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RESUMEN

En el estudio hecho con ATPasa—(Na+,K+) (EC 3.6.1.3.) de médula externa de rinén
de perro se encontrd que el K' activa la reaccién de fosfatasa que muestra esta

enzima con una qu .9 En este efecto existen interacciones de tipo coopera-
tivo positivas entre los sitios del Kt ng =1.78. En presencia de ¥a* a vna -—

concentracién fija de 30mM se titulan dos sitios para el K¥ uno de alta afini--—
dad Ky.5% 0.65mM con efectos cooperativos negativos nyg =0.63 y otro con menor -—-
afinidad kfb.5= 12.6mM con interacciones cooperativas positivas ng = 2.2. Duran-
te la activacidn de la reaccién de fosfatasa por efectos del ATP a concentracio--
nes que saturan el sitio de alta afinidad en presencia de Na* y K* se observé--
que: a) Se requiere de hidrdlisis de ATP en el sitio de alta afinidad, b) Hay -
hidrélisis simultdnea de ATP y pNFP. c) La relacién de hidrdiisis pNFP/ATP es -
dependiente de la concentracidn de ¥a®, hasta concentraciones de Na® 20mM la re
lacidén pNF/ATP es de 4 y a concentraciones de Na¥ de 100mM esta relacién dis——
minuye a 2. En la cinética de activacidn de la fosfatasa dependiente de K& por
ATP (pM) en presencia de Na®, existen interacciones cocperativas positivas a con
centraciones de ATP menores a 1 pM el ny obtenido es de 3; mientras que a con--
centraciones mayores a 1 pM no hay interacciones cooperativas entre los sitios --
del ATP ny = 1. For primera vez se observan en representacién de Hill dos com--
ponentes de afinidad elevada para el ATP y se obtiene un ny mayor & 1 para los
sitios del sustrato. El1 pNFP modifica la afinidad del ATP en los sitios de alta
afinidad y el ATP a concentraciones mM modifica la afinidad del pNFP por la enzi
ma, esto se puede explicar en funcidn de dos sitios para el ATP los cuales inte-

raccionan entre si, uno se fosforila activando la hidrdlisis en el otro.



SUMMARY

In kinetic studies made with (Na+,K+)-dependent ATPase {EC 3.6.1.3) obtained -
from cuter medulla of canine kidney the phosphatase reaction,also catalyzed by
the enzyme was activated by K* with a {K%y 5=4.9 m4. In this activation there
are interactions with positive cooperativity between K'sites nH=1.78. In the -
presence of Nat at a fixed concentration (30 mM) two sites for K¥ are determi-
ned, the high affinity site Kg 5=0.65 mM with negative cooperativity n;=0.63
ard tte site with less affinity wﬁb'5=12.6 mM with positive cooperative inter-
actions ny= 2.2. In the stimulation of phosphatase reaction by ATP at concen--
concentration which saturate the high affinity site in the presence of Nat - -
plus K¥ it was obseved that: a) ATP hydrolysis is required in the high affini-
ty site. b) simuitaneous hydrolysis exists of ATP and pNFP. ¢) The hydrolysis
ratio pNFP/ATP is dependent on the Na™ concentration. Up to Na¥ concentrations
of 20 mM the pNFP/ATP ratio is 4 and at concentrations of 100 mM this ratio is
reduced to 2. In the activation kynetics of K¥-dependent phosphatase by ATP
{;Ix1) in the pesence of Na® , there are positive cooperativity at ATP concen—
trations less than 1 pM and the ny obtained is 3, meanvhile at concentrations
greater then 1 @M there are not cooperative interactions between ATP sites ~ -
ny = 1. This is the first time that two components with high affinity are ob--
served in the Hill plot for ATP in (Na¥,Kt)-ATPase and an n, grater than 1 is
obtained for the substrate sites. pNFP modifies the ATP affinity in the high
affinity sites and at mM concentrations ATP modifies the pNFP affinity for the

enzyme, this can be explained by the hypothesis of two ATP sites with clese in
teractions between them.
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INTRODUCCTION:
GENERAL IDADES

En 1957 Skou {1} describid que un extracto obtenido a partir de nervic de
cangrejo poseia actividad enzimatica de ATPasa estimulada por la adicidn
: + +
de Na  y K.

Las cédlulas animales para mantener concentraciones citoplasmaticas bajas

de Na* y altas de Kkt con respecto a las concentraciones existentes en el

fluido extracelular, requieren de un transporte activo dependiente de —

energia metabdlica. Actualmente estd ampliamente demostradoc oque la Ade

nosintrifosfatasa dependiente de Na* y de k¥ (ATP—Fosfohidrolasa EC -

1,6.1.3) (ATPasa—{Ma', K')) es la enzima responsable del transporte de Na®

+ . -
y K a través de la membrana celular (2-5).

En condiciones no fisioldgicas 1a enzima puede llevar a cabo la reaccién

en sentido inverso y acoplar el flujo de cationes en direccidn de sus gra
dientes {disipacidn de energia del gradiente) a la sintesis de ATP. Por
1o tanto la ATPasa -(Na+, K+) es un sistema transductor de energia que -~
transforma reversiblemente energia quimica en gradiente electroquimico -

(6}.

En experimentos realizados utilizando un sistema reconstituido de vesicu—
1as cerradas de fosfolipidos con la enzima altamente purificada {7-9), vy
ademas estudios hechos en fantasmas de eritrocitos (10, 11) se ha encon —
trado que 12 relacidn de Na¥ transportado al exterior y de k¥ al interior
de 1a célula es de 2:2 y para que se redlice este transporte se requiere
de la hidrdlisis de una molécula de ATP, asi pues la estequiometria es —
Na® :x¥ :ATP 3:2:1.

E1 flujo de iones a través de la ATPasa—(Na+, K+) es sensible a esteroi —
des cardiocactivos y digitalicos come la Quabaina, de tal forma que lTos —
flujos de iones sensibles a Ouabaina se consideran flujos a través de 1a
también 1lamada bomba de Na® (12).

LOCALTZACTON Y PURIFICACION

La ATPasa_(Na+, k*) se localiza en 1a membrana plasmdtica celular y se
ha purificado de las siguientes fuentes: médula externa de riidn de cone
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jo, carnero y cerdo (13), o6rgano eléctrico de Electrophorus electricus —
(14), glandula salina rectal de tiburdn (15) y parcialmente pura de cor-—
teza cerebral de bovino (16}, corazdn de: rata (17), perro y ternera (18);
en humanos se ha purificado parcialmente de leucocitos y eritrocitos {12).

Para la purificacién de 1a enzima se han seguido principaimente dos es -
trategias, ambas parten de material microsomal. La primera involucra 1la
eliminacidn de proteinas extraftias de 1a membrana, utilizando agentes cao
tropicos come el Nal (19, 20) y de detergentes como dodecil sulfato de so
dio (SDS) (13). Las membranas que retuvieron la ATPasa—{Na+, K+) se se
paran usualmente por centrifugacidn sobre gradientes de densidad (13), -
La segunda estrategia consiste en disolver 1a membrana con detergentes no
ionicos como el Lubrel {14, 15) o idnicos como el desoxicolato (20} y -
posteriormente fraccionar la mezcla por precipitacion selectiva (20) o —
técnicas cromatogriaficas (21}; la ATPasa_(Na+, K+) se obtiene asociada a
1ipidos {13).

COMPOSTICTEON.

Independientemente de 1a fuente de donde se obtenga y la metodoloaia uti-
lizada para su purificacién, todas la preparaciones de ATPasa-(Na®, k') .
que se han descrito son semejantes, contienén dos subunidades polipeptidi
c&s, una de PM 90.-100 KD denominada subunidadel y otra de PM alrededor de
45 KD nombrada subunidad g (2-4).

Se ha descrito un tercer componente de la ATPasa—(Na+, K+) que es un poli
péptido de PM de 12 %D el cual se marca por fotoafinidad con un derivado
de Ouabaina {22).

Utilizando (fzp)_ATP se ha demostrado que la subunidad o£ se fosforila y
por 10 tanto es la subunidad catalitica (16); también se ha 1localizado
en ella el sitio de unidn para la Ouabaina (19). La subunidad of es una

proteina que atraviesa la membrana celular, ya que la Ouabaina se une a

Ta ATPasa por el lado orientade hacia el exterior de la céluia (16) y la
hidrdlisis de ATP se realiza en el interior {23). Tambié&n se ha dempos —
trado que esta subunidad atraviesa 1a membrana con anticuerpos preparaaﬁs
contra la subunidad o& , en cé&lulas integras {eritrocitos) se obser



va que el anticuerpo reacciona con determinantes antigénicos de la enzi-
ma localizados en 1a superficie extracelular, cuando se absorben cuantita
tivamente estos anticuerpos con eritrocitos, los anticuerpos restantes
reaccionan con microsomas de vrifion tratados con detergente, indicando la
existencia de sitios antigénicos citoplasmiticos {24) de 1la misma forma
se ha demostrado con anticuerpos preparados contra la subunidad &8 , que
8sta también atraviesa la membrana celular (24),

Ambas subunidades son glicoproteinas, se ha probado purificando y aislan—
do cada una de las subunidades y haciendo el andlisis del contenido de —
aminodcidos y carbohidratos (25), los carbohidratos reportados son: amino
az@icares, azlcares neutros y acido sialico (26). También se han hecho —
estudios en los cuales se somete 1a enzima a efectroforesis en geles de —
poliacrilamida SPS, la tincidn de Tos geles se realiza con el reactivo de
Schiff-periodato el cual reacciona con polisacaridos y se ohserva que las
bandas que se tifien corresponden a los PM de 1a subunidade( y la & (26-28).

Hasta el momento no se ha identificado en la subunidad B ningln sitio ca—
tatitico, ni sitios de unidon para cationes que estén relacionados con el
funcionamiento de la ATPasa_{Na+, K+), las evidencias de que es parte 1D
tegral de l1a enzima se basan en Tas observaciones siguientes: 1) Copurifi
ca junto con 1a cadena polipeptidicasd {16}). 2) Tiene la capacidad de
entrecruzarse con la subunidadol al emplear reactivos cortas bifuncioni —
les (27). 3) Al utilizar anticuerpos contra la Subunidad £ hay una —
inhibicidn de la actividad de 1a ATPasa—{Nat, K*) (29, 30). 4) Cuando —
se emplea un glucdsido cardiaco gue posee una cadena larga de carbohidra—
tos y un grupo reactivo, se une a la subunidad 8 (31).

E1 PM para el complejo funcional se ha estimado que es de 250 a 300 KD
en estudios realizados por inactivacion por radiacitn (32) y filtracidn
en gel (27). ECxiste controversia en cuanto a la relacidn estequiométrica

de las dos subunidades en el complejo funcional, hay reportes donde las -~
relaciones ol: £ son de 2:1 {PM 250 KD), 1:1 {PM 170 + 9 XD) y 1:2 (PM

158 KD} (19, 20, 28, 33-35), en investigaciones en donde emplean reactivos
entrecruzadores, sefialan que se reguiere de 2 subunidades o en el comple
Jo enzimatico funcional (38). B



LIPIDOS.

La ATPasaf{Na+,K+) como Ta mayoria de las enzimas localizadas en membra
na, requiere fosfolipidos para su actividad. La eliminacidn de lipidos
de preparaciones microsomales por medio de detergentes (37-39), solven-
tes organicos (40.42)} o tratamiento con fosfolipasa (43-46) conducen a
la inactivacidn parcial o total de la enzima. En microsomas y en la ATPasa
(Na*, k") purificada de médula externa de rifidn de conejo, 1o0s 5 princi
pales fosfolipidos presentes son: fosfatidilecolina, fosfatidiletaneol -~
amina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y esfingomielina (47). Exis
ten estudios (37, 44, 46, 48) para averiguar si la pérdida de la activi
dad se debe a 1a eliminacidn de algin fosfolipide especifico, que pudie
ra ser esencial para la funcidn enzimdtica o si se debe al rompimiento
de l1a estructura menbranal como resultado de la eliminacidn de los 1ipi-
dos., De experimentos hechos por Wheeler y Whittan (39} parece ser que
la fosfatidilserina es esencial para el funcionamiento de la ATPasa (Ndﬁ
K"

FUNCIONES DE TRANSPORTE

Intercambio VAN acoplado.

Tante 1a actividad de ATPasa como el transporte de Na* Y k* a través de
1a membrana celular se activan por la presencia simuitdnea de ATP, M92+
y Na® en el interior de la célula y de K* en el exterior y ambas funcio
nes son inhibidas por digitdlicos como cuabaina (3, 49, 50).

En condiciones fisioldgicas la bomba de sodio acopla la salida de Na* a
través de la wmembrana plasmatica a la entrada de K+, el transporte es ac
tivo pues requiere la hidrdlisis intracelular de ATP y P{, @ésta es la -
funcidén de ATPasa dependiente de Na* Y K.

+
# ADP+Pie HY

o, + 2
ATP + HZO E, Na 1+Kc , Mg

Como ya se menciond anteriormente, la relacidn de Na' transportado hacia
el exterior de la célula y k% hacia el interior por molécula de ATP hi ~
drolizada es de 3Na‘: 2t¥ : 1ATP (10,51). La salida neta de una carga
positiva indica que 1a bomba de Na* es electrogénica. Esto se demuestra



en estudios realizados con la enzima reconstituida en liposomas y el uso del
anidn permeante (%) SCN™, donde se mide 1a captacidn del anidn en estas —
membranas durante el funcionamiento de la bomba en presencia y ausencia de --
ATP-Mg en el exterior, el bombeo de Na® es hacia el interior y el kK hacia —
el exterior de las vesiculas, la captacidn del anidn es 3 veces mayor en pre
sencia de ATP-Mg que el valor respectivo en su ausencia, esto es debido al —
potencial positivo intraliposomal resultado del bombeo electrogénico de Na*

Yy K+, 1o que indica que 1a bomba funciona contribuyendo el establecimiento —
del potencial de membrana (17, 52, 53}).

SINTESIS DE ATP

En vesiculas cerradas o en fantasmas de eritrocitos se pueden invertir las
concentraciones de Ma” ¥ ' y en presencia de ADP y Pi el funcionamiento de
1a bomba de sodio es contrario al normal, bajo estas condiciones la enzima
sintetiza ATP (54, 55} conservandose la estequiometria del transporte des —
crita anteriormente.

SALIDA DESACOPLADA DE Na©

En 1a ausencia Na® y K'Y extracelular Yy en presencia de ta® intracelular, la
bomba produce la salida de Na© "desacoplada" (56, 57). Se requiere de ATP
intracelular y por cada molécula de ATP hidrolizada salen de 2 a 3 Nat (57).
Esta salida noes omtra wn gradiente de concentracidn; es sensible a buabaina y a
Tas concentraciones de Ma“ intracelulares, por 1o cual se identifica con la
bomba de Na', A diferencia del intercambio Ha'/K¥ (ATPasa-{Na®, k*)), el —
cual funciona mejor a concentraciones mi de ATP, 1a salida de Na¥ desacopla
da alcanza su maximo con ATP 1 P (57)}. Esta diferencia puede ser explica—
da por estudios cineticos de 1a ATPasa (Na+, K+) gue muestran dos clases de
sitios para el sustrato (57, 58} uno de alta afinidad, Km 0.1 a 3/uM y otro
de baja afinidad, Km 4BQ/LM. Esta salida desacoplada de Na® corresponde a
la reaccidn de ATPasa dependiente de Na® gue Tleva a cabo la ATPasa—(Na+. k).

+ 2+
E, Na'i, Mg > ADP + Pi + H+

ATPQ/&M)+HZO

INTERCAMBIO Na¥/Na®

. + . + -
En ausencia de K extracelular y en presencia de MNa' extra e intracelular, la
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bomba efectlia un inte ‘cambio de NaT a través de 1a membrana en relacidn de
1:1, no hay transpo ! : neto de Na* (56, 59) y se requiere la presencia de
ATP y ADP (56, 60) y & velocidad se incrementa linealmente con la concen—
tracién de ADP (61). HNo hay hidrdlisis neta de ATP aunque analogos no hi—
drolizables no lo pueden sustituir (60). Esta es una reaccidon de inter —
cambio ATP====2ADP, dependiente de Na'. Con Na', Mg?*, '“C-ADP yATPnomarca-
do se puede detectar la formacidén de ATP radioactivo (62).

INTERCAMBIO KF/k*t

En ausencia de Na® intracelular y en presencia de K* en ambos lados de 1a

membrana, la bomba 1leva a cabo un intercambio de Kt a través de 1a membra
na en relacidn 1:1, sin que haya transporte neto {63, 64}). Se requiere Pi
y ATP en el dnterior de 1a célula, anidlogos del ATP no hidrolizables {ade—
ni1-5'-11 imidodifosfato = AMP—PNP) pueden sustituir al ATP {64); no se re
quiere ADP. Esta forma de transporte parece corresponder a la fosfori]g._
cidn de Ta enzima dependiente de K" 11evada a cabo por Pi, con la diferen-
cia de que para esta reaccidon no se requiere ATP. Con K+, Mg2 » ¥ P ==
rvadiactivo, l1a enzima se fosforila sobre el grupo @—<arboxil del mismo re-
siduo aspartil en el que se fosforila por el ATP durante el transporte aco
plado de Na*/K* (65).

Mg 2*
E+P1“"’—""£'—>E—P+HO
ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO

el sustrato primario para la ATPasa—(Na*, K) es el complejo ATP—Mg. Otras
nucledtidos son hidrolizados a velocidades menores (del 15 al 0.5% de la —
actividad obtenida con el ATP), en el siguiente orden decreciente de acti-
vidad: ADP > dATP > CTP > GTP > ITP y UTP (18, 50, 66). La unién del sus
trato ocurre en ausencia de Mg2+ aunque se hidroliza (50) y el sustrato —
verdadero para la enzima es el complejo ATP-#g. En estudios de cinética —
de sustrato con ATPasa—(Na+, K¥) se han encontrado 2 valores de Km aparen—
te para el complejo de ATP-Mg, el primero en el rango de 0.1 a 3 uM v el —
segundo de 480}1M (67). Este dato sefiala la posible existencia de 2 sitios
con diferente afinidad por el ATP en 1a enzima. E1 ADP compite con el ATP
por el sitio mayor afinidad (68, 69) pero el Pi no lo hace (69, 70). Otros
cationes divalentes como el Mn2+, y el 502r, pueden sustituir al M92+ aunque
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cabe sefialar que la eficiencia es diez veces wenor. Por otre lado Ca” ', In

cu®®, Ba?, sr? y Be®" inhiben 1a hidrdlisis del ATP {71)}. La principal ca-
racteristica de la enzima es que requiere la presencia de Na* y K*. Los re-
querimientos de Na* son absolutos pues ningun otro catidn monovalente 1o pue-
de sustituir, sin embargo el K+ puede ser reemplazado por T1+, Rb+, gst y NHi
asi como compuestos orgénicos como la hidroxilamina. E1 Lit también puede sus-

tituirlo pero con una afinidad muy baja (72).

ACTIVIDAD. DE_FOSEATASA

La ATPasa-(Na+, k") también cataliza una reaccidon de fosfatasa dependiente de
k¥ (73). Durante el proceso de purificacitn de Ta ATPasa-{Na™, K+), la acti-
vidad de fosfatasa copurifica con 1a de ATPasa (74, 75) y cuando la prepara -
cidn enzimitica de ATPasa-(Na', K*) se somete a la accidn del calor, a trata-
mientos con enzimas protecliticas y al efecto de inhibidores como la cuabaina,
Ta actividad de ATPasa y fosfatasa se pierden en paralelo (73, 76-78).

La especificidad da sustrato para la reaccidon de fosfatasa es baja ya que hi-
droliza una variedad de compuestos de tipo anhidridos del acido fosfdorico co-
mo el acetil fosfato (AcP), carbamil fosfato, p-nitrofeniifosfato {pWFP) y -
umbeliferona fosfato (76, 78)}. Para que se 1leve a cabo la hidrdlisis de es-
tos pseudosustratos se requiere K * ¥ Mgz+, existen estudios (73, 79, 80) que
indican la existencia de un s&lo sitio para la hidrdlisis del sustrato para -
la fosfatasa y é&ste posee propiedades del sitio de baja afinidad para el ATP,
pues cuando utiliza pNFP como sustrato el ATP a concentraciones mM tiene un -
efecto inhibidor sobre 1a reaccitén de fosfatasa, parece ser que la inhibicidn
es de tipo competitivo (68, 81), 1a KI para el ATP como inhibidor de 1a fosfa
tasa se compara a su Km para el sitio de baja afinidad en la actividad de -
ATPasa-(Na®, k™) (68).

E1 Na© en ausencia de K* también promueve una actividad de fosfatasa aunque -
esta actividad es menor que la obtenida en presencia de K© (82).

E1 Na® inhibe 1a actividad de fosfatasa dependiente de K+, cuandc no hay Na®
presente el ATP a concentraciones pAM también es inhibidor de Ta fosfatasa, -
pero cuando estédn presentes tanto Ma® mM y ATP pld y la concentracidn de K+es
menor a 1 m4 hay una estimuiacion de la actividad de fosfatasa {79, 80, 83).
Esta activacion probablemente ocurra via fosforilacidn de un sitio activador,

posiblemente el de alta afinidad para el ATP en 1la ATPasa-(Ha®, K¥), 1a acti-
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vacidn se debe al aumento de la afinidad de la enzima por el k* {72, 84).

INHIBIDORES

La ATPasa—(Na*, K*} es sensible a varios inhibidores como los glucésidos car
diacos o digitdlices, reactivos de grupes sulfhidrilos, oligomicina, butane—
diona, 7—cloro—4-nitrobenzo—2—oxa-1, 3 diazol, vanadato, fluoruro y otros {4).
Solamente se explicard el mecanismo por el cual inhiben Ta Ouabaina, la Oligo
micina y el Vanadato, que son los inhibidores mds utilizados para explicar el
mecanismo de Tas reacciones parciales de la ATPasa—(Na+, k.

GLUCOSIDOS CARDITACOS

Esta familia de inhibidores muestra una especificidad casi absoluta por la —
ATPasa—(Na+, K*) y por lo tanto han sido empleados para determinar 1a presen
cia y funcidn de esta ATPasa en una variedad de tejidos (12). La Ouabaina es
1a que ha sido usada mds ampliamente, inhibe la unidén de ATP (85) y la defos
forilacidn del intermediario fosforilado (86), uniéndose a la ATPasa por la
superficie externa de la membrana celular (87, 88). El1 nimero de sitios de
unién de la Quabaina es igual al nimero de sitios de unidn de ATP y de sitios
de fosforilacion (89) en la ATPasa-{Ma', K'). Ciertas condiciones favorecen
1a unidn de los digitdlicos a la enzima como son: Ta presencia de Na©, —
Mgi+ y ATP, 0 de Mgz+ y Pi, esto es debido a que estos ligandos o combina —
cibn de ligandos estabilizan la conforwmacidn de 1a enzima EEP {90), que es —
Ta forma de 1a enzima por la cual son méas afines los digitdlicos.

£1 Kt reduce la inhibicidn por Ouabaina, este efecto se ha visto en experi.ﬁ
mentos en los cuales se mide la velocidad de unidn del inhibidor a la enzima
en presencia de diferentes combinaciones de ligandos (Mgz+, Mg+Pi o Mgz++ Na™
4+ ATP} los cuales incrementan la velocidad de unién,al repetir los experimen
tos en presencia de K* se observa que disminuye 1a velocidad de unidn de 1la
Quabaina a la enzima (91, 93}.

La unidn de una molécula de Quabaina por molécula de ATPasa inhibe todas las
funciones enzimaticas desde la unidn del ATP 2 la enzima hasta la actividad
de fosfatasa dependiente de K™ (50, 79). Con preparaciones enzimaticas de di
ferente origen de drganos y especies la K; para 1a Ouabaina y otros digitali
cos varia, siendo la de corazbn de rata 1a menos afin por estos inhibidores—
{94, 95).
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OLIGOMICINA

La oligomicina inhibe las reacciones de ATPasa-(Na®, K} y la ATPasa-Na", tie

ne poco efecto sobre la actividad de fosfatasa de K* y puede estimular 1a -

reaccign de intercambio ADP/ATP (80, 96, 97, 98). Esto indica que la oligomi

cina actiia preferencialmente sobre la transformacién de E~P a E,-P (37). La oligo
micina inhibe la defosforiiacidn dependiente de k" de 1a enzima fosforilada -

en presencia de Nat y ATP (99). Ademds inhibe las actividades de pNFPasa y -

Acetil fosfatasa en la presencia de Nat (96) también disminuye la estimulacion
de las actividades de pNFPasa y acetil fosfatasa de k¥ dependientes de fosfo-

ritacion por ATP en presencia de Na¥ (80). A concentraciones elevadas de Mg2+
libre {3 mM) que incrementan la proporcidn de 1a conformacidn Ez-P se contra-

rresta la inhibicidn por oligomicina (96). Por lo tanto la oligomicina se -

une a la enzima bajo condiciones que favorecen la formacion de E; y actia blo

queando la transicidn de E,~P & E P {67, 97).

VANADATO

Cantley y col. (100} demostraron que la ATPasa-(Na*, ¥¥) posee dos sitios de
unién para el VYanadato un sitio de alta afinidad con una KD = 4 nM, y otro si
tio de baja afinidad con una K, de 0.5 M, Por medio de experimentos de -
competencia encontraron que e1V0 2 concentraciones nM compite con el ATP ~-
por el sitio de baja afinidad para éste y a concentraciones _.M compite con -
el de alta afinidad para el ATP (100). La inhibicidn por voz‘ requiere Mg?™

y se 1leva a cabo en Ta superficie intracelular de la enzima, el K* actuando

en la superficie extracelular potencia su accidon {101) y ademas el Pi antago-
niza la inhibicidn de VO,  (100). Se postula que la gran afinidad del VO, -
por la ATPasa-(Na™, k*) se debe a la estructura bipiramidal trigonal del vana
dato que seria andloga al estado de transicidn propuesto para Pi en la forma

enzimatica E;~P, To que sugiere que el sitio de alta afinidad para vanadato -
puede ser el sitio donde se libera el Pi en el curso de 1a reaccidn de 1la -
ATPasa-{Na*, K™) en 1a conformacién E,-P. Beaug@ {102) sugiere que la inhibi-
cidn de la ATPasa-(Na', k%) por V03 se debe a que disminuye 1a liberacidn del
' después de la defosforilacidn de E,-P, uniéndose al sitio de baja afinidad
para €1 ATP, ya que el ATP al unirse a este sitio acelera la Viberacion de k',
y por lo tanto el cambio de conformacion de £;¢E,. Por otro lado la ATPasa
de Na' se inhibe hasta que el sitio de baja afinidad para el voz‘ se satura,-
que corresponderia al sitio de aita afinidad para el ATP (100), la Ki para el
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efecto inhibitoric de VDs" sobre la ATPasa-Na' es de TpM (82). E] vanadato

inhibe la actividad de fosfatasa con una Ki = 0.05 nM yala ATPasa~(Na+,K+),'
con una Ki = 0.5pM (B2), estos datos muestran que la actividad de fosfatasa

e5 mas sensible a este inhibidor que la ATPasa-(Na*, k™) y que probablemente
el sitio de hidrdlisis del pNFP sea el sitio de baja afinidad para el ATP.

FORMAS CONFORMACTONALES:

En su ciclo catalitico la ATPasa_(Na+, K+) sufre cambios conformacionales que
se pueden representar de la siguiente forma condensada:

E1ﬁE] ~ P
N !
I
—— Sy ——
E.ax--—-E2 P
los cambios involucran la presencia de cuatro formas enzimidticas diferentes:

dos no fosforiladas E1 ¥ E, y dos fosforiladas Elrle y E2 -P.

EORMAS CONFORMACIONALES E, A EZJ

E, ¥ E;, lograron distinguirse por medic de estudios de digestidn enzimética —
controlada con tripsina y de cambios de fluorescencia intrinseca de la protei—
na; Jérgensen (103) reporta que la digestidn controlada de la ATPasa—(Na*, k™)
por tripsina rompe solamente en sitios sobre el péptido o¢, la presencia de 13
gandos durante la digestidn determina cuales enlaces se rompen:

a} En presencia de KC1 150 mM el péptide —o/ se rompe en dos fragmentos con PM
de 58 KD y 48 KD, con esta ruptura se pierden en paralelo la actividad de -
ATPasa—(Na*, K'), 1a unidn de ATP y la fosforilacion del péptido- of; la —
pérdida de la actividad de fosfatasa de K fue ligera. Jdrgensen nombrd a
las conformaciones sensibles a este rompimiento forma "K", otros ligandos --
capaces de producir esta forma “"K", son MgCL, y ATP+MgCl, +NaCl {104, 105).

b) €n presencia de NaCl 150 mM, la digestidn triptica sigue un curso con frag-
mentos diferentes de agquellos obtenides con KC1, obteniendose un trozo de PM
70 XD (103, 104). Se pierde casi la mitad de la actividad de ATPasa—(Na®,k™)
junto con el 85% de la actividad de fosfatasa de K'. En contraste, 1a union
de ATP y el nivel de fosforilacidn casi no cambian y la reaccion de intercam
bio ADP/ATP se incrementa al doble. Esta (1tima observacidn es consistente

con la demostracion de que el intercambio ATP+—*ADP (una funcién E; —P) se
incrementa, mietras que Ta desfosforilacidon sensible a k* (una funcidn £, —P)
estd disminuida (104),



Cambios.de.Eluorescencia. Intrinseca. de.la.Proteina.

Una evidencia mas para la existencia de las formas enzimiticas E1 Yy E, {Forma
"Na® y Forma "K"}, fue presentada por Karlish y Yates (106) quienes midieron
Tos cambios de fluorescencia intrinsecos de los grupos triptofano en la pro -

teina. Trabajaron con una preparacidn de enzima purificada y encontraron que

la fluorescencia aumenta por la adicidn de K" al medio (1o cual interpretaron

como la conversidn de la forma "Na" o E, a la forma "K" o Ez)’ y este efecto

era antagonizado por la adicion de Na* o ATP (este resultado seiialaba que el

Na' o el ATP favorecen Ta conversidn de E2 a El). Cuando se mide la velocidad
de estas transformaciones (58) se demuestra que el ATP acelera la disminucidn

de la fluorescencia intrinseca de la proteina, '

INTERMEDIARIOS. FOSFORILADDS.E,~P Y. E, -P

La enzima puede fosforilarse bajo dos condiciones diferentes:

1

2)

Fosforilacidn.por. ATP

Para que se lleve a cabo esta fosforilacidn, se requiere Mg2+ 2 mM, Na' 20mM
y ( $3sz) ATP 40 pN; se mide la concentracidn de enzima fosforilada en es

tado estacionario. La fosfoenzima es estable en medio &cido, por lo cual -

se puede precipitar y cuantificar el 3% unido a 1a enzima (107). La enzi-

ma fosforilada bajo estas condiciones es la E,~Py lanaturaleza del enlace

es de alta energia, ya que puede ser defosforilada por el ADP para 1levar a

cabo sintesis de ATP o intercambic ATP «*ADP (97).

Fosforilacidn. por.Pi.

La incorporacidn de 32P1 en la enzima es dependiente de M92+. La Ouabaina

aumenta la velocidad y el nivel de fosforilacién de la enzima,se requiere -
Mgz+ 5mM vy %53 100 p-M en presencia o ausencia de Ouazbaina 0.1 mM, también
es estable en medio acido, por 1o que después de la precipitacidn se cuanti
fica el ¥2p; incorporade (107)., lLa forma enzimadtica fosforilada bajo esta;
condiciones es la E,-P la cual es una forma de menor energia que es sensible
a k' puesto que se defosforila en su presencia y no hay formacidn de ATP en
presencia de ADP,
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Cuando las formas enzimdticas fosforiladas EyvP o €, -P se someten a pro -
teblisis con pepsina los fragmentos resultantes marcados con radicactividad
son de igqual peso molecular (2,200 daltons), cuando se tratan con pronasa,
el fragmento marcado con radicactividad es de PM = 380 daltons, independien
temente de que la enzima haya sido fosforilada con (jp32-P) - ATP o con *%pj,
o si se ha fosforilado por {p32—P) - ATP bajo condiciones que dan Tugar E,~P
o £, -P (108, 109). Al tratar los fragmentos con hidroxilamina o molibdato
éstos pierden el fosfato (108), esto indica que en ambas Ey;wP y £, -P el -
enlace es de tipo acil-fosfato, Post y Kume (110) aislaron un tripéptido, el
cual 1levaba el acil fosfato, después de una breve digestidn con pronasa de
una preparacidn de ATPasaT(Na+, kt) microsomal que habia sido fosforilada -
con 32P y encontraron que por sus propiedades electroforéticas, estab11i -
dad y susceptibilidad a carboxipeptidasa p se asemejaba al tripéptido:

p
1

(Thr} -asp =~ lys
Ser

posteriormente Nishigaky y col (111} utilizaron el método de Degani y Boyer
(112) basado en una reduccién de la enzima fosforilada y desfosforilada con
3i-borohidruro de sodio, seguida por hidrdlisis dcida completa. Por este -
tratamiento un aspartil-fosfato dard lugar a homoserina y homoserina lacto-~
na, 1a cual puede ser convertida toda a homoserina por tratamiento con alca-
1i. Nishigaky y col. emplearon ATPasa-(Na+, k*) purificada de gléndula sali
na rectal de tiburdn; una vez fosforilada la enzima la trataron de la forma
descrita anteriormente (111} y demostraron que la fosfoenzima da lugar sola
mente a homoserina radicactiva, lo que indica que el acil-fosfato de la - -
ATPasa-{Na®, k') es un residuo aspartil A-fosfato. El1 residuo aminodcide
fosforilado tiene una serina o treonina del lado correspondiente al amino -
terminal y un residuo lisina del lado del carboxilo terminal (110},

Aunque E,~P y E, -P tienen diferentes caracteristicas (£,~P es sensible a
ADP y no a K¥, y E; -P es sensible a K pero no a ADP) el tratamiento con -
enzimas proteoliticas de Tas dos formas fosforiladas produce péptidos -32p-
con un comportamiento electroforético similar (108, 109}, 1o que sugiere -
que la diferencia es debido a configuracion,

Sintetizando, las cuatro conformaciones presentan diferente afinidad por -
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Nat, K v ATP, 1a forma Ey tiene afinidad por Na' y ATP y la F por gkt -
E, ~P es sensible a ADP y no a K", mientras que E,-P es sensible a kr ¥y no
a ADP,

Para explicar la forma como se jleva a cabo el transporte de Na® a1 exte -
rior de Ta célula y de K' al interior de 1a célula por la ATPasaT(Na+, k)
el esquema de reactiones mds simple propuesto por Post y Kume (110) es el si-
guiente: y tiene en cuenta las cuatro conformaciones demostradas de ta ATP
asa.

1)

2)

3)

4)

£+ A + .Mg??.. +
1 TP (i), 3Nai —ils 3Na - EP v ADP- Mg

{1) N
2K; tg? (2)
(4) ATP (mM) 3Na;'
2K By e Pl U”---arz -p
+
2Ke

En resumen las cuatro etapas de reaccion son:

E1 ATP a concentraciones xM en presencia de Mg?¥y Na* se une a 1a enzi
ma al sitio de alta afinidad (¥X; del ATP 0.1 -3. OJLM) (50, 113) vy la fos
forila. Los sitios de unidn para el ATP {(km 0,7~ 3};M y 0.1-0.5 mM) (68

114}, Mg? (K, = 0,521 mM) (115, 116} y sitios de carga del Na' (Ko,5 =
0.2 -0.4 mM) (117), se Tocalizan en ja superficie interna de la membrana
celular (118),

La enzima fosforiladaky~“P cambia Ta conformacidn a E;-P y 3 Na* son trans
locadoshacia el exterior de 1a cé&lula, esta reaccidn requiere Mgz+ Tibre
y se inhibe por oligomicina (97, 108) y N-etil maleimida (NEM) (119} la:-
conformacidn E,<P tiene poca afinidad por el Nat (Kg=31 wmM) (54, 120) y -
gran afinidad por et XK' (K, & 0.08 mi) {72, 83, 120).

El K* actuando en el lado externo de 1a forma Ez -P activa la hidrdlisis -
de E 4P quedando unido a la enzima en forma del complejo E,.2K*, el Pi se
Tibera y 2k son translocados hacia el interior de la célula.

E1 ATP a concentraciones mM disminuye 1a afinidad por el Kt {Ko.s= 10 mM)
(63, 72, 121, 122) de la forma Ez-2K', por 10 tanto el ATP uniendose al -

sitio de baja afinidad facilita simultaneamente 1a descarga del k¥ en el
interior de la cé&lula y el cambio de conformacidn de E; a E;3 al saturarse el
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sitio de baja afinidad aumenta la actividad de ATPasa-{Na+, K*) (68) debido
a que probablemente la velocidad limitante del ciclo sea la transformaciodn
de E4— E;. Parece ser que el ATP unido al sitio de baja afinidad tiene un
papel regulador en 1la ATPasa-(Na+, Kty (62, 68).

La actividad de fosfatasa estimulada por k¥ de 1a ATPasa-(Na+, K*) aparentemen
te representa el paso en el cual el k¥ estimula 1a defosforilacidn de 1a forma
E, -P {123} o etapa 3 del esquema,

Por 1o tanto el ciclo total de la ATPasa-{Na', K¥), puede dividirse en dos me-
dios ciclos, uno que comprende la actividad de ATPasa-Na',

.Na+, M92+ £

E, + ATP ( Prd) Pe=E + Pi

y el otro que corresponde a la reaccidn de fosfatasa -K*
+
£, - P «S E, 4 pi

Como vemos el ATP juega un papel bifuncional en el transporte activo de Na* y
¥t por 1a ATPasa -(Na¥, K') (50): 1) €n 1a presencia de Ha®, el ATP se une con
afinidad elevada (Kp = 0.1 -3 M) (50, 113) a un sitio catalitico involucrado
en la fosforiiacion de la enzima y en el transporte de Na' hacia el exterior -
cetular (57, 68); 2) el ATP activa el cambio de conformacidn Ej—* E, con baja -
afinidad {Km = 0.1 -0.5 mM) (62, 68B) en un sitio regulador en la presencia de
Na+ mas K+. Se piensa que 21 ATP en el sitio de baJa afinidad promueve la 1i-
beracidn intracelular del K* que se unid en el exterior (57, 58, 63, 106, 122).

La cinética de activacién de Ta ATPasa -(Na®, K¥) por el ATP es compleja, cuan
do se mide velocidad de hidrdlisis de ATP en presencia de Na® y K y se grafi-
can los valores obtenidos en forma de doble reciproca en funcidn de la concen-
tracion de ATP resulta una pendiente bifasica (57, 68, 100, 114, 124) extrapo-
Tando se obtienen dos valores de Km aparente y dos valores de Ymix aparente.
Los valores de Km de alta y baja afinidad caen en los rangos de 0.1-80}1M y -
0.1 a 2 mM dependiendo de 1a fuente de obtencidn de la enzima, la temperatura
del ensayo y la concentracidn de Na+, Kt ¥y Mg2+ (57, 68, 100, 114, 124). Este
comportamiento se ha interpretado postuiando la existencia de dos sitios de --
unidn para el ATP independientes o como interacciones cooperativas negativas -
entre dos sitios idéntices en subunidades separadas de un complejo enzimdtico
funcional dimérico (68, 100, 125).
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Existe controversia en cuanto & si son realmente dos sitios para el ATP o es
uno solo el que se estd transformando en sitio de alta a baja afinidad durante el
ciclo reaccional de la enzima, ya que Moczydlousky y Fortes (126, 127) emplean
do un derivado fluorescente del ATP {TNP-ATP 2¢, 3', - 0 -(2, 4, 6-Trinitroci -
clohexadienilidina) adenosin 5' -Trifosfato) hicieron estudios cinéticos de - -
unidn y de inhibicidn de 1a ATPasa (Na*, K*) y obtuvieron resuitados que sugie-
ren que es un solo sitio el que sufre cambios en afinidad por el ATP durante el
ciclo reaccional de la enzima,

Es de gran interés encontrar datos que conduzcan a Ta comprensidn del complejo
mecanismo de activacién de la ATPasaj(Na+, K+} por el ATP.
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OBJETIVOS

£1 objetivo de este trabajo es aportar datos que ayuden a aclarar la controver-
sia que existe en relacién al sitio o sitios para el ATP en la ATPzsa-{Na’, K').

Se hicieron estudios cinéticos sobre Ja reaccidon de fosfatasa dependiente de Kt
midiendo el efecto activador que tiene sobre eila el ATP a concentraciones‘ﬁLM

en presencia de Na‘t mi4, con el propbsito de dar respuesta a 1as siguientes pre
guntas:

1), jCu@les son las caracteristicas cinéticas del efecto activador del ATP en -
presencia de Na® sobre 1a reaccidn de fosfatasa dependiente de T

2). Durante este efecto activador del ATP sobre la reaccidn de fosfatass, ;se hi
drolizan simultaneamente el ATP y el sustrato para l1a fosfatasa (pNFP}?

3). ¢(Cudl es la relacidn de hidrdlisis pNFP/ATP?

Hipdtesis de trabajo:

Sioen la ATPasa7(Na+, K+) existe un solo sitio para el ATP, cuando estan presen
tes el sustrato para Ta fosfatasa el pNFP y el ATP solo debe haber hidrélisis -
de ATP, sobre tedo cuando el ATP estd a concentracidn saturante y el pNFP no es
tad saturante, mientras que si existen dos sitios se espera que ambos se hidroli
cen con una relacidn pNFP/ATP = 1, por cada ATP que se hidrolice en el sitio de
alta afinidad se hidrolizara una molécula de pNFP en el sitio de baja afinidad-
para el ATP,



17
MATERTIAL

El p-Nitrofenilfosfato como sal de diciclohexilamonio (pNFP—dic), ATP-Ba, y Trietano
lamina se obtuvieron de Sigma. E7 ATP-Tris se prepard a partir de la sal dibarica —
por tratamiento con 8cido sulfirico y eliminacion del Ba?" residual en una columna —
Dowex AG 50W-%8 en forma dcida, El (KazP) —ATP se prepard por el método de de Meis-
(128). &1 resto de las substancias empleadas fueron de calidad analitica. La con —
centracidn del ATP marcado y no marcado se midid espectrofotométricamente €M (260)=

1.54 % 10 ‘em™! ML,

METODOS

Purificacibn de ATPasaﬂ(Na+, k¥) de rifion de perro.

La purificacidn de 1a enzima se hizé siguiendo el método de Jdrgensen {13} y se obtu
vieron preparaciones con una actividad especifica promedic de 10 cmoles Pi/min/mg —
proteina y mas del 95% de la actividad fue inhibible por Quabaina.

Actividad de ATPasa dependiente de Na+, wt,

La hidrdlisis de ATP dependiente de na* Y k* de las preparaciones enzimiaticas se de—
terming en las siguientes condiciones estandar: MaCl 100 md, KC1 10 mi MgCl,,5 mH,
TEA-HCT1 50 mt pH 7.4, EGTA 0.2 mM (para queiar el Ca?" contaminante) ATP—Tris 2 mi,
en un volumen final de 1.0 ml. La concentracién de 1a proteina varid de 2 a 4 uxg/ml
dependiendo de cada preparacion enzimatica. La enzima se preincubd durante 5 minu -
tos a 37°C con el medio de reaccidon en ausencia de ATP y 1a reaccidn se 1levd a cabo
a la temperatura anteriormente mencionadaz iniciandose con la adicidon de ATP_Tris. El
tiempo de reaccidn fue de 10 minutos, durante este tiempo la hidrdolisis de ATP fue —
lineal con respecto al tiempo {aproximadamente un 10 a 20% de ATP hidrolizado)}. La
reaccion se detuvo afiadiendo un volumen igual de acido triclorpacética (TCA} frio al
10%, centrifugando a 3000 RPM por 5 minutos en centrifuga clinica. E1 ATP hidroliza
do se midid en una alicuota del sobrenadante determinando el Pi por el métodc de — —
Taussky y Shorr (129). La actividad inhibible por Quabaira 50 pM corresponde a la -
ATPasa dependiente de Nat y de k.

Se hicieron blancos en ausencia de enzima en condiciones similares, para wmedir la hi
drolisis de ATP al tiempo cero y a los 10 minutos, para el tiempo cero el TCA se — —

agregd antes que el ATP—_Tris. La hidrélisis en estas condiciones se restd a la hi .-
drolisis de ATP en presencia de enzima.
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Actividad de Fosfatasa Dependiente de K

Las condiciones estindar para la determinacidn de hidrdlisis de pNFP fueron:
KC1 20 mM, MgClip; 10 mM, TEA-HC1 50 mM pH 7.4, pNFP 10 mM, la concentracidn de
' proteina varid de 2 a Gjug/m1 dependiendo de 1a preparacion enzimatica, volu-
men final 1.0 wml, temperatura de reaccidn 37°C,

E1 medio se preincubd durante 5 minutos con la enzima y la reaccion se inicid
por 1a adicién del pNFP. La reaccidn se siguid midiendo 1a Tiberacién de — —
p-nitrofenclato (pNF™) espectrofométricamente a 410 nm en un espectrofotdme —

= dem TIMTL - 6
tro Beckman modelo 25. EM(410 nm) 1.186 X 10%cm "M del pNF™ se calculd en
las mismas condiciones.

Efecto del K™ sobre 1a actividad de fosfatasa de la ATPasa—(Na+, k™) en ausen—
cia ¥y en presencia de Na® 30 mM.

Este efecto se midid empleando el medio de reaccidn estandar variando la con—
" centracidon de KC1 entre O y 150 mM en ausencia y presencia de NaCl 30 mM. La
concentracion de proteina fue de Z.Q}Lg/m1. La fuerza idnica total se ajustd
a un valor constante de 250 mM con Cloruro de Colina. La reaccion se 1levd a
cabo como se describe precedentemente, a un pH de 7.4 y temperatura de 37°C.

Efecto del ATP (ult) en presencia de Nat sobre la fosfatasa de K©.

Para estudiar las caracteristicas del efecto activador del ATP a concentracio
nes/;M Y Na¥ a concentracicnes 20 y 100 mM en presencia de Kt bajo, las condi
ciones de reaccidn fueron: KC1 0.5 mM, MgCl, 10 mM, TEA-HC1 B0 mM pH 7.4, — -
MaCl 20 &6 100 mi, pNFP 1, 4, 6 ¥ 10 mM, ATPTris 0.1 a 100;u4. La concentra—
cibn de proteina cuando se trabajd con HaCl 20 mM fue 1.06 s4g/ml y con NaCl —
100 mi B.Zfzg/m1, la temperatura fue de 37°C. La hidrdlisis de pNFP se siguid
en el espectrofotdmetro por la aparicidn de pNF~ a 410 nm durante 5 minutos —
en ausencia de ATP, inmediatamente después se afadid el ATP y se continud el-
registro en iguales condiciones.

La velocidad de fosfatasa estimulada por ATP se calculd por diferencia entre
las velocidades de hidrdlisis de pNFP en presencia y en ausencia de ATP.

Efecto del AMP_PNP sobre la actividad de la fosfatasa de K' en presencia de
+
Na 20 mM,

Las condiciones de reaccidn fueron las sefialadas para la activacidn de 1a fos
fatasa de K* por ATE/AM empleando en su lugar AMP-PNP ZO/uM, 1a concentracidn
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de Na* fue de 20 mM y 1a de pNFP de 10 mM.

Efecto del ATP (mll) en presengia de Na® 20 mM sobre la fosfatasa de k',

La velocidad de reaccion se midid en 1as condiciones siguientes: KCL 0.5 mM,-
NaCl 20 mM, MgClz 10 mM, TEA-HC1 50 mM pH 7.4, pNFP 1, 4, 7 y 10 mM, ATP variE
ble de 10 4M a 10 oM, proteina 2.1 pg/ml, en un volumen final de 300 1. La -
temperatura de reaccidn fue de 37°C. La reaccidén se inicid por l1a adicidn de
la enzima a2l medio de reaccidn .que contenia pNFP y ATP. Los tiempos de reac -
cidon fueron para: pNFP 1 mM 60 minutos,pNFP 4 mM 50 minutos, pNFP 7 mM 40 minu
tos y pNFP 10 mM 30 minutos. La reaccidn se-detuvo con un volumen igual de --
TCA al 10% frio, enseguida se adiciond 1.0 ml de Tris 1.0 M para alcalinizar -
el medio y tener el pNF~ en su forma coloreada. Con p-nitrofenol puro y en las
mismas condiciones se hizo una curva patrdn variando las concentraciones de 0
a2 100 nmoles de pNF /ml v se midid la D.0. a 410 nm,

Relacidn de hidrdlisis de pNFP/ATP.

La relacidn de hidrdlisis de pNFP/ATP se estudid durante el periodo de activa-
cidn de la fosfatasa por &1 ATP. E)l medio de reaccion contenia KC1 0.5 mM,
#gC1, 10 mM, TEA-HCY 50 mW pH 7.4, pNFP concentraciones de 2 a 10 mM, NaCl 20 a
100 m#, enzima 0.95 pg/ml, 32p.ATP 20 p4, volumen total 2.0 mi, temperatura -
37°C. La actividad especifica del (rﬂaP)jATP fue de 2.5 X 107 cpm/1 pmol.  Se
midid simultaneamente la hidrdlisis de pNFP y 32P-ATP de 1a siguiente forma:
En Ta cubeta del espectrofotdmetro se puso el medioc de reaccidn con el pWFP, -
esta mezcla de preincubd a 37°C durante % minutos, la reaccidn de fosfatasa se
inicid afladiendo 1a enzima, esta reaccidén se registro por un tiempo de 5 minu-
tos, se adiciond al 32P7ATP, se mezcld y se tomd a los 15 segundos una alicuo-
ta de SOO/aJ que se afiadid a un volumen igqual de TCA al 10% frio, la reaccidn
de fosfatasa activada por 32P7ATP se registrd durante 3 minutes, durante este
tiempo 1a reaccidn fue lineal y a los 3 minutos 15 segundos se tomd una segun-
da alicuota de SDO/yJ que se afadido a 500 44 de TCA al 10% frio. La hidrdli -
sis de ATP se midid extrayendo el 3?Pi liberado al medio de reaccién por el -
método descrito por de Meis (128), y se determind l1a radicactividad del extrac
to en un contador de centelleo liquido. En cada ensayo se cuantificd la radiE
actividad total para calcular la cantidad de ATP hidrolizado. La hidrdlisis -
del pNFP se calculd del registro espectrofotometrico a 410 nm como se descri -
bid anteriormente.
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Efecto _del Na* sobre la relacién de hidrélisis de pNFP/ATP,

Este efecto se midié en Tas condiciones descritas para el estudic de la rela-
cidn de hidrolisis pNFP/ATP empleando una concentracidn de pNFP de 6 mM, va -
riando las concentraciones de NaCl de 0 a 120 mM como se indica en las figuras
5A, 58 y BA. La fuerza idnica se mantuvo constante con Cloruro de Colina, --
P72 = 120 mi,

Actividad de fosfatasa dependiente de Na+. Efecto de ATP M.

Se estudid la actividad de fosfatasa de Na' y la activacidn por ATP a concen-
tracidn 20 uM, empleando el siguiente medio de reaccidn: MgCli 10 mh, TEA-HC)
50 mM, pH 7.4, NaCl 0-170 mi, pNFPdic 5 mM, la concentracidon de enziwma fue de
10720‘Hg de proteina/ml, la fuerza idnica se mantuvo constante con cloruro de
Cotina, P/2 = 170 mM, 1a temperatura de reaccidn 37°C; la hidrdlisis de plFP
se midid en ausencia y en presencia de ATP 20 _uh,

Las caracteristicas cindticas del efecto del ATP a concentraciones sl sobre la
fosfatasa de Ma' se hizo a dos concentraciones de Na' 4 y 100 mM, Ta concentra
cion de pNFP fue de 5 mi4 y 1as de ATP se indican en 1a figura 8A. La constante
cinética para el pNFP a concentracion baja de Na* (4 mM) se obtuvo variando -
las concentraciones de phFPdic de 0.75 a 4 mM (Fig 10A) en presencia y auseicia
de ATP 10 w4, el medio de reaccion fue el empleado para los dos estudios ante-
riores.

La hidrdlisis de pNFPdic en ausencia y en presencia de ATP uM para todas-las -
determinaciones de actividad de fosfatasa de Na' se midid de 1a misma forma -
que para la activacion de fosfatasa de K* por ATPJVM en presencia de Na®.

Efectos de 0ligomicina sobre las actividades de fosfatasa de 1a ATPasa-(Na' k).

Se midid el efecto de la oligomicina a una concentracion final de 25 ug/ml so-
bre las reacciones de fosfatasa de K+, fosfatasa de Ma' ¥ K+, y su activacidn
por ATP ZO}LM a concentraciones de Na‘ 20 y 100 mM y fosfatasa de Na* emplean-
do Na* 20 m.

Las condiciones de reaccidn fueron las mismas que se emplearon para el estudioc
de Ta actividad de cada una de las fosfatasas mencionadas. Se trabajé a una -
sola concentracién de pHFP, la cual fue de 6 mit, la oligomicina utilizada - -
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se disolvid en stanol y se ajustd a una concentracidn de 5 mg/ml, la concentra
cidn de proteina por cada reaccion fue de 4.3 pg/mi.

La enzima se preincubd® en el medio de reaccidn con la oligomicina por 1 minuto
cuando habia Na* en el medio y 5 minutos cuando no habfia, para equilibrar 1a -
forma enzimatica E-0ligo, 1a reaccidn se inicid por l1a adicidn de pNFP y se re
gistrd la hidrdlisis; en los casos de fosfatasa de Na* y k¥ y fosfatasa de Na*
activadas por ATP, el ATP se adiciond enseguida, registrandose l1a hidrélisis -
del pNFP en estas condiciones. Cada una de las reacciones se realizd en pre -
sencia y en ausencia de oligomicina, en ausencia del inhibidor se empled un
volumen igual de etanol 5 4, el volumen empleado de etanol no tuvo ningin - -
efecto sobre las reacciones estudiadas. Las actividades enzimaticas obtenidas
en ausencia de oligomicina se tomaron como 100% de actividad y se compararon -
con las obtenidas en su presencia para definir el efecto de 1a oligomicina.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS.

La electrcforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se hizo por el
método de Weber y Osborn (130). Los geles se prepararon en tubos de vidrio de
10 cm de large con un didmetro interno de & mm y contenian 7.5% de acrilamida-
0.2% de bisacrilamida. Los geles se tifieron con Azul de Coomassie Brillante.
Los pesos moleculares de las cadenas polipeptidicas se determinaron incluyendo
estandares de peso molecular conocido: Sercalblmina 68 kdal, Ovoalbimina 45 -
kdal, Deshidrogenasa Léctica 36 kdal, Lactoglobulina 18.4 kdal y Mioglobina --
17.2 kdal.

Cuantificacidn de proteinas.

Las cuantificaciones de proteinas se hicieron siguiendo el método de Lowry - -
{(131) ¥ Nakamura et al (132).

En los experimentos descritos en este trabajo la concentracidn de
MgCi, fue suficiente, de tal forma que la concentracién del --
complejo ATP-Mg fue esencialmente equivalente a la concentracidn
total de ATP. Los valores de las constantes de disociacién para -
ATP-Mg = 1.36 X 10~5M y para pNFP-Mg = 5.9 X 107M (87).
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RESULTADOS

1. Electroforesis en Geles de Poliacriiamida-SD5. -

En la fig. 1 se muestra la imagen electroforética de una de las preparaciones
de ATPasap(Na+, K¥) de madula externa de rinén de perro, se observan dos -
bandas principales. En la fig. 2 se arafica el log del PM de las proteinas -
utilizadas como testigo frente a 1a movilidad electroforética y se calculd un
PM de 90 kDa para la subunidad« y de 60 kDa para la subunidad//ﬁ.

II. Actividad de Fosfatasa Dependiente de K.

La primera parte de este trabajo se enfocd al estudio de las caracteristicas

de Tos efectos de K¥ sobre Ta actividad de fosfatasa de 1a ATPasa-(Na', k%) —
purificada a partir de microsomas de médula externa de rifign de perro, con el
objeto de caracterizar la sequnda parte del ciclo reaccional de la ATPasa que
se sefiald en el esquema descrito en introduccidn y para posteriormente estu -
diar los efectos del ATP/de sobre esta actividad.

En la fig. 3A se grafican las velocidades de hidrolisis de pNFP en funcion de
1a concentracidn de K¥ en presencia y en ausencia de Na¥ 30 mM y se observa —
que: a) el K* solo tiene un efecto activador hasta concentraciones de 20 mM.
A concentraciones mayores se alcanza un valor constante para la activacion de
la hidrdlisis de pHFP; b) en presencia de Nat 30 mM que no es saturante para
el sitio del Na¥ en 1a ATPasan(Na+, ", primero se observa que a concentra --
ciones de K menores de 2 mM hay activacidn de la fosfatasa que se debe a Ta
presencia del Na+, a concentraciones de X' superiores a 2 mi el Na¥ tiene un
efecto inhibitorio de la actividad de fosfatasa dependiente de K* de aproxima
damente un 40%, esta inhibicidn debida a la presencia de Na® disminuye al au-
mentar la concentracidon de K+, cuando la concentracién de K© alcanza 63 mM el
Na® deja de tener el efecto inhibidor y la velocidad de hidrdlisis de pNFP es
Ta misma que en ausencia de Na®. En esta grafica 3A se observan ademds dos -~
zonas de activacidn por el K" en presencia de Na+, la primera a concentracio-—
nes de 0.2 a 2 mM y Ta segunda entre 2.5 y 50 mM,

Al representar los valores de velocidad de hidrdlisis de pNFP activada por K
en ausencia de Na® en forma de doble reciproca {fig. 3C) el tipo de curva que
se abtiene es concava hacia arriba y se convierte casi en una 1inea horizontal
2 las concentraciones mas altas de K+, esta curvas resultan cuando existen in
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Fig 1. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% en presencia de 0.1%
de SO5S de enzima de rifion de perro purificada, Tincidn con Azul de -
Coomassie.
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Determinacion del PM de las subunidades de la ATPasaj(Na+, K*) de ri-
ion de perro por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% en
presencia de SDS., 1.- Seroalbimina 68 kdal, 2.- Ovoalbimina 45 Kdal,
3.~ Deshidrogenasa Lactica 36 kdal, 4.- Lactoglobulina 18.4 kdal, 5.-
Mioglobina 17.2 kdal, Sube¢ = Subunidade«, Subp = Subunidadp .M.E = mo
bilidad electroforética, -
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Fig 3. Efecto del K* sobre la actividad de fosfatasa de 1a ATPasaf(Na+, k"),

A) Representacién directa de los valores de, velocidad de hidrdlisis -
de pNFP en funcidn de 1a concentracidn de K'. Las condiciones se in-
dican en metodologia. (Ma'), O mM {0); 30 mM (@},
B) Representacidn de Hill de los datos de velocidad obtenidos de A pa
ra el efecto estimulador del X¥., (Nat), O mM (0); 30 mi (e). -
C) Representacidn en forma de doble reciproca de los valores de velo-
cidad obtenidos para el efecto estimulador del K*, en ausencia de Na*
D) Doble reciproca,de los valores de velocidad obtenidos para el efec
to activador del X', Sin+Na+ {o){concentraciones de K¥ superiores a~
1 mMY; en presencia de Na® 30 mM {e)
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teraciones cooperativas fuertemente positivas (133}. &n la fig 30 estan gra-
ficados los valores de las inversas de las velocidades obtenidas para el efec
to del K* sobre la fosfatasa en ausencia y en presencia de Na+ a2 las concen —
traciones de X* estudiadas. En ausencia de Na© se obtiene 1a curva céncava —
hacia arriba {ya apreciada en 3C) con un valor de Vmix de 1.692/umo1es/min/mg
proteina. En presencia de Ha® 30 mM se observan 2 zonas de activacién para —
el K+, para la primera zona el valor VYmax es de 0.4315/umo1es/min/mg proteina
y el valor de Km calculado es de 0.65 mM, este valor corresponde al reportado
en la Titeratura (134) para el sitio de alta afinidad para el k* Tocalizado —
en 1a parte de la enzima que se encuentra orientada hacia el exterior de la —
célula. Para la segunda zona activadera la Vmax es de 1 67}Lm1es/m1n/mg pro-—
teina, el valor de \K | , para esta zona de activacidn por el k¥ se obtuvo a
partir de la fig. 38; en 1a fig 38 los datos de velocidad se grafican de — —
acuerdo a la ecuacidén de Hi1ll vy los resultados obtenidos son: a) En la acti-—
vacion de la fosfatasa por el K' en ausencia de Ma® existen interacciones de
tipo cooperativas fuertemente positivas como indica el valor del coeficiente

de Hill, ny = 1.78; 1a 1K+!0_5 para este efecto activador es de 4.9 mM, cal
culada a partir de ia grafica de Hill para valor 0 en ordenadas. b) Para el
efecto del K' sobre 1a fosfatasa en presencia de Na* 30 mM, nuevamente se - =
aprecia la presencia de Tos dos componentes para este efecto del K+, como ya
se habia observado en la fig 3D, las caracteristicas de estos dos componentes
son: el sitio de mayor afinidad K (x+)= 0.65 Mm, muestra efectos cooperati --
vos negativos pues el coeficiente de Hill calculado es menor de 1, n, = 0.63;
el segundo componente de wmenor afinidad :1a U(Pb,5 es 12.6 md y el ny es - -

igual 2.22 que indica interacciones fuertemente positivas entre estos sitios
+
para el K.

A partir de los resultados obtenidos para el efecto de k* en ausencia y en —
presencia de Nat se pudieron elegir las condiciones para estudiar el efecto

activador del ATP a concentraciones xM en presencia de Na“. Se escogid una
concentracidn de K* baja (0.5 mM), como se observa en la fig 3A, a esta con-
centracidn el K¥ tiene poco efecto estimulador sobre la velocidad de hidrdli

sis de pNFP y de esta forma se pudieran observar los efecios del ATP y del —

Na®.
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TII. Relacidén de Hidrblisis pNEP/ATP.

Uno de varios mecanismos que han sido propuestos para el esquema reaccional de
1a ATPES&T(Na+, K+), es el planteado por Post y Albers (109, 137),

Ey + ATP(@M) + 30a™,, Mg Feetil € 3Na-ATP4-—__..£-.§-_.7)—-EINP- ADP - 3Na

\ .
/IZK+1 1 \:ADP ~Mg
(8) ElrvP-BNae
| tig? \(x‘n
ATP (mi4) P Ma’,
\ / \/ w
Ep- 2K+ ATP < E, » 2K E,-Pr 2&4—.<-:-:2 -p

(7)

este esquema como el propuesto por Robinson (68), Glynn y Karlish {57) y otros
(50, 101, 117) propone la existencia de dos sitios con diferente afinidad para
el AP, el de alta afinidad caracteristico de la forma enzimatica E es el ca
talitico (etapa 1), mientras que al de baja afinidad que se identifica con 1la
conformacion E; en la etapa (7) hasta el momento se le atribuye un papel regu-
lador, Una de las pruebas a favor de la posible existencia de dos sitios para
el ATP en la ATPasa-(Na+, K+), es el efecto activador que tiene el ATP a con -
centraciones FM sobre la actividad de fosfatasa que posee la enzima, se ignora
51 este efecto activador se realiza solo por la unidn del ATP a la enzima o si
es necesaria la hidrdlisis de éste para que se consiga el efecto, por 1o tanto
la segunda fase de este trabajo se orientd a investigar los siguientes puntos:
1) :5e requiere de hidrdlisis del ATP en el sitic de alta afinidad para que se
active 1a velocidad de hidrdlisis de pNFP dependiente de x¥7, 2) iHidrolizan -

los dos sitios simult@neamente el sustrato?, en el caso de que asi fuera, 3) -
¢Cuadl es Ta relacidn de hidrdlisis de un sitio con respecto al otro?; para es-
to como se describid en material y métodos se midid simultaneamente la hidrdli
sis de pNFP (que ocupa el sitio de baja afinidad para el ATP} y de ATP ZO;LM

que activa la fosfatasa de k¥ y que satura el sitio de alta afinidad, en pre -
cencia de Na™ 20 mM (no saturante) y 100 mM (saturante), asi mismo se estud1o
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el efecto de la concentracidn del pNFP sobre la relacidn de hidrdlisis PNFP/ATP,
para intentar de esta forma comprender si el sitio de baja afinidad para el ATP
ocupado por pNFP, influye sobre el sitio de alta afinidad ocupado por el ATP. —
segiin el esquema anterior se esperaria que si solo existiera un sitio para el —
ATP, éste To ocuparia e impediria Ta hidrdlisis de pNFP y viceversa, por 1o tan
to se esperaria que no hubiera hidrdlisis de pNFP, lo que no explicaria el efec
to activador del ATP sobre la fosfatasa de K+, pero si se tratara de dos sitios
diferentes la relacidn esperada pNFP/ATP seria de 1 si estdn en relacidn 1:1 en
ja enzima, es decir durante el ciclo de reaccidn por cada ATP hidrolizado en el
sitio de alta afinidad se hidrolizaria una molécula de pNFP en el de baja afini
dad. Los resultados obtenjdos se describen a continuacidn.

Cuando se empled un analogo del ATP no hidrolizable {AMP-PNP} para investigar —
si se requiere ATP para que se active la hidrdlisis del pNFP dependiente de '
no se observd incremento en la velocidad de hidrdlisis de pNFP, 1o cual dindica
que se necesita que la enzima se fosforile por el ATP para que se pueda 1levar
a cabo la activacidn. '

En la fig. 4 se grafica la relacién de hidrdlisis pNFP/ATP en funciGn de Ja con
centracidén de pNFP con Na® 20 y 100 mM. Se observa que cuando el Na* estd pre—
sente a una concentracidn de 20 Mm la relarcidon de pNFP/ATP alcanza un valor ma—
ximo constante de 4.7 a concentraciones de pNFP de 6 y 10 mM. Cuando el estu —
dio se hace en presencia de Nat 100 mM, la relacidn de hidrdlisis pNFP/ATP es —
menor y alcanza un valor maximo constante de 2 a partir de concentraciones de —
pNFP de 5 mM. En esta grafica podemos apreciar que el Na¥ de alguna forma esta
modulando la relacidn de hidrdlisis de pNFP/ATP y que esta relacidn alcanza un
valor méximo cuando el sitio para el pNFP estd ocupado del 70 al 80% ya que 1la
Ko.s para el pNFP en fosfatasa de K tiene un valor de 2.7 mM.

A partir de estos resultados obtenidos se decidié hacer una titulacidn de Tos —
efectos del Na* sobre 1a relacion de hidrdlisis pNFP/ATP durante 1a activacion
"por ATP de la actividad de fosfatasa de k*.

En 1as figs 5A y 6A se grafica velocidad de hidrdlisis de pNFP a concentraciones
bajas de kKt (0.5 mil), en funcidn de 1a concentracidn de Na+, se observa que —
el Na* en ausencia de ATP a concentraciones mencres de 40 mM, estimula 1a hidrd
1isis de pNFP, a concentraciones mayores de 40 mM el Na* disminuye la velocidad
de hidrdlisis y 1lega a un valor constante a concentraciones mayores a 80 mM.
La curva gue se obtiene para la parte activadora del Na* no es Michae—
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A),Efecto del Na* sobre la hidr&ligis de: pNFP sin ATP {o), mis -
P-ATP 20 M (@}, Hidrdlisis de 2P-ATP (A).

B) Relacidn de hidrdlisis pNFP/ATP en funcidn de 1a cencentracidn
de Na*. Esta grafica se obtuvo a partir de los valores repre-
sentados en la Fig 5 A.
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Fig 6. A) Efecto del Na® sobre la hidrélisis de pNFP, sin ATP (o ), mids ATP
g

20 uM (o).
B) Representdacion.de Hill de los valores de velocidad de hidrdlisis

de pNFP en funcidn de 1a concentracidn de Nat en presencia de ATP de
20 uM (@), en ausencia de ATP (0 }. Los valores de Vméax utilizados
para esta gréafica se obtuvieron graficando 1/v vs 1/|Nat| en C.

C) Doble reciproca de los valores de velocidad obtenidos experimen -

talmente para la hidrdlisis de pNFP activada por ATP M en funcidn -

de la concentracidn de Nat.
D) Grafica de Dixon de los valores de velocidad de hidrdlisis de - -

pNFP en presencia de ATP 20 uM {efecto inhibidor) en funcidn de la
concentracidn de Nat,
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liana (5A y 6A) 1o que indica probablemente que durante esta activacidn existan
efectos de tipo cooperativo entre Tos sitios del Na'. En las figs 5A y BA tam—
bién se encuentra graficada la curva de activacion de hidrolisis de pHFP por el
Na® en presencia de ATP 20M y se observa que por efectos del ATP la velocidad
de hidrdiisis de pNFP se incrementa de 2 a 3 veces en comparacion con la veloci
dad que se obtiene cuando no estd presente el ATP. La velocidad maxima de hi —
drdlisis se alcanza con concentraciones de Na® de 15 a 20 mM y al aumentar la —
concentracién de Na® 1a hidrélisis de pHFP disminuye hasta alcanzar un valor —
constante a concentraciones del efector de 100 y 120 mM.

Los vajores de velocidad de hidrdlisis se graficaron en forma de doble recipro-
ca para calcular la Ymax para los efectos del Na* sobre la fosfatasa dependien—
te de K¥. En ausencia de ATP se obtuvo una curva céncava hacia arriba ¥ se — —
apreciaron dos fases (fig. no presentada), de esta grafica se calculd la Vmax —
para la zona de activacidn por el Na® de menor afinidad y fue de 673.3 nmoles —
de pNFP/min/mg de proteina, para la zona de mayor afinidad de Ymdx observada ex
perimentalmente fue de 43.39 nmoles pNFP/min/mg de proteina. Los datos de velo
cidad se sustituyeron en l1a ecuacidn de Hill y se representarcn en la fig 6B, —
en esta figura se aprecian claramente dos componentes (circulos abijertos), la —
:Nal,L5 para el componente de menor afinidad es de 29.5 mM y se calculd de la —
fig 68, el n, tiene un valor de 1.68 indicando efectos cooperativos positivos.
La |Nalo.5 para el componente de mayor afinidad también se calculd grafican—
do los datos en la representacion de Hi1l (fig no presentada) el valer obtenido
fue de 1.6mMyelnyde 2.29 sefialando la existencia de interacciones cooperati-
vas positivas entre los sitios del Na+, estos datos confirman lTos efectos obser
vados en las figs. BA y 6A en la zona de activacidn por el Na*. En 1a fig 6C
se representaron ios valores de 1a inversa de la velocidad de hidrdlisis de — —
pHFP para l1a zona de activacidn por el Na+ en presencia de ATP, la curva cdnca-
va hacia arriba indica que en la activacidn de la reaccidn de la fosfatasa por
el Na+ en presencia de ATP hay interacciones cooperativas fuertemente positivas,
la Vmax se calculd graficando 1/v vs 1/INa" |2 y el valor obtenido fue de 1.137
pmoles/min/mg de proteina, la 1Na+|0'5 se calculd de la fig 6 B {representacion
de Hill) y fue de 3.8 mM, el ny calculado en esta figura fue de 2.35 lo que co-
rrobora lo observado en la grafica de dobles reciprocas, fig 6 C.

En Na' a concentraciones superiores a 20 mM y en presencia de ATP disminuye 1la
velocidad de 1a reaccidn de fosfatasa de k¥ y en representacion de Dixon de 1a
fig 6D se puede calcular una K;,, de 96 mM.

La hidrolisis de ATP que se midid simultdneamente durante la activacidn de la _



fosfatasa de K+, también se activa por el Na+ Fig BA, la Kmép calculada para el
Na* por doble reciproca es de 6 wmM, parece ser que durante esta activacion hay
dos componentes uno de alta y otro de menor afinidad, la velocidad mdxima de —
hidrdlisis de ATP se alcanza con una concentracién de Na* de 60 mM y esta velo

: . .= +
cidad permanece constante al incrementar la concentracidn de Na .

La relacion de hidrdlisis de pNFP/ATP en la fosfatasa de K" se ve afectada por
el Na¥ de 1a siguiente forma: cuando la concentracion de Net es menor a 20 mM
1a relacidn tiene un valor méximo de 4 a 4.5 0 sea que la hidrdlisis de una mo
1écuia de ATP en el sitio de alta afinidad activa la hidrdlisis de aproximada—
mente 4 moléculas de pNFP posiblemente en el sitio de baja afinidad como se in
dicd anteriormente; el Na' uniéndose a un sitio con Kaap 3.8 mM y en presencia
de ATP 20 uM activa fuertemente la hidrdlisis de pNFP mientras que la hidroli-
sis de ATP tiene lugar de una forma mas lenta y solo alcanza su maximo a con —
centraciones de Na+ a partir de 60 mM; a concentraciones de Nat mayores de 20
mM empieza a haber una disminucidn de l1a activacidn nor ATP de la velocidad de
hidrdlisis de pNFP, hasta 1legar a un valor constante a concentraciones de Nat
de 100 a 120 mM, debido a estos efectos della’ sobre la hidrélisis tanto de —-
pNFP como del ATP al aumentar la concentracion del Na' Ja relacidn de hidréli—
sis pNFP/ATP va disminuyendo hasta 1iegar a un valor cercanoc a 2 a concentra —
ciones de Na' de 60 a 120 mM fig. 5B.

Actividad de fosfatasa de Na'. Efecto del ATP 20 pM.

Como ya se menciond anteriormente la ATPasa—(Na+, K*) tambien tiene una activi
dad de fosfatasa en ausencia de K que es dependiente de Na* (fosfatasa de Na')
(82), pero se ignora que efectos tiene e1 ATP a concentraciones HM sobre esta
actividad de fosfatasa de Na', Este estudio se hizo con la finalidad de obte—
ner resultados que puedan ayudar a esclarecer el mecanismo que sigue la fosfa—
tasa de K durante la activacién por ATP en presencia de Na® a diferentes con—
centraciones.

Los resultados obtenides en Tos estudios hechos sobre la actividad de fosfata-
sa de Na' se presentan en las Figs 7-10; en la Fig 7A se grafican las velocida
~des de hidrdlisis de pNFP en presencia y en ausencia de ATP 20 pM en funcidn -
de 1a concentracidn de Na+. en ausencia de ATP la hidrdlisis del pNFP no es -
estrictamente hiperbdlica ya que a bajas concentraciones de Na+, menores de —
10 mM, se observa una curvatura inicial que estudiada con mds detalle (Fig 7B)
se nota una activacidn que se satura alrededor de 5 mM de Na'. Este sitio de
alta afinidad ya ha sido descrito en la actividad de ATPasa—Na® {135-136).
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A) Velocidad de hidrdlisis del pNFF en funcidn de
ta concentracioén del ATP a baja concentracidn de Na¥ (4 mM).
B} Doble reciproca de los valores de velocidad representados en A.
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B} Grafica tipo Dixon de los datos en A para calcular Ki del ATP.
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A1 estudiar el efecto del ATP 20 pM en el sitio de alta afinidad, se observa —
una activacidn de la pNFPasa a bajas concentraciones de Nat (Figs 7A y 78) has
ta 5 mM, la actividad de fosfatasa activada por ATP disminuye la velocidad al
aumentar la concentracidn de Nat después de 5 mM hasta ser menor que la veloci
dad de l1a fosfatasa en ausencia de ATP. A concentraciones superiores a 15 mM
de Na* el ATP se comporta netamente como inhibidor., De Ta Fig 7C se calculan

1a Ka(Na™) para el primer y segundo sitio ocupados por el Na© en ausencia de —
ATP y se observa que es de 1.5 y 20 mM respectivamente, estos sitios ya han s1
do reportados anteriormente en la ATPasa de Na* {135, 136, 137}). Aunque difi-
cil de calcular en presencia de ATP se observa que la Km(Na+) para el primer —
comportamiento es aproximadamente 1.5 wM para el Nat al parecer es el mismo si

tio de alta afinidad que funciona en la activacion de 1a fosfatasa de Na© en —
ausencia de ATP (Fig 7C}).

E1 ATP activa a la fosfatasa de Na' a bajas concentraciones de Nat (4 mh) actuan
do en un sitio cuya Km(Na+) es de 1.9|1M {Fig 8B) ¥ & concentraciones altas ---
de Na* 100 m4, el ATP actiia como inhibidor ¥y la KI obtenida a partir de ia Fig

98 es de 0.5 AM, por la afinidad parece ser el mismo sitio para el ATP, el si-
tio de alta afinidad.

E1 pNFP en presencia de Na* 4 mM se hidroliza en un sitio con una Xm del 1.1 n#
Fig 10B el valor obtenido es el mismo en presencia y en ausencia de ATP 10 pM,

En general las velocidades de hidr8lisis de pNFP dependientes de Na' son infe-
riores a las obtenidas en presencia de K* bajo, pues en presencia de ATP repre
sentan solo el 7% y en su ausencia el 15% comparado con las velocidades obteni
das en.condiciones de fosfatasa de K en presencia de ATP ZOfLM ¥ Nat variable.
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Iv. Activacidn de Ta Fosfatasa de K' por ATP (pM) v Na 20 mH.

Ya hemos mostrado que el ATP a concenti:aciones M y en presencia de Na™ mM tie
ne un efecto estimulador scbre la actividad de fosfatasa dependiente de K+, a

concentraciones bajas de K* menores de 1 m4 (Figs 5 y 6) y {79, 83). La terce-
ra etapa del presente trabajo consistid en estudiar las caracteristicas de este
efecto activador del ATP en su sitic de alta afinidad sobre la velocidad de hi-
drdlisis de pNFP que hasta el momento se sabe se 1leva a cabo en el sitio de ba
ja afinidad para el ATP {68).

En 1a Fig 11A donde se grafica la velocidad relativa de hidrdlisis del pNFP en
funcién de la concentracidn de ATP se observa que a concentraciones menores de
20 WM el ATP activa la hidrdlisis del pNFP, las curvas de saturacidn presentan
dos componentes, 1o que posiblemente indica la existencia de efectos cooperati-
vos y ademds se observa que el aumentar la concentracidn de pNFP las curvas se
desplazan hacia la derecha, es decir se requiere de mayor concentracidn de ATP
para llevar a cabo el efecto activador.

Al graficar los valores de veolcidad de hidrélisis de pNFP obtenidos experimen—
taimente en funcion de la concentracién de ATP en la representacion de Hill Fig
11B, se observa que a las cuatro concentraciones de pHFP empleadas 1, 4, 6 y 10
mM, se obtienen dos pendientes, a concentraciones de ATP menores de 0.6 PM el —
valor de la primera pendiente es cercano a 3, 1o cual explica los dos componen—
tes obtenidos en 1a fig. 11A, al aumentar la concentracidn de ATP el valor de —
Ta pendiente es cercano a 1 (tabla I). Estos resultados parecen indicar la — —
éxistencia de dos sitios de alta afinidad para el ATP, uno (sitio 1) con efec —
tos cooperativos muy positivos y el otro (sitio 2) el cual no presenta efectos

cooperativos. En la tabla I se muestran los valores de las constantes cinéta
cas para ambos sitios, obtenidas a partir de los datos de 1a Fig 118 ¥ se apre
cia que al aumentar la concentracidén de pNFP en el medio de reaccidn disminuye

Tigeramente 1a afinidad del ATP por el sitio 1, Fig 12, el n, obtenido para es—
te sitio es cercano a 3. La disminucidn de la afinidad del ATP por el sitio 2 -
por efectos de la concentracion del pNFP es més marcada y el n, es cercano a 1,
en este experimento se observa que la afinidad por el ATP del sitio de alta afi
nidad se modifica por la presencia del pNFP en el sitio de baja afinidad y como
ademas el ATP activa la hidrdlisis del pNFP, parece probable que ambos sitios
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Efecto activador del ATP sobre la actividad de fosfatasa dependien
te de KT en presencia de Na* 20 mM. Las medidas de velocidad se 7
hicieron en las condiciones sefialadas en material y métodos.

pNFP 1 (X), 4 (A), 6 {o} y 10 w1 (3); y las concentraciones de -
ATP indicadas. A) Curva de Saturacidon. B) Grafica de Hill de los
valores de velocidad obtenidos experimentalmente, Los valores Vmax
se obtuvieron de las graficas de doble reciproca.
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CONSTANTES CINETICAS DE LOS SITIOS DE
ALTA AFINIDAD PARA EL ATP

pNFF  {mt) 1 2
Ao.s Ny Ag.s

1 0.2p M 3.7 0.3 p

4 D.SPM 2.9 1.1}1!-‘.

6 0.8 jAM 2.6 2.3 pm

10 U.BHM 3.2 4.0P.M

1.03
1.1
1.05
1.0

Los valores de A, . y n, se obtuvieron a partir de la Fig 11-B.
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Fig 12. Variacidn de Ya [Ajy.s del efecto activador del ATP en funcidn de la
concentracidon de pNFP. Los datos se obtuvieron a partir de la figu-
ra 11-B. Sitio 1 {X), Sitio 2 (o).
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el de alta afinidad ocupado por ATP y el de baja afinidad ocupado por pNFP estén
relacionados ya que se modifican mutuamente,

En la Fig 12 se grafican los valores de [Alg, spara el efecto activador del ATP-
obtenidos con las concentraciones de pNFP indicadas, al extrapolar el valor - -
[n30.5para el ATP a concentracidn de pNFP = O, &ste coincide con el valor de --
Ky.sobtenido experimentalmente para la hidrélisis de ATP en las mismas condicio
nes de reaccidn en ausencia de pNFP, este valor es de 0.1}uM corresponde con el
valor reportade para el sitio de alta afinidad (67).

Como la relacidn de hidrdlisis pNFP/ATP es dependiente de la concentracidn de -
Na® presente, se decidid estudiar las caracteristicas del efecto activador dei
ATP}AW en presencia de una concentracidén de Ma® saturante del sitio del Na' en
la ATPasaj(Na+, K+), la concentracion de Na© fue de 100 mM, la velocidad de hi-
drolisis de pNFP se midid a una sola concentracidon de este pseudosustrato la --
cual fue de 6 mM, en Ta Fig 13, se grafican los valores de velocidad relativa -
en funcidn de la concentracion de ATP y se observa que el ATP activa la hidrd1i
sis del pNFP a concentraciones menores a GO;LM, el comportamiento de esta curva
es no Michaeliana 1o cual indica que durante 1a activacidn de la fosfatasa por
el ATP hay interacciones de tipo cooperativo.

Al representar los valores de v y Vmax de hidrdlisis de pNFP obtenidos en fun -
cidn de la concentracidn de ATP, en Ta grafica de Hill (Fig 13B)} se obtienen 2
pendientes como en el caso que se trabajd a una concentracion de Nat de 20 mM,

el primer sitio (sitio 1) tiene un valor de n, = 2.7 semejante al valor obteni-
do para la activacion de la fosfatasa por el ATP pM en presencia de Na® 20 mM -
lo que sefiala probablemtne 1a existencia de una familia de sitios con interac -
ciones cooperativas fuertemente positivas, la otra pendiente resultado del efec
to del ATP a concentraciones superiores a 1 a#M tiene un valor cercano a 1 n, =

1.08 {sitioc 2}, estos resultados pueden indicar la existencia de 2 sitios de al
ta afinidad para el ATP, el sitio 1 de mayor afinidad [ﬁJO'5= 1.6/um tiene efec
tos cooperativos fuertemente positivos ny = 3 y el sitio 2 de menor afinidad --
[AJG_sz 3.6}LM con ausencia de efectos cooperativos ny = 1.08, Analizando los
vaiores de [Al; ,obtenidos con las dos concentraciones de Na* 20 y 100 mM obser

vamos que el Na' a concentraciones 100mM disminuye ligeramente la finidad del ATP parael
efecto activador sobre la pNFPasa.

Los resultados obtenidos para la activacidn de la fosfatasa de Kt por ATP , M
py
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Efecto activador del ATP sobre la actividad de fosfatasa dependien;
te de K* en presencia de Na't 100 mM. Las medidas de velocidad se -
hicieron en las condiciones descritas en material y métodos.

pNFF = 6 @M y las concentraciones de ATP indicadas. A) Curva de sa-
turacién. B) Gréafica de Hill,
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Na+ mM, dindican la presencia de dos sitios para el ATP con §1ta afinidad, uno -~
con efectos cooperativos positivos y otro con ausencia de cooperatividad, los
efectos cooperativos para el ATP sGlo se pueden visualizar cuando se utiliza—
un pseudosustrato como el pNFP, otro punto que hace pensar sobre la existencia
de estos dos sitios es el efecto de disminucidn de la afinidad del ATP por Jos
sitjos 1 y 2 de alta afinidad que ejercen concentraciones crecientes del pNFP.

Efecto. inhibidor. del.ATP.en. presencia de Nat sobre.la actividad de fosfatasa de

K™,

A concentracion de ATP mayor de 20 M disminuye la activacion de la fosfatasa —
Fig 14A y a concentraciones de ATP mayores a 1 mwM hay inhibicidon real de 1a ac—
tividad en ausencia de ATP de la fosfatasa, la I(I para el ATP se wmodifica por —
efecto de la concentracion del pNFP aumenta el valor de KI para el ATP Fig 148,
es decir disminuye 1a afinidad, en esta figqura se grafican los valores de I(I —_
obtenidos a las concentraciones indicadas de pNFP, cuando se extrapola para una
concentracidn de pHFP = 0 1a Ki para el ATP es de 1 mM, Fig 14B, este valor co
rresponde con el valor de Ky, 5 reportado para el sitio de baja afinidad para el
ATP en la ATPasa—{Na', K') (68), posiblemente esta inhibicidn sea de tipo compe
titivo.

Efecto de.la Oligomicina sobre las actividades de fosfatasa de T1a ATPasa—(Na+,
+
K'Y,

Se sabe que la oligomicina actlia bloqueando 1a transicidn de Ey~sP#+E; —P en el
ciclo de reaccidn de 1a ATPasa—(Na', K¥) (67, 97). Los resuitados de los estu—

dios que se hicieron del efecto de este inhibidor sobre las reacciones de fosfa

tasa de la ATPasa~(Na+, K*) se encuentran resumidos an la tabla 1II, en la cual-

vemos que 1z oligomicina a una concentracidn de 25/xg/m1 actud de la siguiente-

forma: ihibid la actividad de fosfatasa de K en un 21.7%, en la actividad de —
fosfatasa de Na' en presencia de K* {0.5 mM} el efecto que tuvo fue estimulato—

rioc de 80.4% en presencia de Nat 20 mM y de 27.4% con Nat 100 mM, la activaciodn

de esta reaccidn por adicidn de ATP al wedio se inhibid un 41.,5% y 40.6% con Na*
20 y 100 mM respectivamente, a 1a reaccidn de fosfatasa de Na+ 1a estimuld un

26.15% y a la activacidn de esta reaccidn por ATP la inhibid en un 31.6%.
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Efecto inhibidor del ATP sobre 1a actividad de fosfatasa dependiente de
K*, pNFP 1 (@), 4 (o), 7 (Xiy 10mM (A}, ¥y las concentracicnes de
ATP indicadas.

B) Efecto de la concentracidn de pNFP sobre la K; para el ATP. Los
datos de K; se obtuvieron de 1a representacion de Dixon de los valo
res de velocidad de hidr6iisis de pNFP obtenidos experimentalmente”



TABLA 11

EFECTOS DE LA OLIGOMICINA SOBRE LAS ACTIVIDADES
DE FOSFATASA DE LA ATPasa-(Na', K')*

FOSFATASA ESTIMULADA ACTIVIDAD {nmoles pNF/min/mg prot) Efecto*#**

BOR: . ;Oligo ~  Olgo = Alz)
K*(20) 2596.9 2034.4 21.67

K" (0.5)+Na" (20) 190,12 342,99 80.41
K*(0.5)+Na" (20)+ATP(20) 964.29 564,07 41.5

k*(0.5)+Na* (100} 203.85 259.85 27.39
K'{0.5)+Na"(100)+ATP(20)  250.87 148.96 40.6

Nat(20) 128.96 162.63 26.15
Nat(20)+ATP+({20) 150.33 102,89 31.55

*Las condiciones de reaccidn se detallan en métodos.

**_as concentraciones sefialadas entre paréntesis son mW para nat y K Yy para
ATP}LM.

***%] = Inhibicidén. A = Activacian.
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D.I.5.C.U.5.I1.0.N

La forma enzimatica involucrada en la reaccidon de fosfatasa dependiente de Kt —
que muestra la ATPasa;(Na+, k*) es 1a E, (135), el k* uniendose a sitios en 1a
enzima localizados aparentemente en la porcidn citoplasmatica estimula dicha ac
tividad {136). La secuencia de reaccidn para esta actividad se representa en —
el esquema 1.

Esquema 1

E
pNF.” .
“31 P K*
- N . - 3
E, . K PR,z P el By + Pi

{2) (3)

Robinson {137} ha reportado que hay incorporacidon de 32P proveniente de 32P'—pNFP
estimulada por Kkt en una preparacién de ATPasa(Na+, K+) de cerebro de rata, por
esta razdn posiblemente en el transcurso de la reaccidn de hidrdlisis de pNFP ha
ya la formacidon de un intermediario fosforilado que difiere de l1a forma enzimiti
ca fosforilada por ATP y dependiente de Na® en su sensibilidad a hidroxilamina y
a cambios de pH {137).

En el presente trabajo se encontrd que el k¥ activa 1a hidrdlisis de pNFP unién
dose a un sitio con una [K+]0_5= 4.9 mM posiblemente se trate de un sitio para
el k¥ localizado en el interior de 1a célula ya que la afinidad es cercana a la
reportada en la literatura para este sitio del k¥ Cintracelular) (¥y, 510 mM) (63).
Esta actividad de fosfatasa dependiente de k* fue inhibida por oligomicina en --
un 22%,

Cuando se estudian los efectos de K' en presencia de Na® 30 mM 1a hidrdlisis de
pNFP dependiente de K" sigue un comportamiento cinético diferente; a concentra—
ciones bajas de Kt {menor a 1 mM) hay una estimulacidn dependiente de Na+, esta
activacion ya observada por Robinson (79) y Nagai y cols. (75} posiblemente re
presente la disponibilidad de una via enzimdtica alterna la cual requiere Nat Y
k* para realizar la hidrdlisis de pNFP, ya que el Na' solo es un activador muy
débil (79) y ademds esta reaccion de fosfatasa dependiente de Na* y K* se carac
teriza porque debido a los efectos del Na® hay una mayor afinidad por el k¥ oo
Ko.s= 0.65 mM. Ya anteriormente se ha propuesto que en la activacidn de la fos
fatasa por na* a k" bajo estd involucrada una fosforilacidn de la enzima por —
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pNFP dependiente de na* para fd;mar £,-P (esquema 2 etapa 1) y en presencia de Mgz+
hay una isomerizacidn a E;—P con sitios para el k" con afinidad elevada y orientados
extracelularmente, analogos a los presentados en la secuenc1a de reaccidn de la ~—
ATPasa—{Na*, k™) (80, 138).

Esquema 2
gy - Na® hﬂii, Al
(1)
() Lo P | Ha0 .l (2.5
, ;. _ ,.- \\\\ d////
._EzKr. " o

X= Paso que bloquea la oligomicina en ATPasa—(Na", k*).

En ausencia de Na', la forma enzimatica E, se fosforila por pNFP probablemente en e}
sitio de baja afinidad para el ATP y pasa Jentamente a E;Np(B). La forma E,-P se —

hidroliza activada por el ' presente a baja velocidad porque la concentracidn de '
es baja.

La reaccion de fosfatasa activada por Ma® a concentraciones bajas de K+, es estimula
da por oligomicina (tabla 11}, a diferencia de la reaccidn de ATPasa—(Na+, k¥ 1a —
cual se inhibe por oligomicina que actia bloqueando el paso de transicidn de la for—
ma E;~P «—7E, — P {etapa 2 del esquema 2), 1o que indica que cuando no se 1leva a
cabo el paso E-P{B) a E,—P(B)} en 1a reaccitn de 1a fosfatasa la hidrdlisis de pNFP
es mas rapida (etapa 1 y 1' en el esquema 2), este efecto de la oligomicina senala —
también que la via de hidr6lisis del pNFP dependiente de Na® y k' es diferente a 1a
ruta que sigue la fosfatasa dependiente de K*, en este caso la oligomicina es inhibi
dora y que el intermediario fosforilado es diferente al que se forma en el curso de
1a reaccion de ATPasa—(Na+, K+) puesto que no hubo inhibicidén de l1a reaccion.

E1 Na' inhibe 1a actividad de fosfatasa dependiente de k¥ a1l existir en el medio de
reaccién concentraciones de K mayores de 2 mi; y este efecto desaparece a concentra
ciones de K de 63 a 150 mM. €En el efecto de inhibicidn por el Na* hay un cambio en
la afinidad de 1a enzima por el gt y la disminucidn en la velocidad

*La forma fosforilada de 1a enzima se designdé como E, -.P(B) para indicar que la fosfo
rilacién es e wn sitio d&2 baja afinidad diferente al de fosforilacidn por ATP,
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de hidrdlisis de pNFP pbservada por efecto del Na+, puede ser el resultado de la
suma de dos vias hidroliticas una dependiente de Na® y otra de gt {esquema 2, —
etapas 1, 2 y 2' para Na' y 3 y 4 para 1) Rebinson (139,140) Presenta un modelo de reac —
cidn para la fosfatasa (esquama 3) en el cual puede existir cometencia entre el Na® y el K por la
forma £; de la enzima, la actividad total de fosfatasa seria el resultado de la
hidrdlisis de pNFP por la via de Na® + K* y la de K.

Esquema 3

+5 Na© Kt
ErMa === E; S-Na =2 E;2P.Na =2 £, P.Na T2 E; P T EP.K

+
+Ha
' 2
==&
A
+K+
K e=—=E,ks=—=E,5.Kk= =E,S
& A A e S el

#odelo para la secuencia de reaccidon de la actividad de fosfatasa dependiente de
tha* + K¥). S = Sustrato (140).

En los estudios que se hicieron en este trabajo, con fosfatasa de Na+, se encon
trd que 12 hidrdlisis de pNFP por esta via es muy lenta, 1o que provoca la dismi
nucion de la velocidad de hidrdlisis de pNFP tetal observada. A concentraciones
de K* de 63 a 150 mh, en el Na® no tiene efecto sobre la actividad de fosfatasa
debido a que a esas concentraciones de k" 1a enzima estard en 1a forma EsK, ¥ 1a
via de hidrdlisis serd la de K.

RELACION DE HIDRQL ISIS pNFP/ATP,

Los resultados de los experimentos mostrados en el amrtado ITIT sobre la activa.
cidn de la fosfatasa=K' por ATP a concentraciones/nﬁ hY Na® a concentraciones 1M,
sefialan hallazgos importantes, come es el estado de la relacidon de hidrdlisis de
los sustratos durante dicha activaciGn la cual hasta el momento se desconocia; -
asi mismo se ignoraba si ambos sustratos el de Ta ATPasa y el de la fosfatasa se
hidrolizan simultaneamente. En el presente trabajo, se encontrd que tanto el =
ATP en el sitio de alta afinidad como el pNFP actuande en el sitio de baja afini
dad para el ATP se hidrolizan duranie la activacidn por ATP y Ma* de 1a reaccidn

de fosfatasa dependiente de K¥ y 1a relacidn de hidrdlisis de pNFP/ATP es depenz
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diente de 1a concentracion de Na' en el medio de reaccion.

Se conoce que la estimulacion de la actividad de fosfatasa dependiente de K+ por
Na* a concentraciones bajas de k¥ (0.5 mM} es mas marcada en la presencia de ATP
0o de otreos agentes fosforilantes como son CTP y AcP(B0) actuando en el sitio de
mayor afinidad para el ATP y que en esta estimulacidn hay disminucion en la KO 5
para el K {80), en este trabajo se demostrd que es necesaria la fosforilacidn de
la enzima para que se lleve a cabo la estimulacidn, ya que cuando se empled en —
lugar del ATP el AMP—PNP no se produjo incremento en la velocidad de hidrdlisis
del pNFP como cuando se utiliza el ATP. Se propone un esquema de las etapas pro
bables que sigue l1a enzima para hidrolizar pNFP en presencia de ATP, Na* y Kt

Esquema 4
. (1) ADP-ltg P(A)
e Ma ATP (M /' 51 Na
1 2+
y Mg
1 pNFP \\\“ P(B)
(4) | t2)
b M92+
2pi H,0
_P(B)
E K e €y
(3) K* N

%X = Etapa que bloquea 1a oligomicina.

Robinson (80) ha indicado que durante la activacidn por ATP posiblemente se for—

me un intermediario doblemente fosforiiado E"P(A) E;'P(B}
l<p(B) ~P{A)
de conformacidon el sitio de alta afinidad se estarid transformando en sitio de ba

ja afinidad y viceversa segun 1o propuesto por Cantley{100}; comoc l1a activacidn
de la fosfatasa a K* bajo {menor a 1 mM) la realiza el Na* en ausencia de ATP ¥
esta activacion puede ser porque el Na© esté promoviendo la fosforilacidn de 1la
enzima por pNFP (80, 137}. Este compuesto doblemente fosforilado cambia de con-.
formacidn en presencia de Mg ™ (etapa 2) y por efectos del K¥ se 1leva a cabo
1a hidrdiisis de los dos grupos fosfato (etapa 3}, el ATP acelera la etapas
1 y 2 (esquema 4) por esta razon aumenta la velocidad de hidrdlisis del pNFP. Es
ta reaccidn a semejanza de la ATPasa- (Na , K*) se inhibe por Oligomicina (tab]a
11).

durante el cambio
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Durante la estimulacidn de la fosfatasa dependiente de g* por Nat y ATP Ta hidrg
1isis del pNFP en el sitio de baja afinidad para el ATP es superior a la hidrdli
sis del ATP en el sitio de alta afinidad, por lo cual resulta una relacidn de hi
drdlisis pNFP/ATP superior a2 1. E1 valor de esta relacion depende de 1a concen—
tracisn de Na' en el medio de reaccidn, cuando la concentracidn de Na¥ es menor
a 20 mM alcanza un valor maximo de 4.7 y a concentraciones de 100 mM alcanza un
valor minimo de 2. Estos cambios en la relacidn de hidrélisis se explican en —-
funcidn de la via de hidrdlisis de pNFP que predomina por efectos del Na+, cuando
la concentracidn de Na® es menor a 20 mM 1a via hidrolitica principal es la sefia
lada en el esquema 1 (ruta dependiente de x*), en 1a cual 1a hidrdlisis de pNFP
es rapida, mientras que la hidrdlisis de ATP procede lentamente debido a que el
sitio del Na© para la funcidn de ATPasa—Na® no ha alcanzado Ta saturacién, a me
dida que la concentracidn de Na* aumenta para la actividad de pNFPasa Ta ruta —-
que estd siguiendo la enzima predominantemente es la seflalada en el esquema 4 la
cual es dependiente de Nat y k¥ y acelerada por el ATP y la hidrdlisis de ATP ha
alcanzado el miximo, lo sefialado. anteriormente explica porqué varia la relacidn
de hidrdlisis pNFP/ATP.

La hidrdlisis de pNFP activada por ATP y Na® en presancia de concentraciones ba
jas de k¥ sigue principalmente Ta via hidrolitica sefialada en el esquema 4, La

contribucién por otras vias es minima ya que cuando se hizo el estudioc de la fos
fatasa dependiente de Na* con ¥ sin ATP se encontrd que la hidrélisis de pNFP —
por esta via es muy lenta comparada a la que se obtiene en presencia de al bajo

y ademas es inhibida por oligomicina respuesta semejante a la de Ta actividad de
ATPasa—(Na*, K').

Caracteristicas del efecto activador del ATP {uM) en la reaccidn de fosfatasa de
< + + !
pendiente de Na y K,

Al estudiar el efecto activador del ATP a concentraciones saturantes del sitio —
de alta afinidad sobre la hidrdlisis del pNFP en el sitio de baja afinidad se —
encuentra que para llevar a cabo esta activacion el ATP produce dos efectos que
en representacion de Hill aparecen como dos corponentes de elevada afinidad, estos dos —
componentes se visualizan solamente en la presencia de un pseudosustrato como el
pNFP y se requiere k¥ pues cuando se estudia Ta activacidn por ATP de 1a fosfata
sa dependiente de Na* aparece solamente un sitio de afinidad elevada para el ATP,
E1 componente de mayor afinidad que se denomind sitio 1 tiene efectos cooperatives
positivos, el cowponente 2 nusstra ausencia de cooperatividad, este comportamiento no
se modifica al cambiar la concentracion del pNFP solamente la afinidad por el --
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ATP en los dos componentes disminuye al aumentar la concentracién de pNFP. Los
dos componentes observados en la griafica de Hill de la fig. 11B no se pusden ex-
plicar ficilmente con argumentos cinéticos. Este tipo de patrones de activacidn
bifésicos se han visto en ATPasa activada por ca?t por Silva y Verjovski-Almei-
da (145), ‘en ATPasa activada por Sr2* con My 2% SmM por Guimaraes-Motta et. al -
(146), en pNFPasa activada por ca* y pNFPasa activada por sc2t por Holguin -—

{147), también han sido descritos como soluciones tedricas en sistemas con multi
sitios, con o sin comportamiento cooperativo (133). Si los dos componentes de -
la fig. 11B representan dos sitics o es un sitio que cuando no estd saturado pre
genta cooperatividad y al saturarse ya no muestra cooperatividad, es algo que re
quiere aclaracidn en el futuro.

Los valores de nyg obtenidos fueron de 2 y 1 para los efectos o componentes 1 y 2
respectivamente (tabla I), por primera vez se obtiene un valor de ny superior a

1 para el ATP, el coeficiente de Hill de 3 obtenido a concentraciones bajas del -
sustrato es dificil de explicar, puede implicar la existencia de sitios regulado-
res los cuales deben ser ocupados antes de gue el sustrato ocupe el sitio catali-
tico en la enzima (133), o bien puede ser que este ny elevado esté indicendo el -
nimero de sitios activados por el ATP al unirse al sitio de alta afinidad y esto
explicaria la relacidn de pNFP/ATP == 4,

Cuando se estudia la cinética de hidrdlisis del ATP a concentraciones menores a
20 uM y en ausencia de pNFP,aparece un solo sitio para e1 ATP con una A 0.5 de
0.1 uM; al parecer los sitios de alta afinidad gue se muestran en presencia de -
PNFP pertenecen a la misma familia de sitios, pues al extrapolar en la fig. 12 —-—
para una concentracidén de pNFP= 0, el valor de los dos gitios coinciden con el va
lor S5 5 obtenido experimentalmente en ausencia de pNEP.

El ATP a concentraciones mayores a 1 mM tiene un efecto inhibidor sobre la reac—-
cidén de fosfatasa dependiente de Kt en presencia de Na*, posiblemente compitiendo
por el mismo sitio del pNFP, ya que a mayor concentracién de pNFP se requiere de
mayor concentracién de ATP para inhibir la reaceién de fosfatasa y cuando se ex-
trapola el valor K; para el ATP a una concentracién de pNFP = 0 (fig- 14B) la Kj
del ATP es de lmM que corresponde al valor reportado para el sitio de baja afini
dad para el ATP (68}, la inhibicidn observada con ATP 10mM cuando la concentra--
cibn de pNFP es de 10mM se puede deber parcialmente a que en el medio de reaccidn
exista ATP libre y no en forma de ATP- Mg, Ya que la concentracidén de b@2+ fue -
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de 10nmM v el pNFP tammbién forma complejo con éste aunque con una afinidad menor

que la del ATP (Kp pNFP-Mg=5.2 nM), se conoce que el ATP libre inhibe la reac--

cién de ATPasa-(Na®,K¥) compitiendo con el complejo ATP-Mg con una Ky = 4.8mM
(67).

Para el efecto inhibidor del ATP sobre la reaccidn de fosfatasa dependiente de-

K¥ Robinson reporta una inhibicidn de tipo competitivo (68).

De esta manera utilizando el ATP a concentraciones saturantes del sitio de afi-
nidad elevada y el pseudosustrato pNFP a concentracicnes que ocupan el sitio -
de baja afinidad se pudo lograr estudiar las caracteristicas de los sitios ca-
taliticos para el ATP en la ATPasa-(Na*, K'), los resuitados sefialan la exis--
tenciz de mis de un sitio hidrolitico para el ATP los cuales no son indepen-—-

dientes ya que la ocupacién de un sitio medifica el comportamiento del otro.



CONCLUSIONES

Dentro del complejo mecanismo de reaccidn de la ATPasa—(Na+, K+) el ATP tiene
un pape} bifuncional el cual se ha explicado en la parte de introduccion de —
este trabajo; se ha propuesto la existencia de dos sitios con diferente afini
dad para el ATP, jos cuales muestran interacciones anticooperativas (57, 62,
100, 141-147). Si estos sitios existen en efecto separados {uno de alta y —-
uno de baja afinidad), o bien se trata de un s5lo sitio que se estd transfor-
mando (126, 127), es algo que afin no estd claro. Por tal motivo el objetivo
de este trabajo fue aportar datos que ayuden a aclarar esta duda y las conclu
siones son las siguientes:

1. Durante 1a activacidn por ATP ¥y Na® de 1a fosfatasa dependiente de k¥ se =
requiere hidrdlisis de ATP en el sitio de alta afinidad para activar la -
fosfatasa, lo que implica que en la via que sigue la reaccidn estd involu
crada la fosforilacidn de la enzima en el sitio de alta afinidad.

2. E1 conocimiento de la relacidn de hidrdlisis de pNFP/ATP es una aportacion
mads en favor de la teoria de la existencia de dos sitios con diferente afi
nidad para el ATP los cuales se estén alternando durante el ciclo de reac—
¢ion de la enzima, puesto que la relacidon que resulta es siempre mayor a 1.

3. E1 valor de Ta relacidon pNFP/ATP que pasa de un valor cercano a 4 a 2 pie-
de indicar la via preferencial de hidrdlisis del pNFP activada por el ATP,
cuando no hay Na* o 1a concentracion del mismo es menor de 20 mM la enzima
sigue la via de hidrdlisis sefialada en el esquema 1 (fosfatasa dependiente
de K+), al aumentar el Na* 1a enzima para hidrolizar el pNFP en presencia

de ATP M seguira predominantemente la ruta dependiente de Na* ¥ K+(8ﬂpg
ma 4).

4. Por primera vez se encuentran un ny superior a 1; el valor encontrado es
cercano a 3, ‘indicando posiblemente el nimerc de sitios de baja afinidad —
activados por el ATP actuando en el sitioc de alta afinidad. jExiste o no —
relacidén entre el nyobtenido y 1a hidrdlisis de cuatro moléculas de pNFP ..
cuando las concentraciones de Na® son menores a 20 mM?7 esta es una pregun—
ta que requiere mayor investigacidn, '
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