was between 0.7 and 0.8 pH units. It was also
determined that acidification was inhibited by NEM, DCCD and DIDS.

when acidification was studied in terms of its dependence to the
ionic composition, it was found that the vesicle needed a cation in its
interior, being Mat better than k7. in the other hand, C1” was needed in the

ewiernal madium. Boith effecis were additive, and the maximal

acidification was obtained with Nai and Ele.

The selectivity for the anion in supporting acidification was also
examined. The following selectivity sequence was determined: Ci™» Br

1"y PD457> gluconate > S04

It has heen postulsted in thizs Thesis thet the vesicle should heve &
mechanism to disipate the positive electric potentisl generated by the
HY-ATFPace. The resulls just described suggest the existence of ion fiuxes
concormitant with the HY flue Determination with isolopes demonstreted
that there were & nel ©1 influg end & net Me' efflux, that compencated the
positive charges ine 42% by the cation and in 45% by the snion. There was

alza, an ATP-dependent Na® influs, atiributable to the Ne® ) -ATPaze.

when the dependence of the ATPese activily with the ijomic
cornposition of the mediurn wae determined, it was found that was

becically the same than thel previeusly described for acidification. The

difference was that with K"e_. there was an edcess of éctwi'tg, possibly

xxii




due to a phosphatase activity rather than an ATPase activity.

The vesicles obtained through the method described in this Thesis
were capable of mobilizing iron attached to transferrin when the vesicles
were incubated with cytosol. More iron mobilized was obtained if ATP,
MADH or ascorbate were added to the incubation medium.

About S0Z of mobilization was obtained when vesicles were
incubated with ATP and ascorbate, in a medium free of cytosol. ATP alone
produced dissociation but not mobilization. Ascorbate produced neither
digsociation nor mabilization.

when acidification was inhibited by colapsing the H*-gradient with an
ionophore or by inhibiting the H*—pump, maobilization was aleo inhibited,
indicating that acidification was an esceniial step in iron transiocation
inio the cell.

it was also established the dependance between mobilization and the
ionic composition. Only chloride was needed in the exiernal medium io
pramote mobilization, being sodium in the interior of the vesicle
ineffective to mohilize iron. These resulis indicaled that the ApH reached
with chlgride as a counterion, was sufficient to dissociata one iron from
transferrin and to promoie its m‘obﬂizatmn. In the other hand, the ApH

obtained using sodium as the unic counterion, was not enough to promote

dissociation or mobilization.
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I. INTRODUCCION

1. Antecedentes bibliograficos

£l hierro constituye el elemento traza més importante en 1os
vertebrades. E1 rol bioguimico del hierre se manifiesta a través de la
actividad de las metaloproteinas, las cuales estén invelucradas en el
transporte de oxigens y almacensmiento, asi como en la cadena
transportadora de elecirones. La hemoglabina normal da cuenta del
60-708 del hierro total, migntras que la mioglobina, tos citocromos y
otras proteinas que unen hierro, contienen un 105, El 20-30% restante so
distribuye entrs dos proteinas de almacenamiento, ferritina y
hempsidering. La transferrina, proteinag encargada del iransporte
extracelylar del kierro, il da cuenta del ©,1-0,28 del hierro tolal

Fn casos de deficiencia de hierre, todas estas metaloproteinas se
vern afectadss i s puede producir una disminucidén de la hemoglebing
circulante (anemia). Por otra parte, una sobrecarga de hierro pueds
productr ::iépsisitna del metal y dafiar seriamente ﬁlgunus argancss coma
corazon, higado y p:ﬂrru::nes.‘

La incorporacion celutar de hierre es un process que se verifica @

través de endocitosis mediada por receptor? En células eriiroides,

pueden describirse varias etapas, como la union de ferrotransferring a




receptores especificos ubicados en invaginaciones de la membrang
plasmatica, recubiertas por clatrina {coated pits}34 la formacidn de
vesiculas endocitices o endosomas <% la acidificacién del interior de
dichas vesiculas,’® 1a disociacién de hierro de transferrina, debido & la
disminucidn del pr’ 1a unién del hierro a su aceptor en la membrana de la
vesicula, )01 1 transporte del hierro al citoplasmae de la célula'? y
retornn de g apotransferrina al medio extracelular para ser reutilizada
en un nuevo ciclo celular de incorporacion de hierro.'® E1 hierro en el
citoplasma de 1a celula es captado por transporiadores citoplasmaticos y
Nevado a ta mitocondria para 1a sintesis del grupo hem.

En relacidn at pH intravesicular, hay discrepancias en la literatura,
segin si es medido en vesiculas /7 s74v 0 en vesiculas aisladas. Usands
métodos diferentss para determinar el pH, como transferrina mercada
con FITC en células K562 intactas’ y la distribucidn de DMD y
metilamina marcadas con 14; iy cloraguina en reticulocitos® los valores
abtenidos son de 5,4-5.5 al interior de vesiculas endociticas A7 &7fv. En
cambio, usands 190 metilamina en vesiculas aisladas de cersbro de
hovino, el pH intravesicular obtenido es 6,7-6,9 cuando el pH del medio
pg 7,504

5i hien es cierto no hay acuerdo con respecto al pH final obtenido,
s un hecho gue, cusndo menss, hay acidificacidn de 0,6-0,7 unidades de
pH!Y Uno de los aspecios que ha sido ampliamente estudiado es el rol que
juega esta acidificacidn en la incorperacisn de hierro al citoplasma
celular, Para ello se hah usads iondforos, aminas  (agenies
lisnsomotrépices) e inhibidores metabdlicos que producen una glevaciin

' =
83,15 Esta

de] pH intravesicular e inhiben la incorporacisn de hierro




disminucisn en 18 incorporacién de hierro observada puede ser debida a
una inhibicidn de Ta disociacidn de hierro de transferrina o a un bloqued
en 1a unidn del hierro & su aceptor en la membrana de la vesicula. En una

lines celular de hepatomas humanas Ciechaniver &/ 57 % encuentran que el
principal efects de NH,CI (20 mi) es la inhibicidn de fa disociacion del

hierro de ferrotransferrina, posiblemente debido a la elevacidn del pH de
la vesicula endocitica. Ademés encusntra que la exocitosis de
tranaferrina esté enlentecida, es decir toda la transferrina internalizads
es externalizada, paro en un curso teraporal mayor, mientras que l1a union
de ferrotransferrine a su receptor en la superficie celular y su
internalizacion no se ven alteradas.

Por oira parte, Glass y NORez'® encuentran que 1a n-butilamina y el

WH,C1 (10 1y 20 mM, respectivamente) retardan tanto la internalizacidn de

ferrotransferrina unida a los receplores de transferrina como 13
pxternalizacion de ia transferrina internalizada y gue, ademas, bloguean
el transporie del hierro al citoplasma, pero, a diferencia de Ciechanover
gl 8.7 1a disociacion no se ve afeclada, La interpretacion que ellos dan a
estos resultados es que la inhibicidn en la incorporacidn de hierro es
debida @ que las aminas, a las concentraciones usaﬁdas, glevan
ligeramente e pH al interior de las vesiculas. Esta glevacidn del pH no
es suficiente para inhibir la disociacidn de hierro, pera" aumenta l1a
concentracion de hidroxilos 1o suficiente come para inducir 1a formacion
de complejos insolubles de hidréxide férrico'®

Usanda los jondforos monensina y nigericina, Mifiez y Glass'!

gncuentran que dichss agenies, a concentraciones subﬁ}icrumulares

(6,25-0,5 ph), afectan minimamente la disociacidn de hierro de




transferrina, ya que el pH intra_vesicular. nn es elevado 1o suficiente como
para inhibirla, siendo la union del hierro disociads a su aceptor en la
tmembrana la que estaria blogueada 8l aumentar la concentracion de
hidroxilos gue compiten por el hierrs con su acepisr en ta membiansa
vesicular. Para inhibir la disociacién de hierro de transferring se
requisren con-:entrﬁu:iénes mayares que 1 pM de iondforos.

Estos resultades indican claramenie que el pH acidico al interior
de 1a vesicula endocitica es indispensable para la disociacion de hiarro
{inhibido por concentraciones atias de aminas Y jondforos) y para una
sdecuada incorporacidn del hierro disociade &l citoplasma celilar
(inhibide por concentraciones bajas de aminas i ionéforos).

La capacidad de Tas vesiculas endociticas de variados sisiemas
celulares de acidificar su interior, es debids a la presencia de una
H -4TPaga activada par [‘192” que transporia protones a expsnsas de la
hidrolisic de ATF9171% Esta enzima pertenece & una familia de
4TPasas presentes en  sistemas de endomembranas de celulas

20,21

eucariontes como  lisosomas; vesiculas derivedas del Golgi,??

granulos cromafines? y en las membranas vacuclares de plantas,”
Neurospara® i levaduras® La H'-ATPasa tienz caracteristicas que la
hacen difsrenie de las ATPasas de membrana plasmatica y mitecondrial,
& diferencia de la !*1r3+,i=ti+-ATPasa de.membrans plasmatica, es insensible
8 vanadato'® 17192172 4 g forma intermediario fosforilade durante su
ciclo catalitico?® La H'-ATPasa es sensible a MEM y HED-C1 171822727
compusstos que inhiben la hidrdlisis de ATP, por unirse al sitio

catalitico y DOCD, por su parte, inhibe el transporte de protones' 4% gl

bioquear el canal que conduce prr.ntoneg.zg Ademas es insensible a
!




oligomicina y aurovertina, inhibidores de la ATPase FyFg

mitacondrial!17:18:22.23 y & 1a estrofantiding'* y suebaine,'® inhibidores
de 1a Na* K*-ATPasa.

Todos les resultadss que apuntaban hacia €] hecho que este tipo de
ATPasas es electrogénice, eren indirectas. Forgac & &l en vesiculas
de cerebro de hoving, enconiraron gque hsbis une estimulacién de ls
incarparecién de 14 metilemine en presencia de valinomicing {las
vesiculas contenfan k' en su interior) y que FCCP, un ionéforc
electrogénico, la inhibia. Estos resultedos apuniaben  a :
electrogenicided de l& ATPass, perc no  eran definitives. Los
experimentos de ¥ie & &% sin embergo, son concluyentes. Elios
purificaron y reconstitugercn la H'-ATFasa de vesiculas de cerebro de
bovina en liposomes y solamente obluvieron acidificacidn  con
vatinomicina y K* el interior de las vesiculas.

Por 1o tantc, para que haya ung acidificacitn neta es precisc que la
vesiculs tenga un sictema cepaz de disipar el gradiente eléctrico
generade por la entrada de protones para lograr un decremento
substancial del pH intrevesicular. Los resultades de los estudics de
requerirnientos idnicos de Forgac Y Cantley 27 apunian a la susencie de un
contratrensparte con Na® o ¥¥ durente le incerporacion de proiones, pero
i se requieré de la presencia de cloruro en el medio externo como anidn
permeante 192231

Un posible mecanismo pera le disipacién del potenciasl de
membrana positivo es la existencia de un canal snidnice. En relacian a

elle, estén los antecedentes mostrados por ¥ie &2 &% quienes ensayan

s efectividad de varios aniones para funcicnar come cortraion en la




mantencion de 1a electroneutralidad en vesiculas recubierias por clairing
de cerebro de bovino, capaces de acidificar su interior debido & ung
ATPase que transporta protones. Ellog encuentran que Cl"yBr -yi en
menor cuantia- funcionan como coniraiones, los cuales favorecen una
significativa ecidificacidn y no lo hecen otros eniones como fosfato,
sulfeto, gluconato y fluoruro. Por otra parte, es posible observar
transporte de cloruro impulsado por un potencial positive (debido la
entrada de K¥ en presencis de valinomicina) independisniemente del
movimiento de protones {(en la ausencia de ATP), 1o gue apunia a la
evistencia de una conductividad para clorure distinte de la via de entrada
de protones.

Glickman &/ &7 %% también encuentran una conductancia a clorurn
en paralels con una ATPasa que transporta protones en ve siculas de Gelgi
de higado de rata. Estas vesiculas acumulan 38C1” cuando se genera un
gradiente favorable para Ia entrada de poiasio, en presencia de

valinomicna, indicanda la existencia de una conductancia & dicho anidn.

2. Objetivos

Objetivos generales

Ests Tesis propone utilizar una preparacién de  vesiculas
endociticas altemente enriquecidas en el complejo ferrniransterring-
receptor para estudiar los factores idnicos que afectan €] transporie de
hierro desde el interior de la vesicula endocitice al citoplasma de la
colula. Debido a gue el proceso de movilizacidn de hierro es blogueado

por agentes que disipan €] pH intravesicular acidico, s& caracterizaran

o

tos factores idnicos y moleculares que participan en 1a maniencion del




gradiente de protones necesario para la disociacion de hierro de
transferrina y el transporie del hierro disociado &l citoplasma de le

célula.

Objetivos especifices

it Dbtencidn de vesiculas endociticas tempranas con alto contenido
del complejo ferrotransferrina-receptor.

iiy Obtendidn de vesiculas endocitices tempranas con alto
contenido de hisrro.

iti} Caracterizacion de actividad(es) ATPasice(s) en vesiculas
solubitizadas, en términos de sensibilidad a diferentes inhibidores.

ivi Caracterizacidn de sctividad{es) ATPasica(s) en vesiculas
intactas, en términos de requerimiento de caliones y aniones,
sensibitidad a diversos inhibidores y efecto de {ondforos.

v} Caracterizacion del proceso de acidificacion en el interior de
las wvesiculas, en presencia de diferentes cationes y aniones, de
iondforos e inhibidores.

vi3 Estudio de las condiciones generales de incubacidn que
aptimicen 21 transporte de hierro promovido por el citosol.

vii} Estudio de los factores electroguimicos que regulan la salida

n
y

de hierro de 1as vesiculas,

1,
1,

3. Hipdtesis de trabajo
Loz sntecedentes bibliograficos sefislan que las  vesiculas
acidifican su interior, aun cusndo no se cohocen cabalmente lIos

mecanismos mediante los cuales se verifice diche acidificacion. La




hipdtesis que se propone en esta Tesis es gue, 8 semejanza de vesiculas
endociticas de cerebro de boving, hay ung H'-ATPasa en la membrana
vesicular, que es la encergada de transportar protones al interior de la
vesicula a expensas de la hidrolisis de ATP. La electrogenicidad de la
enzima es un aspecto que serd estudiado. Si resulta ser electrogénica, es
preciso que el potencial electrequimico sea disipads de alguna manera,
ya que, debido al pequefio volumen de tas vesiculas {su diametro es entre
90 y 120 nm), bastaré la entrada de una pequefia caniidad de protones
para que e] transporte se detenga, con 1o cual 21 pH no habré disminuido
1o suficiente como para permitir la disociacion de hierro de transferring
y su consiguiente transports al citoplasma. Una alternativa es qus exisia
una conductancia anidnica, por ejemplo de cloruro, de manera tal que al
entrar un proton a través de la ATPasa, entre también un clorurn. Otra
pogibilidad es que exista una conductancia cationica, como de sodio o de
potasio, que permita le salida del catidn al entrar el proton por la
H™-4TPasa. Con ambos tipos de canales se esiaria disipande el gradiente
gléctrico, con 1o cual podrian sequir entrando protonegs y disminuir el pH
hasta los valores necesarios para la disociacion y transportie del hierro,
Una hipdiesis alternativa es que los protones no estén entrando a
través de la ATPasa, sino que ésta sdlo esté genersndo un gradients
quirmico pata un cation, como por gjerapis MNa™, y qu= este gradiente ses
utitizado por protones para entrar a traves de un intercambiador’

Ma /R




[l. MATERIALES

1. Animales '

Se usaron hembras o machos adulios, con un peso carporal entre 2,53 4
4 kg. Su dieia consistid en alimento concentrado para conejos (pellet) y
agua & libre disposicidn. La dieta fug suplemeniads con verduras frescas
una vez & la semans. Despues de terminar de uiilizar un animat, se le
inyectd 0,5 il de hierro (25 mg) intramuscular para evitar una anamia por

disminucion det hierro circulante.

2. Radioisdtopos
Los isdtopos radioactivos utilizados fuprun5-Fe I, DﬁF‘bCl 22!1' 1

iy Wa7OC de Dupont U Ma'29| de 1 Comisitn Chilens de Energia Huclear.

3. Reactlivos

Los inhibidores utilizados, comn ouabaina, -DCCD, amilorida, MEM,
PHMSF, FCCP, DIDS, NBD-C1 eran de Sigma. \:anadai.n:r'era de Fisher Scientific
Company. Los detergenies NP-40 y Brij o8, y 1os iondforos, valinomicing,
rigericing y FCCP eran de Sigma. Los reactives para electroforasis y los
Bin Geles aran de Bio-Rad. &zul de Coomassie era de Kodak. Todos tos otros

-eactivos eran de grado analitice.




111. METODOS

1. Obtencicn de reticulncitos

Loz reticulocitos de conejo fueron aislados & partir de sangre
ohtenida por sangramiento de la vena marginal de la oreja de animales
tratadas con 21 agente hemolitico APH (10 mg/Kg de peso por fres dias y 5
mgfKg de peso por dos dias)®  Las células se obiuvieron 4 a 7 dias
después de 1a d1tima ingeccidn, La sangre se recibid en tubo heparinizad,
con SO HE de heparina/ 10 ml de sangre.

2. Marcaci6n de transferrina con 29Fe y 125

La transferring de conejn fue purificada, saturada con S 1 marcada

't

¥

s F - =z - - . .-
con 149 seqin Blass &7 &/ % Para 2,6 mg de transferring purificads

(.“5,323:»:10"a moles) en 40 pl de NaHCO, 0,25 M, se agregaron 6,6?:-:10"5

rarl, (37,5 pCit u 1,33%1077 moles de NTA. Se incubd 10 min

a temperatura ambiente. & 1a Fe-Tf junto con 25 pi de tampdn glicina
alcalina” se le agregaron 106G pCi de Ha!221 mezclado previamente con 20
yl de una solucidn de iode monoclorure 3,3 mit Se incubé 30 min a
temperatura ambiente y se fittrd por una columna de Bio Gel A-1.5 (23 »
¢,8 om) equilibrada en ta:ﬁpﬂn Dulbecco. Se colectaran fracciones de 0,5

ml. El pico de Fel-Tf del perfil de elucion se determind por la

10




_ radiactivided en un contador gamma. Se juntaron las fracciones con mas

radiactivided y se guardd a 42 C. La concentracidn de proteinas se

determing con el méiods de Lowry,3® usando BSA coms estandar.

3. Marcacién de transferrina con FITC
La transferrina fue marcada con FITC de scuerdo &l método descriio
por Musgrove &f 51,3“ con algunas modificaciones: para 2,6 mg de

transferrina (3,3321070 moles) se agregaron 50 pi de Ha,CO; 0.5 M (pH

9,01 6,67%10°0 moles de 9%FeCl, (37,8pC1) y 1,33x1077 moles de NTA.

Se incubd a temperatura ambiente por 10 min. A Ta Fe-Tf se agregaron 130
ul de FITC 2,4 mg/ml en Ha,CO; 0,3 11 {pH 9,0}, en slicunias de 15 pl, en
hielo. Se incubd 5 min en hielo, se agregaron 1Q0 yl de Fe I-Tf 20 pMi y
1060 pl de Ma,CO; 0.5 M {pH 9,0). Esta mezcla se incubd tods la noche a 42

C, en oscuridad. Al igual gue con 1a Fe I-Tf, se filtrd por una columna de
Bin Ge! A-15, se colectaron fracciones de 0,5 ml Y se determinarch
squellas con mayor radiactividad en un contador gamma y 1a concentracidn
de proteinas con el método de Ln:nw.'rg.'f‘3 Con este metodo, se obluvieron
antre 4 i 5 moléculas de FITC por molécula de transferring, determinado
Eespier;tmfnturnétris::ﬁmente a una longitud de onda de 490 nm, en un
espectrofotdmetro Gilford 2000, La FITC-TP asi obienida presentd una
iru:;erm'a-:in:'u': compatable a Ti. Esta fue guardada & 42 T en oscuridad y

descartada despugs de una semana de preparacion.

11




4. Bbtencidn de citosol

Los reticulocitos, previamente lavados con tampdn Dulbecco, fueron
lisados con igual voiumen de tampon NaCl-KCl por congelamiento, en
acetona 1levada a una temperatura inferior a -102 C con un enfriador de
inmersion (cold finger), y posteriormente descongelados. E1 hemolisado fue

centrifugado a 45.000 % g . por 20 min. E1 sobrenadante fue desaireado

por vacio y centrifugade a 120000 x g durante 60 min, descartands el
precipitado y guardando el sobrenadante (citosoll en alicuotas a -20¢ €
para su uso posterior,

Para efectos de concentracidn, se considerd 1x la del citgplasma. La

concentracion del citosol obtenido por el método descrito fue 0,52,

5. Obtencidn de vesiculas endociticas cen alte contenido en
complejo Tf-R

Laz vesiculas endociticas fueron obtenidas sequn el método de Choe
gf 8% con algunas modificaciones. Las células fueron lavadas ires veces
por centrifugacidn @ 4500 ® g con & volimenes de tampon Dulbecco y
posteriormente incubadas con FITC-Tf o Fe,l-Tf 4 pM, durante 5 min a
37e Ly posteriormente lavadas 3 veces con tampon Dulbecco. La FITC-TT o
la Fe,l-TT unida externamente, fue eliminada incubando las células en
plasma sanguinen al 208 en tampon Dulbecco por S min en hielo. La lisis se
hizo con tampon MaCl y FMSF 0,2 mM (u otro tampdn que se indique), con
una razin de volgmenes entre células g tampon de {01, Luego se congels en
acetona enfriada con un enfriador de inmersion por 15 min 4 se descongeld

a 42 C. Ei hemolisado fue centrifugado a 45.000 x g 20 min. El

1]l
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sobrenadante resultante fue filtrade a través de una columna de Bio Gel
A-5 (22 % 1,5 cm), equilibrada en el mismo tampdn usado en la lisis. El
pico de vesiculas, determinado por las cuentas de Sk y 125!, fue cargado

sobre 6 ml de Percoll 272 inicial g centrifugado a 36.000 xg__  por 30

min. La banda de vesiculas (d=1,072 g/ml) fue colectada por goteo desde

abajo y 1levada a un volumen de 5 mi con el tampidn usado en la columna
cenirifugada a 120000 x g por 30 min en un rotor SW-30.1. El
precipitado de vesiculas, ubicado sobre el colchén de Percoll, fue

resucpendido por agitacién, en un minimo de wvolumen de solucidn

amortiguadora usada en la columna. Las vesiculas fueron utilizadas de

0

inmediato en la determinacién de las actividades ATPasicas y
acidificacion. £] rests fue guardade & -202 C para la determinacicn de

proteinas y para electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS 3¢

6. Obtencion de vesiculas cen alio contenide de hierro

i Estudio de 1a concentracion de inhibidores sobre la incorporacion
celular de hierro

Fara obtener vesiculas con un aito contenido de hierro, se ensayd el
uso de iondéfaros no electrogénicos, como nigericina o monensina; 8:11.1€ de
aminas primarias, como cloruro de amanio -0 butilamina %1518 y de un
ipnoforo para protones elecirogénico como FCCPE'? Pars determinar la
concentracion apropiada de aminas primarias y de iondforos para inhibir la
calida del hierro desde las vesiculas, se hizo un estudio de incorporacisn

de hierrs a reticulocitos en presencia de NH,CT1 Y butilaming 10-50 miv;

monensina Y nigericing -5 mM y FCCP 1-40 pM. Fara elio, se incubaron 25

13




pl de células empacadas y tampdn Dulbecco en un volumen final de 100 i
en presencia de 10s jondforos o aminas en las concentraciones indicadas
durante 5 min a 372 C. Se centrifugd a 10.000 rpm por 10 seq en una
microcenirifuga Fisher modelo 59 A y se incubd a 372 C, con Fe,1-T1 1,8 uM
en presencis del inhibidor en un volumen final de 30 yl. Se sacaron
alicuotas de 15 pl alos 5, 10y 15 min. Se tavd 3 veces por centrifugacion
con tampdn Dulbecco. Se determing la razdn 39%Fe/ 123 presente en las
células en un contador gsmima. Con este valory la razdn 39r24123( ipicial
de Fe i-TT fue posible determinar el ndrero de ciclos de internalizacion de
transfervinag en el tismpo de incubacidn y establecer las concentraciones

apropiadas para lograr inhibir 1a salida de hierro,

ii) Procedimiento para s obiencidn de vesiculas con alto contenido de
higrto

Ge procedid basicaments igual que en la preparacion de vesiculas con
alto contenido en gl complejo transferrina-receptor, salvo que previo a la
incubacion  con transtervina, las células se  incubaron  con las
concentraciones eetablecidas en 2 punto antarior de aminas y iondforos en
tampdn Dulbecca. La lisis se hize en presencia del iondforo o de 3 amning y
previo a la cenfrifugacion a 120000 % q__, las vesiculas I'uerun:incubadas
en tampin de columna-BS4 28 por 10 min  en hiele, para elin‘:inar ins
jondforos que estaban en la membrana de 13 vesicula. El resio del protocolo
fue igual al descrito anferiormente En es ste pratocole fue imposible
determinar la concentracion de proteinas, debido al alio porcentaje de BSA

prasente en la preparacion final.
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7. Estimacion de 1a actividad ATPéasica

i} En vesiculas intactas

La determinecién de la actividad ATPésica en vesiculas intactas se
hizo segin el método acoplado de la PK/LDH'? El medio de incubacion
contenia en un volumen final de 1 ml: KC1 100 mM, Hepes/Tris (pH 7,03 10

raf, Mg50, t mi, PEP 1,25 mM, NADH 0,5 mM, EGTA/Tris 1 mM, Mg-&TP |
ity S plde PR/LDH (3,510 de PK y 5 U de LDHY. El (MH,),50, presente en la
suspension de PK/LDH fue eliminado per centrifugacion a 10.006¢ rpm en
una microcentrifuga Fisher modelo 59 & y el precipitado, resuspendido en
sgua. Alternativamente e (NH,),50, fue eliminada por filtracién en
pequefias colunmas {1 m1} de Bio Gel A-15. La reaccidn se inicid con la
adicion de 30-50 pg de vesiculas y se le determind el cambio de
absorbancia a 340 nim comn Tuncion d'ei tiempo, g 25¢ L. La actividad
H*-ATPésica de las vesiculas se calculd como la diterencia entre la

actividad ATPéasica Lotal y 1a actividad en presencia de HEM imi.

i3 En vesiculas solubilizadas
Para la deferminacion de 138 actividad ATPasica en vesiculas
solubilizadas, se ulilizd el mismo procedimiento anterior, salvo.que se

agregd 0,2% del detergente no idnico, Brij 56 al medio de incubacion. '

111} Sensibilidad a inhibidores
Fara 1a medicion de las actividades ATPasicas de vesiculas intectas y
solubilizadas en presencia de inhibidores comw HEM, estrofantiding,

aligomicing, DD5, NED-C1 y DCCD en las concentraciones indicadas, se

15




utilizdé el método de la PK/LDH. Las vesiculas se preincubaron con 10$
inhibidores en hielo entre 1 y 2 horas, previo a la determinacion de
actividades. Se encontrd que on 1 hora se alcanzaba el maximo de
inhibicidn,

Se prepararon las soluciones de inhibidores, 100 veces més
concentradas (aquellas disuelias en etanoll y 200 veces més concentradas
(aquellas disueltas en DMSO) las que fueron guardadas a ~202 C. Las
soluciones concentradas fueron:

estrofantidina 5 mM en etanal;

aligomicing 500 pM en etanal;

MEM 20 mit en agua,

DCCE 10 mM en etanal;

MBD-C1 10 mif en DMSO.

Las soluciones de trabajo, se prepararon 21 misma dia del experimento
diliyéndolas en agua. La concentracisn final de los inhibidores fueron las
indicadas y 1a de etanol y de DMS0, no excedieron el 18 y el 0,33

respectivamente. Posteriormente se descariaron.

ivi Efecio de 1a composicidn idnica intra g extravesicular

En vesiculrs: intactas e determind la dependencia de la actividad
ATPasies respecto de la composicidn idnica. Para ello, se prepararon
vesiculas en presencia de tampon Ma,50, y tampdn K50, y se determing

la sctividad ATPasice sencible @ HEM 1 mM en medios con tampones NaCi,

KCi y sacarosa. 'S5
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8. Caracterizacidn del proceso de acidificacion

i} Estimacion del pH intravesicular

Para estimar el grado de acidificacidn de las vesiculas, se determind
el decaimients de la fluorescencia de FITC unids covalentemente a
transferrina con longitudes de onda de excitacién de 49¢ y 430 nm y de
emisidn de 520 nm en un especirofluorimeiro Perkin Elmer MPF-24. La
cubgta contenis entre 30y 50 pg de vesiculas, en un volumen final de 1,3
ml de tampdn MaCl u otro que se indigue, ademas de algdn iphibidor o
efector cuando correspendid. La reaccidn se inicié con la adicidn de

Mg-ATP/Tris 1mi. La temperatura del ensayo fue de 232 C.

ii) Curva de calibracion

Loz pHs intravesiculares se estimaron a partir de una curva de
calibracian de cambios de fluorescencia en funcidn del pH, en 1as mismas
condiciones del ensayo, pero sin Mg-ATF/Tris y en presencia dsl
detergente no idnico, HP-40 0,27, E1 pH del medio se varid con alicuntas de
HET o MalH 0,1 Ny se determind la razdn de intensidades de fluorescencia
excitando a 490 y 450 nm &6 funcidn del pH del medio. Con eslos datos se
construyd una curva de calibracidn para cada preparacidn y tambien para

las diferentes composiciones idnices intravesiculares.
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9. Flujos de cloruro
& partir de une solucién de H3OT1 0,48 M (0,25 mCi/ml), se preperd
una solucidn de trabajo Na®BC1 0,11 ajustando a pH 7,0 con NaOH 1 K.

i Cinéticas de entrada
E1 ensayo consistid en incubar a 252 C, 100-120 ug de vesiculas NaCl,

con 20 pl de solucidn HacCCl 100 mM {1 pCil y tampdn MaCl pH 7,0
suficiente para completar 100 pl. A& tiempos variables entre 1y 3 min se
sacaron alicuntas de 23 pl que se agregaron sobre ©,4 ml de tampdn NaCl
helads y se filtré a través de filtros Millipore (fipn GS, 0,22 pm)
pretratados con tampdn HaCl Las vesiculas refenidas en los filtros se
layaron 3 veces con 2 ml de tampdn HaCl. El experimmento se realizo en
prasencia Y en ausencia de Mg~-&TPATris 1 mit. Los filtros, previamentie
secos, fueron puestos en liguids de centellen y contados en un contader

peta.

ii} Cingtinas de salida

En estos experimentos, las vesiculas (entre 100 y 120 pg fueron
cargadas can HaSOCl 100 mi por 60 min a 372 C g luego diluidas 50 veces
en tampdn NaCl y Mg-ATP/Tris 1 mi1 a 252 C. Se fomaron alicucias a
diterentes tiempos de incubacidn, como se describid en el punio antarior
El flujo neio de 30017 ge determing de la diferencia entre los flujos de

entrada g de salida,
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10. Flujos de sodio
& partir de una solucidn de 22naC1 40 pM (1 mCi/ml}, se prepard
una solucion de trabajo 22yar1 0,1 MconNaCl 0,2 M.

sy - < (?
iy Carga de vesiculas con 22yg*

Se incubaron 120-150 pg de vesiculas NaCl, con 8 pl de 18 solucion de

trabajo 2Zyar 0,1 M {4 pCi) durante 60 mina 372 C o toda la noche &
20

i) Cingticas de salida

En un volumen final de 1 ml se incubaron & pi de vesiculas cargadas
can “ZNa* (25-30 g con tampin NaCl-KC1 en Ya presencia Y ausencia de
Mg-ATP/Triz 1 mM. Los tiempos de incubacidn variaron desde 08 3 min a
o5 . Luegn se filtrd s través de Millipore como se describid

anteriormente. Los filtros fueron contados en un contador gamima.

iiiy Cinéticas de entrada
Ge incubaron 70-90 pg de vesiculas con tarapon NaCl con 2 pl de la

solucion de irabajo de 22yar) 0,1 M {1 pCil y tampdn KC1, para tener
MaCl 20 mM, KC1 80 mi en el medio externe, en la presencia y ausencia de
Mg-&TP/Tris 1 mil. E] volumen final fue de 100 ul y la temperatura del
ensayo, de 252 C Entre Gy 3 min se sacaron alicustas gque contenian de 15
a 20 ug de vesiculas. Se recibieron sobre 0,4 mil de tampan MaCl helado, se
filtraron, lavaron y contaron come se describio anteriormente. El fiujo
neto de salida de sodio se obtuvo de 1a diferencia entre los flujos de salids

y de entrada.




11. Flujos de rubidio

Los flujos de entrada y salida de 80pp* se realizaron con protocolos
similares a los de 22[*1@+ a partir de una solucion de SaRbm 25,5 mM
(13,3 mCi/mh.

12. Determinacidn de la razén H'/ATP

Pars determinar la razon entre 1os H' bombeados por ATP hidrolizado,
se ytilizd una aproximacian de una ecuacion derivada por Thayer y Hinkle:*?

TR = Inh - k5 (ver Apéndice)
donde 4° son los moles de protanes bombeados &l tiempo 4 475 son los
moles de ATF hidrolizedo &l tiempo £ # es le razdén de protones bombeados

por ATF hidrolizado, 4, es 18 constante de velocidad de fuge de protones y

¢ ez gl tismpn de incubacidn.
La

[

vesiculas fueron preparadas en presencia de tampon MES/Ha. E)
experimento consistid en incubar vesicwlas (1 mg? en 1 mi de tampon
MES/Na-K, hasta gque =] pH del medio de incubacidn se equilibrd en 7,000
La reaccidn se inicid con la adicion de Mg-ATP 1 mM  {en su forma
dizddica, pH 7,00 y s regisird el cambio de pH duranie 3 mina 232 C. Al
cabo de dicho tiempo, la reaccién se detuvo agregandn el detergente no
iénico BP-40 al 0,22, Para carrelacionat el ApH con 8] nimera de moles de
H* se tituld con alicuntas de HC 1 mil esténdar en la misma cubeta que
contenia las vesiculas solubilizadas. Se repitid el mismo experimento en
prasencia de HEM 2 mi. Con esie procadimients se determimd 21 nimero
total de HY bombesdos por la H' -ATPasa en 3 minutos de rescoidn,
Paralelamente se determind Ia cinetica de scidificacion en vesiculas que

contenian FITC-TT en su interiar (ver seccidn 8 de este capitulo). Con esfos
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dos experimenios, se estimd el nimero de H' bombeados en funcidn del
tiempo. Los cambios de pH fueron registrados usands un pHmetro Beckmann
71 unido 8 un amplificedor operacional y & un registrador para dar uha
escala total de 10 mv3?

Graficando 1n (A HY/AATP) en funcidn del tiempa, se obtuve 4 de 13

interseccién en 1a ordenada y 1a pendiente correspondis a £;.

13. Movilizacion de hierro en presencia de citosol
Parg 1a realizacion de estos experimentos, se utilizé la preparacidn

de vesiculas cen alto contenido de hierro {ver Seccidn & de este Capitulo).

i) Curva de concentracidn de citosol

Se incubaron vesicules con tampdn NaCl en presencie de citasol 0,1,
0,2, 03,04 y 0,45x en tarnpon KCY por 5 min & 37¢ C. Se filtrd por
filtros Millipore tipo GS, tamafio de poro 0,22 pm, pretratados con BSA &l
2% an tampdn NaCl. Los filires fueron levados 3 veces Con tarapon Mall y

contados en un contador gamma.

ji) Cinétice de movilizacion de hierro

Se incubaron & 37 C vesiciulas can tarnpdn NaCl en 0,5 il de medic
gue contenia citosol @ la concentracidn establecids en el experimento
anterior, diluida en tampdn KCY Se sacaran alicuntas de 100 pl & tempes
variables eptre 14 10 min Log filtros fueren lavsdos § contados como en

el punto anterior.
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iiiy Efectoras e inhibidores en la movilizacidn
Se incubaron vesiculas con fampdn NaCi, econ citosol 0,3 » en un

yolumen final de 100 pl de tampodn NaCl-KC1. Ademas el medio tenia cuando
correspondid: Mg-ATP/Tris 1 m, ascorbato/Tris S mM, HADH 2,5 ml,
FCCP 20 pM, nigericina 10 pM o NEM 2 mM. Las vesiculas fusron

incubadas 5 min a 372 C y filtradas coma se indico anteriormente.

14. Movilizacion de hierro en ausencia de citosol
Las vesiculas utilizadas en esios experimentos correspondieron a 1a

preparacidn con alto contenido en hizrro.

i¥ Cinética de movilizacion de hierro

Se incubaron vesiculas con tampon Mall a 372 L, en 6,5 ml de medio
que contenia Mg-ATP/Tris t mi1y ascorbate/Tris 1 miten {ampodn KC1 {pH
7,01 5Se sacaron alicuntas de 100 pi a tiempos variables entre 14 10 min,
ce {iltraron por Millipore, se lavaron i se contaroh como Se describid

anteriormente.

it} Efecto de inhibidores de 1a acidificacion en la movilizacion

Se incubaron vesiculas con tampadn MaCl & 372 T durante 3 min &
tampon KC1 con lss siguientes adiciones, cuando correspondid: ascorbato/
Tris 1 mM, MQ-ATP/Trie 1 mrl, MEM 1 mf, FCCF 20 ui, nigericina 20 QM.
Se filtraron, se lavaron y confaron.

Fara determinar el porcentaje de hierro disociado de iransferrina, se

incubaron vesiculas en las miisinas condiciones que para l1a movilizacion,
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pero la reaccidn se detuve con la edicidn de NP-40 al 2% que digipo
instenténeamente el gradiente de pH y desferroxamina 0,5 mi1 que queld el
hierro disociado de transferrina. Se agregd Sepharosa-Anti Tf y se incubd
por 3-4 horas a temperatura ambiente con aqitacidn suave. Las esferas de
Sepharosa fueron lavadas abundantemente con tampdn KC1 y se determing
el parcentaje de hierro disociado comparando la razén 2°Fes 1291 de la
transferrina unida & la Sepharosa con la razon de 1a transferrina presente

originalmente en 1as vesiculas.

iii} Efectn de 1a composicidn ionica

Se incubaron vesiculas con diferentes composiciones idnicas internas
(tampones NaCl, KC1 | sacarosa) en presencia de ascorbato/Tris 5 mM y
Mg-ATP/Triz t mM con tres tampones diferentes: MaCl, KL1 y sacaross
durante 3 min a 372 £, en un volumen final de 300 pl. La mezcla se
preincubd 1 min & Ta misma temperatura 4 la reaccion se inicio con la
adicion de Mg-ATP. Al cabo del tiempo de incubacion, las vesiculas se

filtraron, lavaron i contaron como se describio anteriormente.
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IV. RESULTADOS

1. Preparacidn de vesiculas endocilicas

La preparacion de vesiculas endeciticas desarrollada en el
laboratorio tiene la ventaja, con respecto a la de Choe &/ m’.,sf' que toma
menos tismps en obtener las vesiculas aisladas, 1o que permite hacer
mediciones de actividades ATPé&sicas y acidificaciones 8l misma dia de la
preparacian. Este hecho es importante, ya que mediciones de gcidificacion
realizadas a las 18 horas de preparadas las vesiculas, presentan un H502
de disminucion de 1a actividad.

Los rendimientos para las diferentss etapas de purificacidn, con
respecto a la transferring asociada a la celula (determinada come
radisctividad de 12903 fusron: lsis, 408%; filtracién por Bip Gel, 70%,
gradiente de Percoll, A0%, 4 centrifugacion a alta velocidad, 95&. £
rendimiento en prateinas estuvo relacionads con 2] porceniaje de
reticulocitog presentes en la suspensidn original de célulss, variando

entre S0y 250 pg privteinas/mi células.
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2. Electroforesis en geles de poliacrilamida o

En 1a Fig. 1, se muestra una electroforesis en ﬁt1 gel de
poliacrilamida al 7,58, tefiido con azul de Coomassie® En &1 se muestran
185 distintas etapas de la preparacitn de vesiculas endoc{ticas detallada
en los Métodos. Es interesante destacar el gran enriquecimiento de l1a
banda de Tf y de 1a del R~TT en las vesiculas colectadas de 1a gradiente de
Percoll (carril 4) con respecto a 1a etapa anterior {carril 3). Basicamente,
ambas elapas presentan las  mismas bandas, una de  150.000
correspondiente a clatrins (C13; una banda de 85.000, que corresponde al
receptor de transferring (R-T1); una banda de 78.000, que corresponde a
transferring {T1), Y una banda de 43500, correspondiente a la banda 5 o
actina de glébulo rojo {Ac). Ademas presents otras bandas de 180.000,
100,000, 93.000, 70.000, 64.000, 50000, 43.000 y otras dos bandas de
34000 y 33.000 que no fusron identificadas. Otro aspecto importante de
la preparacidn de vesiculas obtenida (carril 4) 25 la ausencia de
espectrina (bandas | y 23 de membrana plasméatica (carril 2).

Ademas, se muestran las bandas tipicas de membrana plasmatica de
glébulo rojo: banda 1 (240,000, banda 2 (220.000}, banda 3 {95.000),
handas 4 1 banda 5 0 actina de gldbulo rojo (43.0007 en la fraccion de
membrans plasmética de reticulocito obtenida de la centrifugacidn a

A5.000 % Gpy g (CAITIL 23, Ung prepairacion pura de transTerring de conejo,

reslizada en €l laboratorio {carril ©), y los esténdesres de peso malecular
icarril 1), con los respectives pesos moleculares. De mayor & renor se
muestran R-gatactosidasa, con 116.000; fosferilasa b, con 97.400;
transferring de conejo, con 78.000; seroelblming de bovine, con 66.000,

y ovoalblring, can 45000,
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FIGURA 1: Electroforesis en gel de poliacrilamida

Gel de poliecrilamide al 7,5%, con un gel empacadar el 4%, tefiido con
Azul de Coomassie®® Carril 1, esténdares de pesc molecular [-
galactnsidasa (116000); fosforilasa B (37 400), transferring de conejo
{76.000): zeroalblming de bovino (66.000) y ovoalbuming (45.000); carril
2, 100 pg de merbrana plesmetice;, cerril 3, 100 pg de vesicules
provenientes de la columna de Bio Gel; carril 4, 100 pg de vesiculas
proverentes del gradiente de Percoll y carril 5, 3 Qg de transferring de
conejo purificada.
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3. Actividades ATPéasicas en vesiculas selubilizadas
La caracterizacitn de lss distintes actividades ATPéasicas se hizo
utilizando inhibidores conocidns para cada una de ellas. La determinacisn

fue reslizada en presencia de detergente, en donde los inhibidores tienen

libre acceso a la proteina, ya que no estd presente la barrera de ls _

membrana. £ detergente utilizado fue Brij 58, un detergente no idnico que
no inhibe la actividad HY -ATPasica presente en las vesiculas'® El métods
utilizado para determinar la hidrdlisis del ATP fus e] sistema acoplade de
la piruvato quinasa-deshidrogenasa tactica.!

Log resultados de la Tabla [ indican que tanto estrofantiding
(intibidor de 1a Na' K'-ATPasa), coms oligomicing (inhibidor de la F,Fa
mitocondrialy, no inhibieron sustancialmente 1a actividad totsl de
vesicylas endociticas eolubilizadas De las concentraciones de NEM
ensayadas, 1 mi inhibio en un 272 la actividad total Es posible suponer
que en la actividad ATPasica total se detectaron otra(s) ATPasa(s) que
es{son} menos sensible(s) a NEM, ya que con 2 mM ain habia un 55% de
actividad remanente 1722727

NED-C1 produjo una inhibicién de un 308 y DCCD, no inhibid 1a
actividad ATPAsica en vesiculas solubilizadas,

51 bien es cierto DIBS no es un inhikidor especifico de 1a actividad
ATPasics, fue incluido sn esta tabls con el pbjelo de comparar su efectn

an vesiculas intdctas g acidificacin,
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TABLA |

ACTIVIDAD ATPasica EN YESICULAS SOLUBILIZADAS

Inhibidor & Actividad + d. e
estrofantidina 50 pM gub+ 64
Oligomicina 5 M 04,7 + 12,3
MEM 1 M 72,6+ 18,3
MEM 2 malt 54,8 + 14,1
DiDS 10 pM 81,0+ 140
MNED-CT 50 M 9,7 + 13,5
DCCD 100 uM 121,5+ 9,2

TABLA I: Actividad ATPasica en vesiculas solubilizadas

El rnedie de incubsecion s pH 7,0 contenia, en un volumen final de 1 mil
{en miM): NaCl S0, KC1 50, Hepes/Tris 10, Mg&h, 1, PEF 1,25, NADH 0.5 mM,
EGTA/Tris 1, Mg-ATF/Tris 1, 5pl PK/LDH (3,5 U PE/S U LDH), Brij 56 0,28
y el inhibidor en la concentracidn indicada.  Les vesiculas fueron
preincubadas por 60 min en hielo con los inhibidores (tiempo suficiente
pare obtener inhibicién maxima). L reaccidn se inicié con la adicidn de
30-30 png de vesiculas y se determing la absorbancia @ 340 nm. E) ensaya
s& realizd g 292 C. Lea actividad ATPAsica del control fue de 4,07 ¢ 1079 +
1,7 moles de ATP/mg de proteines/3 min (n=3). E] efecto de lns
inhibidores se express coma el promedio del porcentaje de actividad del
contrel * 1a desviaciaon esténdar, pars 3 determinsciones independientes.
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4. Actividades ATPasicas en vesiculas intactas

Se caracterizaron las actividades ATPasicas en vesiculas intactas,
donde se congsideran otros factores, como la relacion lipido-proteina o
gradientes eléctrices y quimicos que pudieran estar en jusgo en el normal
funcionamiento de las ATPasas en las vesiculas. Los resultedos se
muestran en la Tabla [1. La actividad ATPasica total no se vio afectads ni
par oligomicine ni por estrofantiding mientras que DCCD inhibid enun 178
la actividad total. NEM, otro inhibidar de 1a misma H™-ATPasa %% inhibid 1a
actividad total en un 258 con 1 mM. NBD-C1 g5 un potente inhibidor de s

H'-ATPasa de vesiculas de cersbro de boving®® y en vesiculas de

reticulocitos produjo una inhibicion de 1a actividad total de un 378, valor

comparable al obienids en vesiculas solubilizadas.
Por otra parte, DIDS inhibid 1a actividad total en un 708, a diferencia

del 19% obtenido en vesiculas solubilizadas.

5. Determinacion del pH intravesicular

Como ua se menciond anteriorments, el proceso de acidificacidn en
lag vesiculas endociticas es debido a una HT -ATPaza a fque bombea protones
hacia 81 interior a expensas de la hidrdlisis de ATPM 1719 Una manera de
detectar estercambio gn el pH intravesicular fue mediante el uso de FITL,
una sonda fluorescente, cuya fluorescencia sufre un apagamientn en un
rango de pH-entre 5 y 7. Por esta razdn, ests molécula fue unida
covateniemenie a transfer‘rinaf“ la cual es endociteds por la célula y
permanace unida dentro de la vesicula. La internalizacion de FITC-TT con
respecto & Tr es comparable. 02 esta manera fue posible detectar el

cambio en e1 pH intravesicuiar directamente. Para correlacionar los
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TABLA 1i

ACTIVIDAD ATPasica EN VESICULAS INTACTAS

Inhibidaor & Actividad + de.
Otigomicina S pM 95,2 + 7,2 (4)
Estrofantidinag 50 ph 94,2+ 6,8 (4)
DECD 160 i 82,9+ 8,0 (4)
MEM 1 M 745+ 73 (4
MEM 2 mM 34,2 +17,6 (7}
NED-LCT 50 pM 62,8 +19,5 (3}
DIDS 10 i 209+ 0.9 (2)

TABLA [1: Actividad ATPasica en vesiculas intactas

Et medic de incubacion & pH 7.0 contenia, en un valumen final de | mi
{en mM} KC1 100, Hepes/Tris 10, Mgwly 1, PEF 1,25, NADH 0,5 mM,
EGTA/Triz 1, Mg-ATP 1y Spl PK/LDH (3.5 U PI/S U LDH) y el irhibidor en
la concentracion indicada. La resccidn se inicid con e sdicién de 30-50
g de vesiculas, cuye composicidn itnice interna fue {en mM): NaCl 100,
Hepes/Tris 10, Mgsly 1, EGTA/Tris 1. Las vesiculas fueren preincubades
por @0 min en hielo con el inhibidar correspondiente (Liempo suficients
pare una inhibicion méxime) y se determing la sbsorbancis & 340 nm. La
ternperatura del ensayo fue de 25¢ C. Le sctividad ATFésica del cantrol
fue de 4,46 » 1070 + 176 moles de ATP/mg proteina/3 min fn=10). Fi
efecto del inhibidor & express como e promedio del porcentaje de s
activided del control + Te desviacion esténdar. E) nimero entre parérntesis
represente el ndmero de determinaciones independientes.
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cembios en la fluorescencia con el pH, se construyd una curva de
calibracidn para ceda preparacién, en un medio con iguales condiciones
gue los ensayns, con la misma cantidad de vesiculas con FITC-TT en su
interior, en presencia de detergente. De esta manera la FITC es capaz de
detectar los cambios de pH del medio, el cual se fue acidificendo por 1a
adicidn de HCY g se registraron Ios cambios de fluorescencia (expresado
coma la razdn 490/456) como funcién del pH. Ls curva obtenida se
muestira en la Fig. 2. Lo importanie de destacar es que FITC respondid en
el rango de pH en que se verificd la acidificacion,

Un experimento tipico de acidificacidn consistié en seguir en un
espactrofluorimetro la disminucidn de la fluorescencia de la FITC-TT en
el interior de las vesiculas a dos tongitudes de onda de excitacidn, de 490
y 450 nm, y una longitud de onda de emision de 520 nm3* Luego de
obtenida una linea base, se agregd Mg-ATP. El tipo de registro obienido es
el que s2 muestra en la Fig. 3. En ella vemos como decayd Ta fluorescencia

trags la adicidn de Mg-ATP, proceso que se verificd en alrededor de  tre

U’l

minutos, al cabe de cuyo tiempo el regisiro se apland. La adicidn de
nigericing, un tondforo ne electrogénico que intercambia un protén por un
potasio en favor de sus gradientes electroguimicos, fue usads para
colapsar o1 gradiente de protones generado por la H -ATPass La vuelia 4
1a lines base en el registro indicd que el decaimiento en ia fluorescencis
gra un reflejo de una disminucion del pH al interior de 1a vesiculs.

Cuando los cambios de Tluorescencia de un regisfro fueron
transformados en wvalores de pH, mediante 1a apropiada curva de
calibracian (Fig. 2, se obtuvo uns cinética de acidificacion como 1a de la

Fig. 4. En ella vemos que, a los 252 C, 1a acidificacidn se verificd en los

3
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FIGURA 2: Curva de calibracidn de FITC

Le cubeta contenis, en un volumen final de 1,5 ml, S0 ug de vesicules
con FITC-TE, NP-40 al 0,28 y tampdén KC1'E] pH se varid en el rango de
7.,9-3.5 con alicuotas de HCl o MaOH 0,1 K. L temperaturs Tue de 252 C. con
ung razin de longitudes de onde de excitecion de 4907450 y de 520 nm la
de emisidn.
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FIGURA 3: Acidificacidn en vesiculas endociticas

Se determind el gredo de acidificecion en vesiculas a una rezén de
tengitudes de anda de excitacion de 490/459 y de ernisidn, de 520 nm. La
cubets cantenia SO ng de vesiculss con tampdn KO,y Vevadas & 1,5 mi de
raedio cor tarpdn KO La primera fechs indice el inicio de Ye resceion con
Mg-ATF 1 mM y la segunde flechs indica la adicidn de nigericing 3 pM. La
temperatura fue de 25¢ (.
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FIGURA 4: Cinética de acidificacion

Curva construids & partir de un registire sirailer al de le Fig. 3, con s
correspondiente curve de celibracidon. Les condiciones idnices internas y
externas fueron las mismes que les descritas enla Fig. 2.




tres primeros minutos después de la adicidn de ATP U que el valor maximo
obtenido en dicho tiempo fue de 0,36 unidades de pH, en las condiciones
jonicas establecidas en esie experimento.

EnlaFig. 5 se muestra una cinética de fuga de protones a 232 C, a las
3 horas de preparadas. Para este experimento, las vesiculas tenian en su
interior un pH inferior a 7,0, de mansera que al incubarlas en un tampdn a
un pH mayor, en ausencia de Mg-ATP, fuera posible determinar si habia
aumentn del pH al interior de las vesiculas. A tiempo 0, las vesiculas
recién preparadas tenian en sy interior un pH de 5,55 y al diluirias en un
medio de pH final 6,65 se produjo una alcalinizacion del medio
intravesicular, debide al gradiente quimico favorable para la salida de
protones, hasis alcanzar un pH de 6,76 a 1:3:5; tres minutos. Esie
componente de fuga de protones pareciera estar siempre presente, ya que
también se observa en vesiculas preparadas 15 horas antes.‘ Mo es posible
comparar ambas cinéticas ya que como unas vesiculas fueron dializadas 2
horas y tas otras, foda 1a noche, 1o pHs internos no son iguales, es decir,
las concentraciones de protones fueron distintas y s velecidad de fuga es

funcidn del A de concentracidn inicial.

6. Dependencia de ATP en la acidificacion

La dependencia de le acidificacidn a diferentes conceniraciones de
Mg-ATP se muestra en ta Fig. & Con 1 mMf Mg-ATP se obluva la maxima
aridificacidn, ys que con 2 mM, 81 registro fue muy similar at de 1 mM
(dato no mostrado) g con 100 pM Mo-ATP se obtuvo el 50E de ls

acidificacisn. Por esta razon, la concentracion de Mg-ATP usada Tus de |

miM en todos los experimentos de acidificacion. Esta concentracidn no fue
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FIGURA 5: Cinética de disipacidn

Veziculas fueron dislizedss contra un medio de pH 9,5 duranie 2 horas
{circulos, cerrados) o toda le noche (circulos ebiertos) Los pHs
intravesiculares inicieles fueron 6,55 y 6,36 respectivemente. Se
determing Tlugrametricamnente el aumento del pH; por un aumento de la
fluorescencie &1 incubar ez vesiculas en 1,5 ml de tampon KCY pH 6,66
ilinea discontinue) en ausencia de ATF.
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FIGURA 6: Dependencia de ATP en la acidificacidn

Se rmuestrs el decaimiento de lg Tluorescencia de FITC-TT con uns
longitud de onda de excitacién de 490/450 y de emisidn de 520. La cubeta
contenia 40 pg de vesiculas con tarmpan NeCl y tampén K1 sufuciente para
1,5 mi. La reaccion se inicié con l@ adicién de 0,1; 0,5 o 1,0 mM Mg-ATP.
La termperatura del enssyo fue de 252 C. La adicidn de nigericing fue de 3
1k
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limitante y, por lo tante, la detencion de ls acidificacidn que se produjo
alrededor de los ires minutos fue debida a otros factores que se

discutiran més adelante.

7. Estudio de especificidad en la acidificacion w
En la Tabla [l se muestran los ApH/3 min de acidificacidn tras la

adicion de Mg-ATP y de GTP. Con Mg-ATP 1 mM se obtuve una acidificacion

casi maxima, ya que aun doblands ta concentracidn, sdlo se logrd aumsentar

en un 142 ta acidificacidn. GTP no fue capaz de inducir acidificacion g no
compitid con ATP, ya que al agregar este Gltimo luego de haber adicionado

GTP, se obtuyo una acidificacion comparable al control.

6. Efecto de inhibidores en la acidificacion

En un intento por carrelacionar la acidificacion con la actividad
ATPasica responsable de dicho proceso, se determind el grado de
acidificacidn tras la adicidn de Mg-ATP, en presencia de diferentes
inhibidores, Los resultados se musstran en ta Tabla IV y estan expresados
commn parcentaje de acidificacidn del conirol. La acidificacion no fue
inhibida por vanadato 100 pM, 1o que concuerda con los resultados de
etros sutores para esta enzirma ' 512215 nligomicing tampoco produjo
inhibicin; 44 71821725 g inhibicidn can estrofantiding fue de un 1281
NEM produjn una inhibicidn de la acidificacidn en un 678 con 1 mM,
mientras que ta actividad ATPAsica folal en vesiculas intactas (Tabla (D)
sile fus inhibide en un 25% con esa misina concentracidn. Estos
experimentos sugieren claraments que en 1a vesicula endocitica hay méas

de una actividad ATPasica, pero aquella responsable de ta acidificacidn es
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TABLA 1l

EFECTORES EN LA ACIDIFICACION DE VESICULAS

"ENDOCITICAS
Adicion ApH/ 3min
Mg-ATP 0,1 mi ~0,20
¢,5 mM -0,49
1,0 mi -0,62
2,0 mh -1, 72
GTP Q0,5 mM ~-0,01
6TP 0,5 mi + Mg-ATP 1 mif -(,60

TABLA 111: Efectores en la acidificacion de wvesiculas
endociticas

Fl medio de incubacion & pH 7,0 contenia en un volumen final de 1,5
it (en mi): KC1 100, Hepes/Tris 10, MgS0, 1, EGTA/Tris 1, el nucledtido
ert la conceniracdn indiceda y 30-50 pg de vesiculas. La composicion
ianica interna de las vesiculas ere {en M) NaCl 100, Hepes/Tris 10,
Mgsd, 1, EGTA/Tris 1 {pH 7,0). La reaccién se inicid con la adicion de
Mg-ATF y se determing el decaimiento de la fluorescencia a una razdn de
lopgitudes de onde de excilacion de 490/450 y S20 nm de ermizion. La
temperature del ensayc fue de 252 C. Los resuitados corresponden & un
evperimentic representativo,




TABLA 1Y

EFECTO DE INHIBIDORES EN LA ACIDIFICACION DE
YESICULAS ENDOCITICAS

Intibidor Acidificacion,

& del control + de.

Yanadato 100pM 105,44+ 11,2 (2}
Qligomicina 1-3 pM 104,4+ 13,6 (3)
Estrofantidina 30 pM &86,9 {1}
Amilorids ©,5-1 mM 85,1+ 10,2 (53
MEM @, mit 35,1 £25,3 2)
MEM 1 mit 12,7+54 (3}
DCCR 10 pH 72,7+3,3 {2}
DiDS 10 pH 39,3+ 15,3 (2}

DIDS 100 pM 7,5 +0,42 (23




TABLA iV: Efecto de inhibidores en la acidificacion de
vesiculas endociticas

Ei medio de incubscion a pH 7,0 contenia en un volumen Tinal de 1,5 ml
{en mM): KCl 100, Hepes/Tris 10, MgSQ, 1, EGTA/Tris 1, el efector o
inhibidor en 1o concentracdn indicads y 30-50 pg de vesiculas. La
compasicidn idnice interns de las vesiculas era (en mP): NaCt 100,
Hepes/Tris 10, MgSQ, 1, EGTA/Tris 1 (pH 7,0). Las vesiculas fueron
preincubades por | hora en hielo con los inhibidores come vanadaio,
oligomicina, estrefentidina, NEM, DCCD y DIDS. Amilorida fue intreducide
por congelarriento-descongelamiento. Le resccitn s& inicid con le adician
de Mg-ATF 1 mi y se determind el decaimiento de la fluorescencia & la
razan de longiludes de onds de excitacidn 490/450 4 520 nim de emision. La
tempersturs del ensayo fue de 25¢ C. La acidificacidn del contral fue de
0,42 unidsdes de pH/3 min (n=9). Los resultados corresponden 8l
porcentaje de la scidificacidn del control * e desviecidn esténdar, enire
paréntesis se muesire el numere de determinaciones.
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sensible a NEM, Io que concuerda con lo descrito en 1a literatural?.42-27

DCCD inhibid un 27% la acidificaecidn en vesiculas de reticulocitos a la
concentracidn ensayada (Tabla {113, DIDS ha sido utilizado como un
intibidor de 1as conductancias de clorum,‘“ aunque por su modo de accion,
no es especifico. La inhibicion por DIDS 10 pM fue de 45%, concentracin
que inhibe e} SO% de 1os canales de cloruro en gidbulo raja,‘“ mientras que
con 100 pM se inhibid &1 92% de 1a acidificacion, 1o que concuerda con los
resultados entregados por otros autores en &1 sentido de que DIDS a esa

concentracidn inhibe 1a H -ATPasa 3!

9. Efecto de la composicién iénica intra y extravesicular en
1a acidificacidn

En experimentos de recanstitucion en liposomas, ha sido pestulsda
que la H'-ATFasa presente en vesiculas de cerebro de bovino es
e!e::tragénica.m Si la H -ATPass presente en ves{culas de reticulocitos
es la misma, es preciso imaginar 1a existencia de un mecanismo capaz de
digipar el potencial de membrana pogitivo, generado por 1a entrada de los
profones. Dos buenas alternativas parecieran ser la entrada de aniones
paralelamenie con la entrada de protones, o bien 1a salida de cationes.
Para abordar esfas posibilidades se hicieron tres preparaciones de

vesfculas simulianeamente, una con Natli, oLra con KEli Y una tercera con

]

sacarosa, (ver seccion 5 del capitulo de Metedos) A cada una de esta

u

preparaciones se les deterinind el grado de acidificacion en presencia de
los tampones MaCl, KC1 4 sacarosa en el medio externo, tras la adicion de
Mg-&TP 1 mi. Los resultados se muestiran en la Tabla ¥,

Lo primern que surge de estos resultados es que se reguirio de ia
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TABLA Y

EFECTO DE LA COMPOSICIDN IONICA EN LA
ACIDIFICACION DE VESICULAS ENDOCITIEAS

Composicion Composicisn

idnics externa ifinica interns ApH + de
Sacarosa Sacarosa -0,04 + 0,03
Sacarnsa KLl -0,09 + 0,01
Sacarnsa Mall -0,34 + 0,03
kL Sacaross -0,46 + 0,05
KL KCI -0,46 £ 0,11
kL Hall 0,76+ 0,10
Nall Sacarnsa -0,591 + 0,05
Marl KCl 0,42 + 0,16
Nall [Hall 0,63+ 0,12
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TABLA V: Efecto de 1la compoesicion idnica en la
acidificacién de vesiculas endociticas

La composicién iénice interna de las vesicules era (en mM):
Hepes/Tris 10, EGTA/Tris 1, MgS0, 1 y le sal indicade 100 miM, pH 7,0,
excepto sacaross que fue 200 mi. La composicidn i6nica externa en un
yolumen fingl de 1,5 ml fue 30-50 ug de vesiculas y tempén NaCl, KCl o

cacarose. Le reaccion e iniciéd con la adicidn de Mg-ATF 1 mi. Se

deterriné el grado de ecidificecidn en 3 min con una razdn de longitudes
de onda de excitacion de 490/450 y 520 nm de emisidn. La temperatura
del enseyoc fue de 252 C. Los velares mostrados son el promedic de 3
experimentos independieries + desviecion esténdar.
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presencia de iones, tanto en el inferior come en el exterior de la vesicula,
ya que aquellas con sacarnsai;’sacarosae no presentaron acidificacisn. Por
otra parie, se requirid de un cation al interior de la vesicula, siendo Ha'
mas efective que K¥, ya que con Ma'/sacarosa, se obtuve un 44% de la
acidificacion méxima, mientras gue con K*ifsacamsae solo se obiuvo un

12%.

Con respecto & la dependencia de un anidn en el medio externs en la
acidificacion, se vio gue era necesario El'e para obtener una acidificacidn
parcial, ya que las vesiculas. con sacargsa; en medios con MaCl u KCI,
presentaron acidificaciones similares (65 y 598, respectivamente), 1o que
esiaba corroberando que era el C]'e responsable de diche acidificacion ye
gue tio habia Na* en e] medio intrevesicular.

For Oltimo, la prediccidn de que Na*’i y C17, era la condicion mas
favorable para obtener una maxime acidificacidn, se vio confirmade con
vesiculas con Nam‘.fNﬁCle, dorde se obiuve un 818 de la acidificacidn
rmaxima, y con Natliflit.le,, con la gue s2 obtuvo el mégimoe grade de
6(:1difi£:8t:iim.3

El efecto-de Na‘“i u €17, en la acidificacion fue aditive: Ne® cantrifuyd

con aprogimadamente el 40% 4 C17 con el 60% de l1a acidificaciin total

(]

{(Mall./sacarosa, y sacarosa, KL, respectivaments),
1 .\ L] 1 e

b
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10. Electrogenicidad de la H -ATPasa

Coms se menciond enteriormente, la H'-ATPasa de cersbro de
bovino®® es electrogénica y 1os resultados de dependencia idnica de la
Tabla V hacen pensar que la de reticulocitos también. Es por esta razon
que se investigd el caracter electrogénico de la ATPasa responsable de 1a
gcidificacion en vesiculaes de reticulocitos. Para ello, s& prepararon

vesiculas con KCL (ver seccidn 5 del capitulo de Métodos) gy se determind

el grado de snidificacidn tras la adicion de Mg-ATP en un medio extarna
con tampdn sacarosa. Se escoid ess combinacion ionica ya que K* no
favorecia la acidificacian comn cation interno y no habia un anidn en el
medio externo gue apoyara la acidificacidn (Tabla V1. EY registri obienido
<e muestra en la Fig. 7. E1 pH intravesicular inicial fue de 6,96, Despuds
de 3 minutos de ta adicion de ATP, o1 pH interno varid a £,90, Este pequefin
cambin correspondio a unos cuaniog protones gque fueron bombeados al
interior de la vesicula lusgn de s adicion de ATP, 1o gque generd un
potencial eléctrico positivo que se opuso & 1a entrada de mas protones,
Sin embargo, cuando se agregd valinomicing al madio, el pH intravesicular
bajd a 6,20, pbieniendose un ApH fotal de 0,76 unidades. "En un
experimento paralein se determind que este ApH fue similar al grado

‘maximo de acidificacidn obtenido con MaCL/RCL (Tabla V.

1 1. Selectividad a aniones en el proceso de acidificacion
Se estudid el efecto de diferenies aniones en el medio externo sobre
1a acidificacion para detlerminar el grade de selectividad. Para ello, se

cprepararon vesiculas endociticas con tampdn K25l34 an su interior (ver
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ATP Valinomicina
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o I
Tiempo, min

Fluorescencia
relativa

FIGURA 7: Eleciregenicidad de 1a H'-ATPass

El experimento consistié en determinar el cambio de flunrascencis en
vesiculas oo Lampdn KCl, en un medio con taf'rrpén sacgrosa, Las
condiciones fueron camo las descritas en la Fig. 2. La primera flecha indica
I8 adicion de Mg-ATF 1 mi1y luege de tres minutos de resccion, la segunda
Tlecha indico 1a adician de valinamicing 2 pi.
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seccion S del capitulo de Métodos) y se determino 1a velocidad inicial de
scidificacion y la acidificacidn méaxima después de 3 minutos de haber
agregadn Mg-4TP. Los medios externos fuvieron las sales de potasio de
los aniones que se muestran en la Table V1. La razdn por 1a cusl se escogid

KZSD4 en el medio internn fue porgue de esta maners la acidificacion

obienida puede ser atribuida al anidn en el medio exiernn, ys que ni
potasio ni sulfato contribugen maysrmente en dicho proceso.

De los anionas ensayados, clorure fue 21 mas efectiva, tanto en el
grado de acidificacidn (ApHS3 miny como en la velocidad inicial de

acidificacion. Le siguieron en efectividad Br>{">P0,%»gluconate™»50,%,

Los valores de velocidad inicial reflejaron mejor la preferencia por un
anian, ya qQue aniones que promovian condiciones subdptimas de
acidificacidn, con el tiempo tendieron a acercarse a los valores obtenidos
con cloruro. La secuencia obtenida con las velocidades ‘iniciales de
acidificacion fue C1: &r:1: PDE“: gluconato™: S0,%= 1,00 0,71: 0,3: 0,28
0,19 0,14, Resuitd interesanie que no sdlo clorurs salisfizo la
acidificacion, sino que los otros aniones también pudieron apoyaria. Estos
resultados concuerdan con la literaturs!®S! en el sentide que el
transporte de protones es dependienie de la presencia de un anion
permeante en gl medio exierno, siendo efectivos fanto clorurs como

bromure y ioduro, sungue este Qltima en menor cuantia.
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TABLA Vi

EFECTO DE AMIONES EN LA ACIDIFICACION DE
VESICULAS ERDOCITICAS

Yeloc, inicial de

Anidn acidificacion ApH/3 min
(F* /miny
Clorurn 21 -0,68
Gromuro 13 -0Q,56
Induro 6,3 -0,50
Fosfato 5,8 -0,33
Gluconato 4 -(3,30
Sulfato 3 -0,26

# Unidades de fluorescencia

TABLA ¥1: Efecto de aniones en la acidificacion de vesiculas
endociticas

El medic de incubacicn & pH 7,0, contenia en 1,5 ml finales {en miM):
30-50 pg de vesiculas, Hepes/Trie 10, EGTA/Tris 1, 1MgE0,4 1 4y 100 de la
sal potdsice del enidn especificado, exceplo el K 50, que fue B0. Le
composician ionica interna de las vesiculas fue (en mM): Hepes/Tris 10,
EGTA/Triz 1, Mash, 1 u gluconsto de patasio 100 {pH 7.0 La resccion se
inictd con le edicion de Mg-ATP 1 mPl y se observd el decaimiento de la
fluorescencie a una razdn de longitudes de onda de excitacian 4907454 y
520 nm de emisian. La temnpertura del ensayo fue de 252 €. Los resultados
- gorresponden & un experimento representativo,
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12. Efecto de la composicidn idnica intra y extravesicular
en la actividad H-ATPasica

Como hay una dependencia entre la acidificacion y le compasicidn
idnica, es posible suponer que es debida & una dependencia enfre la
actividad ATPésice y la composicidn de 1los medios intra y
extravesiculares. Para establecer este hecho, se determind la actividad
H¥*-ATPagica (en presencis de NEM 1 mb) en funcidn de la composicidn del
medio. Para ver el efecto de Na®, y K, independiente del efecto de C17, se
hicieron dos preparaciones simulténeas de vesiculas, una con tampon
k.50, yofra can tampdn Na S, en su interior. Las actividades ATPasicas
se determinarsh en medios que conienian los tampones MaCl, KCl o
sacargsa. El estudie se hizo en presencia de estiofantidina S0 pM, para
inhibir 1a Me" K*-ATPasa presente en vesiculas endociticas. Los
resuliados se muestiran en 1a Tabla V. Vemns que en ausencia de €1 en
el medin externo (K*if'sal:aru::sae} la sctividad H -ATPasica representd un
O% del méximo (recordemos que K+1‘ ng contribuyge a disipar el gradiente
eléctrico). En cambin, 1a presencia de €1 en el medio externc ([et’.:,SlZl4 if
MaCl, o KCLJ favoracid 1a actividad H -ATPa&sica, obteniéndose entre un
74 4y un 93% de la actividad maxima. Por otra parte, Ma® en el interior
como dnico fon capaz de disipar el gradients electrico (r'«la“*i.r’sa:::arnsae),
contribuyd con un 34% de dichs actividad. Ls actividad mésima se obtuvo
con Ma® en el interior y CI” en el medio externo (r"la‘”i.e‘kitlel!. Por 1o tanto,
an  términos generales, la eciividad ATPasica. fuvae los  mismos

requerimientns idnicos que ef proceso de aciditicacion.

50




51

TABLA Vi

EFECTO DE LA COMPOSICION IONHICA EN LA ACTIVIDAD
DE LA H' -ATPasa EN VESICULAS INTACTAS

Composicion Composicidn Actividad + d.e.

idnics interna idnics externa {moles x108/3 minsmg prot)

k.50, Sacarosa 0,23+0,13
K, 50, K1 2,751 1,46
K,50, NaCl 1,68+ 1,16
Na., SO, Sacarosa 0,85+ 0,01
Na,S0, Kl 2,94+ 1,57

Na,SQ, NeCl 2,26 + 1,49




TABLA Vii: Efecto de 1a composicidn ionica en la actividad
de 1a H*-ATPasa en vesiculas intactas

Fl medio de incubacitn contenfe en 1,0 ml fing] (en mi): Hepes/Tris
10, Mg&0, 1, EGTA/Tric 1, PEF 1,25, NADH 0,5, 5 pl de PKADHI3,SUFKY
5 () LDH), Mg-ATP 1, estrefantiding 0,05, NsCl o KC1 100 o sacarosa 200
(pH 7.0). E} enseye se realizd @ 252 C, &n presencie y ausencia de NEM 1
M. La resccién se inicid con e adicidn de 30-50 pg de vesiculas cuys
comnposicidrn idnice interna erea {en mM): Hepes/Tris 10 {pH 7,0), MgS04 1,
EGTA/Tris 1 yNa,Sh, o K,S0, 80 Ce determind la absorbencia & 340 nm.
£} valor de 1a sctivided de 1& H¥-ATPasa e obtuve de 1s diferencia entre
¢l valor sin NEM {ATPasa total) u el con el inhibider. Los resultados
carresponden el promedic de 2 pxperimentos con sus respectivas
desviaciones estandar.
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13. Cinética de la entrada Yy salida de cleruro

Los experimentos anteriores permitieron proponer que la entrada de
un anién y la salida de un catidn serfan dos buenas alternativas para
disipar el gradiente eléctrico al interior de la vesicula. Hasta ahora ha
cidn demostrado que se requiere de la presencia de sodio al interior de 1a
vesicula y de cloruro en el medio externo para obiener una méaxima
acidificacion. Fue entonces preciso demastrar que efectivamente existian
dichos flujes idnicos y, mas aln, que habia un balance de cargas enire el
flujo de entrada de protones, el Tiujo de entrada de cloruro y el flujo de
salida de sodio. La Fig. § musstra la cingtica de entrada de 3oy
presencis y ausencia de ATF. El experimento consistid en incubar

vesfculas con HaCl, 100 mM (ver seccién 9 del capituio de Métodos) en un

medie con M- 300y 100 mM en presencia y ausencia de Mg-ATP 1 mili. La
entrada del isdtopo en ausencia del nucledtido representa la distribuc ian
de] isdtopn en o] equilibrio, ya que se tenia 18 misma concentracidn de

clorurn dentra de 1a vesicula que fuera, pero 2] jcdtopn estaba sdlo en el

jax)

.rl

raedio externo. La incorporacion de - SC17 en prasencia de ATP corresponde
g 1a entrada del anidn que i :n:nmrlbuqn a digipar el gradiente electrico
generads por 14 entrada de profones a traves de la H -&4TPasa. Pm' 10

tanto, 18 diferencia enire arbas cirgticas representa la inCorpora rh:m de

-«I

O azociado a la :3:::1'1:11ﬁ::aan::iﬁnn correspondiendo a un flujo de entrada
de 1,032 10 & prlesfmg de pro teinal3 min. Cuanda la n'nn,nrpnrarmn de
36017 fus calculada a partic de las cinéticas de entrada y de salida de

601" & concentraciones equimalares de C17 en presencia de Mg-ATP (Fig

93, el valor bajo estas condiciones fus cormparable al obienido enla Fig. &
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36C)~, moles x 109/mg proteina-

Tiempo, min

FIGURA 8: Incorporacion de 36C1™

El ensayo consistit en incuber @ 252 C 100 pg de vesiculas con tarmpdn
MaCly, con 40 |l de salucién Na“Cl 100 M y tarnpdn NeCl suficiente para
completar 200 gl A los tiempos indicados Se sacaran alicuoias Yy se
filtraron a trovés de fitros Millipore. El experimenio se realizd en
presencia fcircules cerradest Yy en eusencia icircules abiertos) de
Mg-ATF/Tris 1 mM. La curve discontinua represents la incorporacion neta
de 3601 asociads & 1@ acidificacion, celculeda como le diferencia entre
arnbas cinelices de entrada.
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FIGURA 9: Cinéticas de enirades y salida de 36c1-

Para la entrads de BC1 en prezencia de Mg-ATP 1, it (circulos
abierios) se procedia iguel que en la Fig. 6, pere se usaron 110 pg de
vesiculas. Fara 1a salida de P17 (circulos cerrados) se carg previamerte
100 g de vesiculas con 240 de Na~OCT 100 mM en tampoan NaCl, durante
60 i & 37¢ €. Le cinética de salida se determind incubando las vesiculas
cargadas con P17, & 25¢ C, en presencia de Mg-ATP 1 mM los tierpos
indicados. Se filtrd y se levo como se indicé enteriormente. La
incorporacion neta se calculd como 1 diferencie entre la entrads g ia
salida {curva discontinua). La composicion idmice imerna 'y externs fue
tarmnpdin MNall.




14. Cinética de la entrada y salida de sodig

De los resultados mostrados en la Tabla V se concluyd que se
requeria de sodis al interior para obtener una maxima acidificacion. Es
por esta razon que se estudid la cinética de entrada y salida de 22",
Para determinsr el sentido nein del movimiento del ion, se realizaron
experimentos en paraleln con vesicuias con NaCl, en que <@ determing 1a

incorporacion y la salida del isétopo en presencia de Mg-ATP (Fig. 10). La
diferencia entre ambas cingticas resulid enuna calida neta del ion, Con
una magnitud de 1,0 % 16 maoles/mg de proteinas3 min Salo coni Lt

gradiznie quimice favorable para 1A salida de sodio (Nalﬂi 106 nﬁﬁx"[*lam?

2¢ mif) se observd flujo neto de salida, no produciéndose fiujo neto en
ausencia de un gradiente quimico. La adicion de ATP en el medio de
incubacian incrementd el flujo de entrada de Ha® (Fig. 11), corroborando 13
presencia de una homba de s¢odio. Sin embarge, como se dijo
anteriormente, en presencia de ATP 4 un qradienie de salida para Ma', el
flujo neto fue de salida.

Con respecto a la entidad responsabie gel transporte de sodio, no

ectd claro. En los experimenios de la Fig. 12, se muestran los flujos de

~

]

[

salida de Z[ja* de vesiculas con Hall, 100 mi 4y fueron incubadas en fres

medios de cormposicion idnica distinta: con Mall 100 mM, con MaCl 80 ml1,
KC1 20 mM y con KCT 100 mil Obviamente habia una permeabilidad pars
cadio en las vesiculas y 1a velocidad de salida Tue menor cuando habia KLl
en el medio gue cuando habia MaCl. Esie resultado apunia a un
transportador mas gue @ un canal como estructura responsable de 10

flujos de sodiod” Sin embargs, o se logrd ver inhibicidn de los Tlujos de
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FIGURA 10: Cinélicas de entrada y salide de 22Na*

Para determiner la salida de 228t {eircules cerrados) se incubaron
130 pg de vesiculas, con tampon HaCl;, con 22401 100 mt durante &0 min
g 37¢ C. Enoun volumen final de 1w, se incubaron, @ 259 L con tarnpdn
NeCl-kC1, 13 pl de vesiculas cargadaz con 22Ng* y Mg-ATP 1 . Se
sacaron elicustas & les tiempos indicades, se filtraron 4 Javaran como en
fa Fig. &.

Para detriminar la eptrads de 22wa* (circuios abiertos), se incubaron o
25e €, en un yolumen final de 100 1, 60 pg de vesiculas con tampin NaCly
con 22NaCl 100 mM,  Mg-ATP 1 mf oy tempdn MaCl-KCl. Se sacaron
_a]i’cuatas s los tiempos indicedos y se filtrarcn por Millipore. Para
determinar 1a salida nets de sodio, e hizo la diferencis entre atnbas
cinGticas (curva discontinua).
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Na, moles x 10" / mg proteina

22

Tiempo, min

FIGURA 11: Curse temporal de la entrada de Z2ZNa* en
presencia y ausencia de ATP

{as cinéticas de entrada de 22Na* se determinarcn en las mismas
candiciones gue en 1a Fig. 10, Los circules abiertes corresponde @ la
entrada en ausencia g los cervadas en presencie de Mg-ATH 1 ml.
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FIGURA 12: Efecto de la composicion idnica exlerna en la
salida de sodio

g cinétices de salide de Z2MNe* se determinaron en las rrismas
condiciones que en la Fig. 10, perc en susencia de ATP. Le compesicidn
jonice de las vesiculas fue tampdn MaCl (2NaC) 100 mM) y las del medio
gwlernn fueron: tampon KC1 100 mil (circulos abiertos), tampdn NaCl 100
mi (circulos cerrados) g tampdn NeCl 80 mM-KC1 20 mM {trigngulos).
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sodio con amilorida 1 mM, que es un inhibidor de intercambiadores Nat /M7

de variados sistemas**™%¢ con [K;} menores que 1 mit

15. Determinacién de 1a razén H' /ATP

Ge postuld inicialmente la necesided de un sistema disipador del
patencial eléctrice. Como alternativas, estaban un trensporte de clorura y
uno de sodic. Habiéndose encontrado eslos flujos, Tue preciso determinar
la relevancis de los flujos de €1y de Ne® como compensadores de la
carge eléctrica generade por el bombee de protones. Pare ello, fue
hecesario determiner la actividad especifice del bombeo de protones por
las vesiculas, tres la adicién de Mg-ATF. Ne fue posible delerminar
directamenie la centidad de protones bombeados, pues en Vez de
detectarse une alcalinizacion del medic extravesicular por la entrade de
protones o través de la ATPasa, bajo Yas condiciones de pH establecidas
pare los experimentos, es decir, pH 7,0, 18 hidrélisis de ATF produce
pratones, 1o gue Tleve a una gcidificacion del medio de incubacidn

le estreiegie useda fue determine’ la razén entre los proiones
hornbeados y el ATP hidrolizedo frazan HY/ATP), pare lo cual se disefid el
protecole descrito en la sgccion 12 del capitulo de Métedes. Con este
protoceloe se ohvia el componente de acidificacién producido por e
Fidralisis de ATF & pH 7,0 y se considera en su delérminsciin el
componente de fuga de protones desde la vesicula. La deterr.ninac:ién de l&
rezén HY/ATFE, que es une constente bajo condiciones experimentales
fijas® permitié posteriormente determinar el monto de  protones
hornbeados sobre la base de le deterrninecion de la actividad ATPésica

censitle a NEM 1 .




Se incubaron vesiculas endociticas a pH 7,0 en un medio sl mismo pH
y tras agregar Mg-ATP se midié la ecidificacidn del medio iuego de
<nlubilizar 1as vesiculas con g1 detergente no idnico, HP-40 después de 3
minutos de iniciads la reaccién con el nucledtido (Fig 131, Esta
scidificacidn se interpretd coma os protones que habian entrado & través
de 1a HT~ATPasa debido a la hidrdlisis del ATP y que se liberaron al medio
por acoidn del detergsnte. Como no &ra posible determinar 1a cinetica del
flyjo de protones directamente, puss se requeria de ung cantidad muy
grande de vegiculas (sl menos 1 mq de proteina por puntol, se gstablecio
la cinktica de acidificacion usands FITC-TT (Fig. 4) ya partirde ésta iy el
monto total de protones bombeados, se dedujo 1a cingtica de bombeo por
l1a ATPasa responsable de la acidificacidn (Fig. 14}, Paralelamente se
determing 1a hidrélisis de ATP sensible a NEM en funcidn del tiemps (Fig.
143, Se construyd un grafico semilogaritinico de 1os H' barbeados/ATP
hidrolizadn en funcisn del tiempo de incubacidn (Fig. 14, inserto}. La curva
ohienida es una recta cuya interseccion con g ordenada corresponde a 7,
la estequeomeiria de la reaccion, y la pendiente corresponde a £, la
constante de velocidad de fuga de H* 2 promedic de tres edperifmentos
independientes obtenido para # fue de 0,93 + 0,07 1y para 4, fue de 1,43 +
0,49 1o seq =1 E1 valor de 4 fue utilizado para cbtener la cantidad de
protones bombeados a partir de los datas de hidrdlisis de ATP censible &

MEF.
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FIGURA 13: Determinacidn de H* bombeados por 18 H' -ATPasa

4. Registro del cambio ge pH de g incubacién de 1 g de vesiculas
con tarpan MES/MNe en 1l de tampon MES/Na-K a pH 7,000, con agitaciin
canstante. La temperatura fue de 25¢ C. Se inicid la regceidn con Mg-ATH |
mM. La reaccifin se detuvo & Jos tres minutos con 18 gdicion de NP-40, Dos
sgdiciones pasteriores no provocaron cambic en el pH del redio. Las tres
aHimas flechss correspondet @ la adiciin de 1 ¥ 1678 moles de HY {como
HC1) cada uns.

B. Reqistro del pH bajo 1as mismes cehdiciones que en A, excepin gue
e realizd en L;ree:ermzia de NEM 2 mi.
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FIGURA 14: Determinacién de la razén H*/ATP

la cinélica de hormbes de HY por 18 HY-ATFesa (circulos abiertos) se
determiné a partir de une cinétice de acidificacion sirilar @ la de 1a Fig. 4,
considerandn lns resultados obdenides en la Fig 13 La cinglica de
hidrélizic de ATF de la-H*-ATFPass (circulos cerrados) fue abtenida a partir
de las actividades ATFésicas sensibles & NEM 2 M En el inserto se
graficd el logaritme de les razones de 105 H* bombesdos/ATP hidralizede
en funcidn del tempo, La interseccign con la ordenada represents a A
(razén H*ATF) y Ta pendiente es &) {constante de velocidad de fuga de H* .53
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16. Balance de cargas

Si hien era cierto que habia una entrada nets de CI° (Fig. 8) y una
salida neta de Na® (Fig. 103, fue precisn dermnosirar que el movimiento de
estas cargas estaba compensando 18 entrads de H' por la bomba. Para ello
cp determinaron, en 1a misma preparacidn, 10§ tres flujos netos. Los
resuitados se muesiran en la Tabla V1L Yemos que a los 3 minutos de
reaccidn, tiempo en gue se ha producido 1a acidificacidn a 252 C, el flujo
d

T

C1 dio cuenta del 45% de les cargas Y el de Ma', del 42%. Estos
resyliados concuerdar hastanie bien con los datos pbienidos en la

acidificacidn para Na® y C17 (Tabla ¥}

17. Obtencion de vesiculas con alts contenido en hierro

Ums vezr conocidas las condiciones pars ghtener una maxima
acidificacion, fue preciss determinar si bajo dichas condiciones, las
vesiculas presentaban algun grado de movilizacifin de hierro. Para ello s2
requirit de vesiculas con alto conienido en hierro, ya que 1as vesicuias

ricas en complejo transferring-recepior tenfan eilo atrededor de un 208

del hierro origingl presente en transferring. Par esta razon se ensayaron

aminas primarias, como MH,Cl U n-butilamina, 1y iondforos, como
monensing y nigericina, para inhibir la disociacidn del hierro de
transferring al subir 21 pH del medio intravesicular. Estos reactivos no
fueron efectivos en inhibir la disociacidn de hierro desde transferrina, y
se phiuvieron vesiculas con valoras similares de saturacion.

Por esta razén se probd e efecto de FOOP, un iondfore pars profones
glectrogénice, el cual mueve protones en favor de s gradients

elecireguirnico. Como la vesicula acidifica su interior a expensas de 1a
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TABLA Vil

BALANCE DE CARGAS

H* pormnbeados Entrada neta £ Salida neta Ma©

Tiermpo

(seq) {rates X 108 / mg prot}
30 1,05 £ 0,22 0,67 £ 0,30 0,41 + 0,05
60 2,09+ 0,45 1,20 £ 0,35 0,79 + 0,21
al 2,56 + 0,37 1,20 + 0,59 1,07 + 0,31
120 204 + 0,39 1,35+ 0,61 1,23 + 0,42
150 3,09+ 0,44 1,40+ 0,65 1,280+ 0,35
180 3,15 £ 0,46 1,42 + Q.62 1,31 + 0,59

TABLA ¥1ll: Balance de cargas

£l flujo netlo de entrads de H' se calculd a partir de la actividad
ATFE=ice sensible @ MEM 1 mi, utilizando una rezén H bornbeado/ATP
hidrolizado (&) de 0,93, Los flujos netos de solide de 22Ng* 4 de entrada
de 3601 se calculeron de le diferencia entre la entrade y la salida del
isotopo en presencia de ATF. La composicion idnica interno de Lao
vesiculas (en mM) ere Hepes/Tris 10, NaCl 100, MgS0y 1, EGTA/Tris

Male 3 (pH 7

7,0 y la del medic externt era Hepes/Tris 10, Mgl 1;

EGTA/Tris 1, Nalz 3, NaCl 20, KU1 &0y Mg- ATE 1 ipH 7,0). Los valores
son el promedie de ires experimentos independientes * desviacitn

esténdar.




H*-ATPasa, e} ibpdforo 1os $8c4, CON UNS velocidad mayor que 1a ATPasa,
impidiendn que e1 pH baje y, por ende, inhibiendo 1a disociacion de hierro
de transferrina. Cuando el FCCP fue eliminade del medio, no ee produjo
reacidificacion. La concentracidn de FCCP usada en 1a preparacidn fue de

30 pM, suficients para producit 17 inhibicidn del traﬁspm‘te del hier7o.

18. Movilizacion de hierro en presencia de ciiosel

El citoplasma proveniente de células en balance metabalico debia
contener los compuestos necesarios para promover I rovilizacidn del
hierra conienide al interior de las yesiculas endociticas. Por ello, s
prepara citosol para establecer el grado de movilizacion.

iy Curva de concentracion de citosol

Er 1a Fig. 15 se muestra el porcentaje de 996 movilizado desds las
vesiculas al ser incubadas con distintas concentraciones de citosol por S
minutos, a 372 . Las concentraciones ensayadas fluctuaron entre G,1y
0 45x, Bncantrandose que con 0,40% s2 oblenia el radximo de movilizacidn
att 1as condiciones sefialadas, Por otra parte, surgic el problema gque con
citasoles muy concentrados habis dificultad en ta filtracidn, puss la

viscosidad del medio de ensayo era muy grande.

{i1 Cingtica de movilizacion de hierro
En la Fig. 16 =g muesirs uh experimentn' representativo de 1a
cingtica de salida de hierro con citosol G,4% Lo tmportante de destacar es
gue 3 los 5 minutos de incubacidn, se movilizd alrededor del 70E del

hierro presente en las yesiculas.

t

66




%o 39re movilizado

O 1 . ] ! i 1

0 0,2 0,4

Concentracion de citosol

FIGURA 15: Mevilizacién de hierro en funcion de la
concentracion de citosol

Ge incubarcn vesicules con diferentes concentraciones de citosol
fconsidersndo 1% 1a concentracian del citosal en la célula) en tampon KC
dursnte S min a 372 C. Se filtrd por MHlipore, 105 cuales se lgvaron 4
cohiarom.
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FIGURA 16: Cinétice de movilizacidn de hierro

Se incubarcn vesiculas con tampdn NsCl, en terapin KC1, en presencis
de citose]l 0,4% fcirculos cerrades) o de ascorbete 2 mM y ATP 2 mil
icirculos abiertos) 8 372 C. Ge sacaron alicuctas a les tiempos indicados,
se Tiltraron Y lavaron come se describid snterionmenie,
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iii) Efectores en la movilizacion

En un intento por establecer los factores estaban aciuando en 1a
movilizacion del hierro, se probaron diversos efectores. Los resulfados se
reuestran en 1a Tabla X, ATP incrementd 1a movilizacion en un 3% sobre el
citosol. Por otra parte, se ensayaron inhibidores de distinto tipo de la
acidificacion, encontrandose que todos inhibian 1a movilizacion de hierro:
FCOP, un iondfore electroganico; nigericina, un iondfors no electrogénico,
y MEM, un inhibidor de 13 H*-&TPass. Cuando se probd el efecto de un
reductor de revt como ascorbato, se encantrd gue estimulaba fuertemente
1a movilizacion con respecto & citosst + ATP. MADH, un sustrato de una

5 49

dwido-reductasa presente en celulas hepatic tarnbien estimuld la

moviltizacian,

19_Movilizacién de hierro en ausencia de citosol
Si 1a acidificacion estaba intervinizndo en 1a movilizacion de hietrro

des

|l'|

e 1as vesioulas y se requeria de un poder reductor, deberia ser posible

Ly

reproducir las movilizaciones | obtenidas con citosol, pero solamenie en
presencia de ATP 4 ascorbato. Esios resultados se ruestran en la Fig. 16
La cingtics es 1a misma que en presencia de cits nsol, la diferencia radica
eh gue el valor maxima es menor.

Paralelamente se hicieran experimentos en los cuales se defermingd
gl porcentaje de disoci acidn y de mavilizacion de hierro en un reedio a pH
7.0, en aussncis de citosol. Los resyltados se muesiran en la Tabla X
Efectivamente, vemos que ATP 4 ascorbats fueron eficaces en promover 1o
digoniacion de herro desde transfercing y la consiguients movitizacion,

Hay que destacar gus ATP promaovid 1 disociacion del hierro, pero no su
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TABLA 1X

MOVILIZACION DE HIERRD EN PRESENCIA DE

ciTosoL

Condicion 2 29Fe movilizado
Tarmpon 0

Citasol 39,8
Citogol + ATP 43,5
Citasnl + ATP + Ascorbato 27,2
Citosol + ATP + NADH 06,2
Citogal + ATP + FCCF 2,53
Citosol + ATP + Nigericing ¢

Citosol + ATP + MEM 0,7

TABLA I¥- Movilizacion de hierro en presencia de citosol

las vesiculas, cuua composicion idrice inlerne ers fen  rrk):
Hepes/Tris 10, NaCl {00, MgSly 1, EGTA/Tris 1, Nah; fueron incubadas 8
37e [, en un medic & pH 7,0 que contenia (en mi1): Hepes/Tris 10, NaCl 20,
KOl 80, EGTA/Tris 1, MgShy,, Nal 3. Cuando correspondid, se adicionaranm
Mg-ATP/Tris 1 mi, ascorheto S mitd, MADH 25 mM, FCCR 20 pb,
nigericing 10 piM, NEM ZmM, citosal ©,3x Los resultados corresponden a
un experimento representativo.
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TABLA X

EFECTO DE INHIBIDORES EN LA MOVILIZACION

DE HIERROD
Condicion % 9% gispriade ® l*:’r-"‘Fe movilizado
Tampbn 21+1,3 01x02
ATF 53,0+8,1 7.7+4,3
agscorbato 43 +5,0 2,2+28
ATP + ascorbato 56,1+ 0,6 51,3+4,3
ATF + ascorb. + FCCP 4a+149 40+3,6
ATP + ascorb. + niger. 2,4+ 3,0 30228
ATF + ascorb. + NEM 31+1.9 13+1,1

TABLA ¥: Efecto de inhibideres de la acidificacion en 1a
movilizacion de hierro

Las vesiculas fueron incubedss S min g 372 T en un medio @ pH 7.0,
cuys composicidn era fen 1) Hepes/Tris 10, KCI 100, MgSQy 1,
EeTA/Tris 1, conlas siguientes adicianes cusndo correspandio: Mg-ATP ]
it szcorbato b omil, FUCP 200 pM, nigericing 20 WM, NEM 1" . La
composicidn idnice interna de las vesiculas ers {en mM): Hepes/Tris 10,
MaCl 100, Mgsh, 1, EGTA/Tris 1, pH 7,0. Los resultados corresponden al
profmedio de tres experimentos + 18 dezviacion estandar
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rovilizacion. Ascarbato, en cambio, por si solo, fue incapaz de disociar 4
de movilizar el hierrg,

Se ha postulado que la acidificacién es una etapa necesaria en el
trapsporte de hierro al citoplasma de 1a calula, 1118 razon por la cual se
probo el efecto de diferentes iphibidores de la acidificacidn (Tebla X}
FCOP, MEM u nigericina inhibieron 18 salida del hierrc debido o su

inhibizian del proceso de acidificacion.

20. Efecio de la composicion iénica intra y extravesicular
en 1a movilizacidn de hierro

Por Oltimo, se pretendia  establecer una relacion enire 1a
movilizacion 4 1la compesicion del medio. Pars elle se prepararon
vesiculas con MaCl,, con KCI, 4 con sacarosg Yy se determind el porcentaje
del hierrre movilizedo en tres medios de diferente composicidn ionica:
tampones  MaCl, KC1 y sacarosa, en prese neia de ascorbato 0,5 mM y de
Mg-&TP 1 mil (Tabla #1). Todas las condiciones mostradas fuerot
pquivalentes {(alrededor de un . 359 de movilizacidnd, excepto aguellas en
las aque habia sacarosa en el medio  sxiernd U"Iﬂl:-]ifﬁﬁi;ﬁrljiiﬂe;
KCl/sacarnsa, Y S8CArnsd/sacar nsa ). En esios casos se rmowilizd

atrededor de un 13% del hierro.
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TABLA XI

EFECTO DE LA COMPOSICION IONICA EN LA MOVILIZACION

Composicion Composicion & Movilizacion

janica inferna idnica exierna + de.
fall Sacarosa 13,1 +4,0
NalCl KCI 3256+6,3
fall Marl 21,7277
K1 Sacarosa 14,4+ 3,5
KL KC1 37,9+45
kLI fall 24,7+ 6,0
Sacarosa Sacarosa 13,8+4,3
Sacarnsa KT 35,2 +6,2
Sacaross Nall 31,1287

TABLA XI: Efecto de 18 composicidn idnica en 1a maoyilizacidn

La u:unnnc.icién iGnice interns de les vesiculas era (en mhk
Hepes/Triz 10, MgS Oy 1, EGTA/Tris 11y MaCl o KO 100 o sacaross 200, pH
7.0. El medio de incubscién & pH 7.0 contenia en un volumen final de 300 pl
(en M) Hepes/Tris 10, MgS0, 1, EGTA/Tris 1 y NaCl o KC1 100 o sacaresa
200, ascorbato 1 Y Mg- ATP/Triz 1. Las vesiculas fueren incubades a 375 C
por 3 rin Y filtradas por Millipore. Los resultados pctén expresados como
2 de movilizacién con respecto &l hierro originglmente presente en las
vesiculas., lLos valores son el promedio de G determinaciones
independientes + 1o desviacian estandar.




Y. DISCUSION

Para determinar 1os factores idnices involucrados en la acidificacion
de las vesiculas endociticas, fug indispensable contar con un método para
ohtener vesiculas aisladas, libres de contaminaciones de membrana
plasmética, mitocondrias o lisoeomas, que pudisran levar @ conclusiones
erraneas. Por otra parte, se requirié qus el tietnpo ernpleado en obtener las
vesiculas fuzse 1o mas corto posible, ys que debido a la naturaleza
transitoria de las vesiculas endociticas, las esiructuras proteicas
involucradas an el proceso sufren perdida de sus respectivas aclividades.

La ausencia de contaminacion con membrana nlasmatica se determind

]

13

fx
by

con 1a electroforesis (Fig. 1% La preparacion de vesiculas carece d
handas  tipicas de la membrana 4, en cambin, mussira un alio
enriqueciraientn de las bandes de TT y R-TT. Esie hecho indica que el
proceditaients sequido partnitid elirinar proteinas solubles y vesiculas
fortmadas a partic de membrana plasmatica duranis 8l proceso de lisis.

Far otra parte, el hecho que esirofantiding, un tipico inhibidor de
wat KT-ATPasa de membrana plasmatica™ inhibiers 1a actividad ATPasica
total de vesiculas solubilizades (Tabla 11D, refleje la presencia de dicha
proteine &n las vesiculas que, par 1o demés, ha sido descrita en vesiculas

endociticas de células de ovario de hatmster™! La explicacidn de por que
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estrofantiding produjo una menor inhibicidn de 18 actividad ATPasica de
vesiculas intactas (Tabla {1} que en vesiculas solubilizadas (Tabla 1}, es
que el sitio de inhibicién estd situado en el ladd intravesicutar y
actrofantidina debe pasar al interior de 1a vesicula para inhibir. Esie
inhibidor es un compuesto hidrosoluble, aundue menoas que nuabainaf‘“ y por
1o tante puede que el Liempe de preincubacion con estrofantidina haya sido
insuficiente, nbteniéndose una inhibicion menar,

Lna posible coptaminacidn con lisosoma fue descartado de 1a
preparacion, porque en presencia de GTP no se produio inhibicion {Tahla
ity Es sabido que la Hf-ATPasa lisosomal es la misma que 1a que e
encuentra en vesiculas endeciticas, pere en el lisosora esta presenfe la
rucledsido 5'-difosfoquinasa, que convierts g] ADF en ATP en presencia de

5TP 3!

Lix]

De 1a inhibicidn de la actividad ATPasica ioial, tanto en yasiculas
solubilizadas coro intactes (Tablas 1y 1} con oligomicina, un inhibider

descrito pars &TPasa FyFy ritacondrial, puede deducirse que podria haber

un parcentaje de dicha enzima en lg preparacitn, pero ésta no participa en

1g acidificacion, ya que cligamicing no inhibid dicho proceso {Tabla IV).

les ceracteristices de lg H'-ATPase de reticulocitos coinciden
hastante bien con le descrite en otrog sistemas celulares en varios
aspectos. Los pesos moleculares de lass dislintes subunidades que
conforman e H -ATFasa de vesiculas endociticas de cerebro de bevino son
{00000, 73000, BE000, 40000, 35000, 34000, 33000, 19000 Y

1700090 En 1a electroforesis de la Fig. 1 {carril 4) se observan varias

-

handas con pesos moleculsres de 100.000, FOO00, 43000, 34000 y
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33.000 que podrian corresponder & las de las subunidades de la H ~ATPasa.
La zoha de pesos maoleculares inferiores a 20.000 no fue resuelia por el gel
usadn. Matursimente gue para establecer si efectivamente se trata de
dichos polipéptidos, habria que purificar 1a HT -ATPasa de reticulocitos y
hacer 1os estudios inrmunologicos apropiados.

La caracterizacion de 1a HT-ATPasa en Lérming de inhibidores de otras
ATPasas permitid  establecer que la HY-ATPasa de reticulocilos
correspande a la misma W' ATPasa de otros sistemas. MEM, NBD-C1 y DCCD
son compuestos que ta inhiben Mientras lns dos primeros modifican grupos
SH del sitio catalitico?’, 1o gue se refleja en las inhibiciones comparables
tanin en vesiculas solubilizadas coms intactas (Tablas | y (), DECD
bloguea el canal que conduce priovtones en vesiculas de cersbro de boving 2
rFazén por 1a cual, s6lo se observd inhibicidn de 1a actividad ATPasica en
vesiculas intactas (Tabla {13, y en forra mas acentuada, en la acidificacion
(Tabla 1Y), Ademés estos resultados demuestran que hay un alto grado de
acaplamignio entre la actividad hidrolitica det ATP por la subunidad
catalitica yla conduccion de profones por la subunidad que constituye el
capal, El fipn de inhibicién de MBD-C1 y MEM hace que no congs tituyar
inhibidores especificos de la Ht-4TPasa, encontrandose gue también
inkiben a 1a et K -aTPaga ™

‘:"anadatl:g un inhibidor de 1as enzimas que fOrman un intermediaric
fosforilado estable 27 no inhibid la actividad hidrolitica de 1a HT -ATPasa
(dato no mostrado) ni tampoco ia sridificacian (Tabla 1V}, 10 que concuerda
con Jas H -ATPazes de otros sistemas) %47 12,21-26

OIS es un compuesto que madifica 1os grupos amino y guaniding de

diversas protein ws 2! fazén par 1a cusl no s espec ifico. Sin embarge se
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conace como inhibidor de las ronductancias de clorure?! aunque también
se ha encontrado que inhibe la HY-ATPasa de vesiculas de cerebro de
boving, alterando 1og grupos SH, de un modo similar a NEM o NBD-C13! Este
efecto se reflejd en 1s inhibicion de 1as actividades aATPAsicas (Tablas | Y
g en ] procesn de acidificacion (Tabla [VE

Los resultades de Is inhibicidn de los flujos de cloruro por BDS no
fueron faciles de analizar {dafo no mostrada}. Se encontré que habia dos
componenies con  difersntes cencibilidades al inhibidor: un primer

componente, con una alia sensibilidad {~1pM), que da cuenia de alrededor

del 70% del flujo de clorurc, Y un sequndo- cornpanente con ung baja
sensibilidad (> 100 pH).

Camna ta HY-ATFesa de reticulocito es electrogénica &l igual que la de
cerebra de bovine?® es necesario gque haye un cotransporte anidnico,
también electrogénice para que se verifigue el bormbes de protones. For
otra parte, el cloruro compensa un 47% de la cerga que entra @ traves de la
ATPasa, For lo tanto, un cangl seria la estructura indicads para disipar
este gradiente. Gin embarge, 18 K, del canal de clarure de globulo rojo, para
DIDS es de 10 pM3! y con concentreciones alrededer de 1 JM se abiuve
gran parte de la inhibicion del camponente sensibie.

Par otre parte, el intercambiador L';l_fHECIS" tiene una K, para DIDS de
0.1 uMY pero es electroneuttro. Sin embargo, en eritrociins se han
descrito Tlujos netos unidirecciongles & través del intercambiagor® Se
heh, propuesto dos modeles gue explican, en parte, estos flujos ung de
":‘511"[:¢rage", que consisle en gl relomo del iranzportador vecio, y €l gde

“tunneling, en el cual gl clorure Se mueve @ través del transportador sin
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cambios u:onfiguran:iuna]es.?’?’ Cuslquiera sea el modelo que mejor expligue
el fendmeno, 10 concreto es gue el intercambiador C1"/HCO; es capazde

transportar clorur electrogénicamente, aungue & una velocidad 10.000
yeces menor que 1a velocidad de intercambio ™

For dltimo, el transporiader de clorurd de vesiculas de cerebro de
hovino recubiertas por clatring has sido aislada y reconstituido™ Este
transportador es una entidad diferente de 1a H*-&TPasa, y moviliza clorurs
elecirogenicamente, dizipandao, en parte, el potennial electrico debido a los
H* Es sensible a DIDS y muestra una marcaa preferencia por C17 y Br™ con
respecto a F, S50;7, PD43" y glucsnato, resultado que es similar al
nbtenido en la acidificacién de vesiculas de reticulacitos {Tahla Wil En
todn caso, con los antecedenies prasentados no es posible gstablecer el

tipo de estructura que realiza 2] transporte de cloruro.

La hipotesis alternativa que planfeaba que 1a acidificacion en
yesiculas endociticas podria llevarse a cabo dehido a 1a actividad de una
ATPasa que generara un qradiente electroguimico para un cation como Mat
{por ejemplu la Ma® *-4TPasa) y gue este gradiente fuera utilizado para
1a entrads de protones a través de un intercambiador, coma el Ma*/H", fue
descartada. i asf fuera, bastaria con tener un gradients de salida de sedio
para tener acidificacién. Sin embargs, en ausencia de ATF Y con uh
gradiente favorable para la salida del catidn, no se produjo acidificacion
{dato no mostrado). For otra parte, 1a inhibicidn de la acidificacian con
estrofantiding y amilorida (Tabla 1V}, inhibidores de la Ha' K -ATPaza y
del intercambiadar nat /R4S respectivamente, fue leve. Par 1o tants,

es posible suponer gue 1a [~la+,t{+-£xTPasa pcid mas bien participando en una
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funcién regulatoria.

La contribucidn de sodio en 1a disipacion del potencial eléctrico fue

1

de un 42% (Tabla VilI}, 1o que hace suponer que uri posible rol de la
Ma* K*-ATPasa es mantener 1a concentracién necesaria de sodio al interior
de 1a vesicula, para permitir un grado maxime de acidificacién. Debido a
que 1a vesioula endocitica se forma por una invaginacidn de 16 membrans
plasmatica, 1a Na® k*-ATPasza queds en una disposicidn tal que bombea
iones sodio hacis el inferior de le vesicula y iones polasio hacia el
citoplasma. Esta proteina seria la responsable del flujo de enirada de
sodio dependiente de ATP (Fig. 11). En cambio, el rol atribuido a la
Ma® K*-ATPasa en vesiculas endociticas de células de evario de hamster
fug de regular el pH final alcanzado. Los autores postulan que coms la
&4TPaga es electrogénica, genera un potencial eléctrico positive al interior
de 1a vesicula, 1o que limita la acidificacidn debida a Ia H'-ATPasa. Por
esta razdn, encuentran que en presencia de ouabaina se alcanzan pHs

7

intravesiculares mayares>  Sin embargo, en vesiculas de reticulocitos,
a acidificacion no se vio estimulada por estrofantiding (Table ¥} ni por
puabaina (date no mostradao).

El oiro sistema de iransporie de sodin gue se enconird, fue de mayor
magnitud que el anierior y produjo un Tiejo neto de salida en Tavor de un
gradiente de concentracién (Fig. 10} Ho hay evidencia de gue en fa célula
las vesfculas tengan una conceniracidn de sodin mayor que la del
citoplasma. Sin embargo, es posibie imaginar que duranie el proceso de

formacidn de la vesicula, algo del Hiquido extracetular es atrapado, cuys

concentracion de sodio es mayor que 1a del citoplasma, generdndose un

gradiente quimico para la salida del catidn. Por 1o tanto, es posible que




in sity la vesicula presente las condiciones descritas, es decit un
gradiente de concentracién favorable para la salida neta de sodio y la
presencia de ATP en el citoplasma. Hay que congiderar que estos
resultados estan oscurecidos por 1e presencia de fa Ma' K’ -ATPasa en las
vesiculas, por 1o que debieran reglizarse con estrofantidina en el medio
para ver 1a resl magnitud de los flujos,

Mo es claro 1a identidad responsable del flujo de ‘salida de sodin. TTX,
un inkibidor de canales de sodio sengibles @ voltﬁje,‘“‘f no afectd la
acidificacin (data no mostrado). Por otra parte, se observo un roayor flujo
de salida en vesiculas con Hall 100 mif en su medio inierno y MaCl 20 mM

en &l medio externo que cuando el medio externo tenis KO 100 mit iFig 8).
Este comporterniento es tipico de un sisterma de trensporie y no de un
canal®T Fara que el sodio contribuys & disipar el potencial electrico es
preciso  gue  se  mueva electrogénicamente, lo  que descarts @l
iniercamnbiador Na*/HY gue es electroneutro™® Ademés es sensible &
amiloride® y los flujos de sodio no se vieron afectades por diche inhibider
fdato no mostrade). Podria traterse de una estructurs como e que hay en
las membranes de tobule T8 el trensportedor 3 Ne'/1 Ca<*, que adernés
es sensible amiloride, & concentreciones alrededor de 10 mll y es
electrogénico. Sin embargo, con los aniecedentes mostredos, no és posibie

estabiecer 1a estructura involucrada en el flujo de sslide de sodid.

Eesulta interesante el hecho gue se necesite que estén operando dog
mecanismos pare compensar la entrada de protones & iravés de la
Hf-ATPasa en vesiculas endocitices. En el primer minuto entré €1 658 del

cloruro total y el 15% restanie, entre el segundo y tercer minuto de la




acidificacion. De esta manera, bajo las condiciones del ensayo, el cloruro
resultd ser el responsable mayoritario de disipar el gradiente glectrice en
1a fase rapida de la acidificacion (primer minuto). Con respecto al sodio, la
veloridad con 1a que salid es menor que la de entrada de protones. En
contraste con &1 flujo de C17, 81 94% del sodio total gue entrd, 1o hizo en
105 dos primeras minutas (G0F en el primers Y 34% en el sequndod. Por lo
tanto, e flujo de sodin Tue responsable de 1a disipacion del gradiente
elécirico en etapas posteriores de la anidificacidn. O sea, en el iercer
mirmto de 1a acidificacidn 1a compensactin de la carga fus minima, debido
a que 1a sctividad de1a HT-ATPasa tambisn s redujo al rinimo (Fig. 14}
Baja las condiciones ionicas dptimas sefialadas en la Tabla ¥,
abtuvieron acidificaciones de 0,7-05 unidades de pH, vaior similar al
ahienido en vesiculas aisladas de cerebro de bovinn '* De esta ohservacion
y del andlisis de los flujos idnicos inviiucrados 2n 15 digipasidn del
gradiente eléctrico, surge la prequnia acerca de cuél = el mecanisma
responsable de detener el bombeo de protones. Se trata del potencial
eléctricn o del potencial quimico generados par gl gradiente de protones?
Un andlisis del experimento de la Fig. 6 arrojé claras indicaciones
acerca de los mecanismos que rpqulnn el pH final que alcanzarch las

vesiculas. En vesiculas con KCI, 4 s or 18 acidificacisn fue minima.

Fajo estas condiciones jgnicas log s sfema-a de disipacidn de gradients
elactrice (entrads de cloruro y salida de sodiay son ineperantes, por o gue
o pueds haber disipacion del potencial glectrico positivo generado por 13
eptrada de alqunos protones.  De lo anterior se deduce que un sistems
disipador del gradienie aléctrico generade por la entrads de protones es

indispensable para obtensr grados significativos de acidificacion. Sin
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embargn, parecieras ser gue el punto Tinal de 1z acidificacidn esié
gobernado por el poiencial quimico de protones (4pH), ya que al agregar
valinomicing, se genera una conductancia para K* logue a su vez, producs
un potencisl sléctrico negativo al interior de ls vesicula, el cual se
mantieng fijo (clampeado) por 18 presencia de valinomicina y de I<Z+i. La
formacidn de un potencial de membrana negativo iniuce Una aridificacion

comparable a la obfenida con Nal:]if'f{l:]e. Mo obsiants, no se oblienen

valores mayores de acidificacion, sungue el potencial electirico negstivo
persista. Por lo tanio, el faclor que requla e punto final de 1a
acidificacion en las vesiculas endociticas es el gH interno. Aungue el
potencial elécirico estd siendo disipado, el poisncial gquimico para
protones ha crecido 1o suficiente come para hacer que 1a velocidad de fuga
se iguale en magnitud con ia velocidad de bombss, que es en sentido
contrario, de manera tal gue to que se observa es que la acidificacidn se ha
detenidn.

Qtra alternativa podria ser gue los H estuvieran afectando
directamente la subunidad catalitica de la H*-477a3sa, o bien sobre ei
canal que conduce los protones. Estudias de la cinetica de la actividad
ATR&sica sensible a MEM 1 mPt mostraren un curse iemporal similar al de
18 acigificacion (Fig. 13}, por lo que, en esta ATPasa, la actividad
hidrolitica de ATP estd acoplada @l bombeo de protones, de modo gque
cualquiera de las dos estructuras gque ecté iphibida, redundard en una
detencidn de 1a acidificacian.

El efecto de la alta conceniracion de H" ne puede ser sobre las
pstructuras involucradas en 1a disipacion del potencial eléctrico, ya gue en

las condiciones sefaladas en el experimenis de ia Fig. 6, no estaban
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operanda.

Tanto la actividad H -ATPasica (Tabls YII) come la acidificacidn
{Tabla ) dependen de 18 misma manera de 1a composicion idnica, 1o que
corrobars el hecho que hay un huen acoplatniento entre 13 hidrilisis del
ATE u el bombeo de protones. En ambos casos se sbiiens una actividad
maxima en 18 condicion Na"i.e’K.EIE y la condicién menos favorable es
k:'.+i.«"sau:at'as:ae. Sin embargs, una diferencia notable constituye gl Caso
K*i.fklme. £n 1a actividad &TP&sica so obtiene un valor casi maximo {92%),
mientras que en estas mismas condiciones, 13 acidificacidn es de un 9%
Es posible que esta discrepancia sed debida a una aciividad ATPasica
dependiente de poiasio eén el medio externo, que no participa en la
aciditicacion y que es inhibida por NEM 2 concentiraciones mayores que 1a

Ht-ATPasa. También podria iratarse de una actividad fosfatdsic

ca

dependiente de k30 gip enbargo, esle exceso de aciividad no pudo deberse
5 1a Mat KT -ATFasa, ya gue habia estrofantiding en el medio de incubacion.
Mo se hicieron magores estudios para caracterizaria, ys gque dicha

setividad no estaba involucrada en el proceso de acidificacion.

i bien es cierto que P-Ia*ig E]”E fueron requeridos para contribuir a
disipar 2] gradiente eléctrico debids a la entrads de H & través de 1a
4TPasa y obtener uns acidificacion maxima (Tablas Vil y V), l1a salida del
nierro hacia 81 medio extravesicular solo dependid de C17, (Tabla ¥l Es
posible que =1 pH necesario para digsociar el hierro de transferrina, sea

criticn. Como la acidificacion obtenida en presencia de andin cormo dnicn
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contraion es de un 40% dei maximo, lo gue equivale 8 un ApH de 0,3
unidades, sea insuficiente contra el 60% de 1a acidificacion maxima debida
a cioruro, es decir, un apH de 0,42-0,45 unidades (Tabla V). Por lo tanio,
de todo 1o anterior s posible concluir que acidificaciones de 0,5 unidads

de pH redundaran er una disociacion de uno de 1os hierros, mientras que se
requizren de mas de 0.8 ynidades para lograr is disocianion del segundo
hietrro.

El hecho que se obluviers rovilizacion en presencia de ATP 4
ascorbato, en ausencia de citosol (Tabla ¥3, indica que 21 primaro es
utilizado por 1a W -ATPasa para acidificar el interior de 1a vesicula,
disociando g1 hierro de transferring, y &l sequndo reduce el hierro para que
pueda ser transporiado hacia el lade citoplasmatico. Estos res sultados
canfirman las observaciones hechas por MiRez af s/'Y quienes demosiraren
en reticulocitos intactos, que el hisro debia ser reducido de F53+ a FE-E+
antes de aparecer en el citoplasma de 1s célula. €1 usa de inhibidores de 1a
acidificacion ey 1a mavilizacion (Tabla %1, permitin establecer que la
disrainucion del pH es un process indispensable para la diso poacidn del
hierra de transferrina, preyio @ su transporte al citoplasta de la celula.

Mo se hicieron estudios para delerminar si el ascorbato participa en
unag  reduccion  del  hismro srzimaticaments, & iravés de  alguna
owido-reductssa como 1a NADH- transferring  diférrica-reductasa de
hepatoo qtas?® o si es transportads al interior de la vesicula, reduciendo

| =tw

directaraenie al hierro=?

Con iodo 1o anderior, fue posible formular un models que inc lyye todas

las sstructuras moleculares involucradas en la incorporacidn celular del
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hierro (Fig. 17). En ella se esquernatizd 1a vesicula endocitica y une
molécula de transferrina (Tf) con sus dos hierros, unida al receplor de
transferring (R).

En 18 seccidn 1, se represents £l cistema de acidificacion, compuasta
de 1a H -ATPasa, que bambes protones electrogénicamente 9 expensas de
1a hidrolisis de ATP; el transportador de cloruro, que 1os mueve hacia el
interior de la icula, en Tavar de un gradiente eléctrico; el transporiador
de iones sodin, que saca dichos cationes en favor de un gradiente guimico,
y Ta Ma® K -ATPaza, que restituye el gradiente quimico para Na™. Todas
estas estructuras funcionan CoOMms W0 todo para que entren los protones
suficientes para producic una disminuc idn sustancial del pH requerido para
dizociar ambos hierros de transferring,

En la seccign 2, se 'muestra una MADH dxido-reductasa, cuya funcidn
ps reducir el herrd para gue un transportador, sefialado &n la se ccion 3, 1o
movilice hacia el citoplasma, donde es captadn por iransportadores

ritoplasmaticos (seccion 41
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FIGURA 17: Modelo de la incorperacion celular de hierro

£l esquerna muesira una yeciculs endocitice, con el recepior gde
{ransferrina (R) y trensferring diférrica (T1). Ls seccion 1 representa el
sistemne de acidificacién, compuesto por s HY-ATPesa, le conductancia 8
€i~, la conductancia a Na* y 18 Na* K*-ATPasa. La seccidn 2 corresponde al
gictems reductor, compuesto por undg NADH oxido-reductasa. La seccion 3
es e] transportador de hierro de mernbvane, Y 1a 4, el sislema citosolico de
transporte de hierro.
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VIl APENDICE

Thayer y Hinklg®® hicieron el calculo de la razn HY/ATP a partir de
1a siguiente ecuacion
{ o 1o

hi= “‘
Cc v
"‘G}"

donde:
Xz i [ ‘(fl1 "{1-‘?‘"‘5."?]
P _ flpaf OILY 4
EII = ECW"B 1 §

B8
SRR — et (ZCp/Bit
o B Zl:n"ls [i ) - o ]

-

h= estequeometria H'/ATP

Ei,= capacidad amoriiguadora del medio externt

ApH,= cambia de pH de] medio externc

Zﬂ: conductancia efectiva 3 H* de la membrarns

5. factor de conversion eléctrico igual & 2307 RT/F (donde R es 18

te ge los gazes, F es Faraday u T es la ternzeraturs absoluta

SDZ cantided inicial de ATF
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En el sistema utilizado por los autores, 1a cinética de hidralisis del

ATP se ajustaba a dos exponenciales de primer orden donde 3, 4 8; eran

constantes de velocidad de ambos componentes.

En el casc de vesiculas endocitices de reticulocitos, hay sdlo un

compaonente en la cinetica de hidralisis de ATF, de modo que 8, % Cero, y .

queda reducido al primer terming.

Por otra parte, como 20y B,<<cay, entonces la ecuacion (2) queds

Con lo enterior, & ecuscicn (1) se transformae en

i, APH, (20N /BI |
hi = {20

Cormo By ests expresade en moies de H*/uridad de pH, el producto

Eiu._-‘apHU representa los moles de H* que desaparecen del medin externo

Anglogamente, el producto del denominador E;Dx‘fi—e'”ﬂf.\ representa 10z

moles de ATP-hidrolizados,

For 1o tanto, reordenando 1a ecuacian (3), se tiene que:

+

H
ATP

SLZC/ B (4

b =
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Sacando logaritmo natural y reordenanda

I HY F ATP = Inh - (ZC/BN ()
en donde ?_‘CM;"Ei representa 1a constante de Tuga de H (k.]).

Entances, la ecuscian (5) finalmernte queda:
InH* 7/ ATP=Inh-Kkqt (6)

y graficando In HY/ATF en funcién del tiempo t, se tiene que de la

interseccicn con la ordensds se ohtiene la razan H'/ATP y la pendiente

representa k]



