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·. 
RESUMEN 

En el estudio hecho con ATPasa-(Na+,K+) (EC 3.6.1.3.) de médula externa de rinón 
de perro se encontró que el rct" activa 1a reacción de fosfatasa que muestra esta 

enzima con una (KJo.s=4·9tM· En este efecto existen interacciones de tipo coopera
tivo positivas entre los sitios del K+ nH =l.78. En presencia de Na+ a una --

concentración fija de 3()m)I se titulan dos sitios para el K+ uno de alta afini--

dad Ko.s= Q.65mM con efectos cooperativos negativos nH =0.63 y otro con menor -
afinidad [K4:b.s= 12.6rn.~ con interacciones cooperativas positivas nH = 2.2. Duran-

te la activación de la reacción de fosfatasa por efectos del ATP a concentracio-
nes que saturan el sitio de alta afinidad en presencia de Na+ y trr se observó-

que: a) Se requiere de hidrólisis de ATP en el sitio de alta afinidad. b) Hay -

hidrólisis simultánea de ATP y pNFP. e) La relación de hidrólisis pNFP/ATP es -

dependiente de la concentración de Na+, hasta concentraciones de Na+ 2Qm}i la rg 
lación pNFP/ATP es de 4 y a concentraciones de Na+ de lOOmM esta relación dis-

minuye a 2. F..n la cinética de activación de la fosfatasa dependiente de ~ por 

ATP (µM) en presencia de Na+, e::isten interacciones cooperativas positivas a con 

cen traciones de ATP menores a 1 p1'1 el nH obtenido es de 3; mientras que a con-

centraciones mayores a 1 pM no hay interacciones cooperativas entre los sitios -

del ATP nH ; l. Por primera vez se observan en representación de Hill dos coro-
ponentes de afinidad elevada para el ATP y se obtiene un nH mayor a 1 para los 
sitios del sustrato. El 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 función de dos sitios para el ATP los cuales inte

raccionan entre sí, uno se fosforila activando la hidrólisis en el otro. 



Sl.JM1.!ARY 

In kinetic studies rnade w"ith (Na+,1<+)-dependent ATPase (EC 3.6.1.3) obtained -

from outer medulla of canine kidney the phosphatase reaction,also catalyzed by 

the enzyrne was activated by K+ "¡ith a (K:b.s=4.9 mM. In this activation there 

are interactions with positive cooperativity between K+sites nH=l.78. In thc -
presence of Na+ at a fixed concentration (30 mM) two sites far t<+ are deterrni

ned, the high affinity ~ite Ko.s=0.65 m!'-I with negative cooperativity nH=0.63 
a-.,::i thz! si te with less affinity [K~. 5=12.6 rnM with positive cooperative inter
actions nH= 2.2. In the stirnulation of phosphatase reaction by ATP at concen-

concentration v:hich saturate the high affinity site in the presence of Na+ - -

plus K+ it "us obseved that: a) ATP hydrolysis is required in the high affini

ty site. b) simultaneous h.ydrolysis exists of ATP and pi\'fFP. e) The 11ydrolysis 

ratio pNFP/AT? is dependent on the Na~ concentration. Up to Na+ concentrations 

of 20 ~l the p!\'FP/t"\TP ratio is 4 and at concentrations of 100 r&-l this ratio is 

reduced to 2. In the activation kynetics of K+-dependent phosphatase by ATP 

(µ.~) in the pesence of Na+ , there are positive cooperativity at ATP concen-

trations less than l µ.'-I and the n8 obtained is 3, r:iean,·:hile at concentrations 

g:::eater t11an l µ.'"'! there are not cooperative interactions beti;.1een ATP sites - -

nH = l. This is t11e first time that t,;.10 components with high affinity are ob-

served in t1'1e Hill plot far ATP in (Na+,K+)-ATPase and an nH grater than 1 is 

obtained for the substrate sites. pNFP moóifies the ATP affinity in the high 

affinity sites and at m!-1 concentrations ATP modifies the pNFP affinity far the 

enzyrne, this can be explained by tl1e hypothesis of two ATP sites with clase Í!!. 

teractions between thern. 
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INTRODUCCION 

GENERALIDADES 

En 1957 Skou (1) describió que un extracto obtenido a partir de nervio de 
cangrejo poseía actividad enzimática de ATPasa estimulada por la adición 
de Na+ y K+. 

Las células animales para mantener concentraciones citoplasmáticas bajas 
de Na+ y altas de K+ con respecto a las concentraciones existentes en el 
fluido extracelular, requieren de un transporte activo dependiente de -

energía metabólica. Actualmente está ampliamente demostrado que 1 a Ad! 
nosintrifosfatasa dependiente de Na+ y de K+ (ATP-Fosfohidrolasa EC 
3.ú.1.3) (ATPasa-(N/, K+)) es la enzima responsable del transporte de Na+ 
y K+ a través de la membrana celular (2-5). 

En condiciones no fisiológicas la enzima puede llevar a cabo la reacción 
en sentido inverso y acoplar el flujo de cationes en dirección de sus gr! 
dientes (disipación de energía del gradiente) a la síntesis de ATP. Par 
lo tanto la ATPasa -(Na+, K+) es un sistema transductor de energía que 
transforma reversiblemente energía química en gradiente electroquímico 
( 6). 

En experimentos realizados utilizando un sistema reconstituido de vesícu
las cerradas de fosfalípidos con la enzima altamente purificada (7-9), y 

además estudias hechos en fantasmas de eritrocitos (10, 11) se ha encon -
tracto que la relación de Na+ transportado al exterior y de K+ al interior 
de la célula es de 3:2 y para que se realice este transporte se requiere 
de la hidrólisis de una molécula de ATP, así pues la estequiometría es~ 
Na+ :K+ :ATP 3:2:1. 

El flujo de iones a través de la ATPasa-(Na+, K+) es sensible a esteroj_
des cardioactivos y digitálicas como la Ouabaína, de tal forma que los 
flujos de iones sensibles a Ouabaina se consideran flujos a través de la 
también llamada bamba de Na+ (12). 

LOCALIZACJON Y PUR!FlCAClON 

La ATPasa-(Na+, K'l se localiza en la membrana plasmática celular y se 
ha purificado de las sigui entes fuentes: médula externa de riñón de cone 



2 

jo, carnero y cerdo (13), órgano eléctrico de Electroohorus electricus -
(14), glándula salina rectal de tiburón (15) y parcialmente pura de cor
teza cerebral de bovino (16), corazón de: rata (17), perro y ternera (18); 
en humanos se ha purificado parcialmente de leucocitos y eritrocitos (12). 

Para la purificación de la enzima se han seguido principalmente dos es -

trategias, ambas parten de material microsomal. La primera involucra la 
eliminación de proteínas extrañas de la membrana, utilizando agentes ca~ 
trópicos como el Nal (19, 20) y de detergentes como dodecil sulfato de so 
di o (SOS) ( 13) . Las membranas que retuvieran 1 a ATPasa-( Na+, K+) se se 
paran usualmente por centrifugación sobre gradientes de densidad (13). 
La segunda estrategia consiste en di sol ver la membrana con detergentes no 
iónicos como el Lubrol (14, 15) o iónicos como el desoxicolato (20) y 

posteriormente fraccionar la mezcla por precipitación selectiva (20) o 
técnicas cromatográficas (21); la ATPasa-(Na+, K+) se obtiene asociada a 
lipidos (13). 

COMPOSIC!OM. 

Independientemente de la fuente de donde se obtenga y la metodología uti
lizada para su purificación, todas la prepa~aciones de ATPasa--(Na+, K+) -
que se han descrito son semejantes, contienen dos subunidades polipeptid]_ 
cas, una de PM 90--100 KD denominada subunidadol. y otra de PM alrededor de 
45 KD nombrada subuni dad p ( 2-4) . 

Se ha descrito un tercer componente de la ATPasa-(Na+, K+) que es un pol:!_ 
péptido de PM de 12 KD el cual se marca por fotoafinidad con un derivado 
de Ouabaina (22). 

Utilizando Cf 2P)-ATP se ha demostrado que la subunidad ol. se fosforila y 

por lo tanto es la subunidad catalítica (16); también se ha localizado 
en ella el sitio de unión para la Ouabaina (19). La subunidad oles una 

proteína que atraviesa la membrana celular, ya que la Ouabaína se une a 
la ATPasa por el lado orientado hacia el exterior de la célula (16) y la 
hidrólisis de ATP se realiza en el interior (23). También se ha demos -
trado que esta subunidad atraviesa la membrana con anticuerpos preparados 
contra la subunidad ol , en células integras {eritrocitos) se obser 
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va que el anticuerpo reacciona con determinantes antigénicos de la enzi
ma localizados en la superficie extracelular, cuando se absorben cuantit~ 
tivamente estos anticuerpos con eritrocitos, los anticuerpos restantes 
reaccionan con microsomas de riñón tratados con detergente, indicando la 
existencia de sitios antigénicos citoplasmáticos (24) de la misma forma 

se ha demostrado con anticuerpos preparados contra la subuni:ad'""'3 , que 
ésta también atraviesa la membrana celular (24). 

Ambas subunidades son glicoproteínas, se ha probado purificando y aislan

do cada una de las subunidades y haciendo el análisis del contenido de -

aminoácidos y carbohidratos (25), los carbohidratos reportados son: aminE_ 

azúcares, azúcares neutros y ácido si álica (26). También se han hecho -

estudios en los cuales se somete la enzima a electroforesis en geles de -

poliacrilamida SOS, la tinción de los geles se realiza con el reactivo de 

Schiff-periodato el cual reacciona con polisacáridos y se observa que las 
bandas que se tiñen corresponden a los PM de la subunidado( y lafi (26-28). 

Hasta el momento no se ha identificado en la subunidad,JI ningún sitio ca

talítico~ ni sitios de unión para cationes que estén relacionados con el 
funci onami ente de 1 a ATPasa-{ Na+, K+}, 1 as evidencias de que es parte in 
tegral de la enzima se basan en las observaciones siguientes: 1) Copurif2_ 

ca junto con la cadena polipeptidicao(_(l6). 2) Tiene la capacidad de 

entrecruzarse con la subun1dadela1 emplear reactivos cortos bi funci on! -
les (27). 3) Al utilizar anticuerpos contra la subunidad,B hay una -

inhibición de la actividad de la ATPasa-(Na+, K+) (29, 30). 4) Cuando -

se emplea un glucósido cardiaco que posee una cadena larga de carbohidra
tos y un grupo reactiva, se une a 1 a subuni dad fa ( 31 ) . 

El PM para el complejo funcional se ha estimado que es de 250 a 300 KD 

en estudios realizados por inactivación por radiación (32) y filtración 
en gel (27). Existe controversia en cuanto a 1 a relación estequiométrica 

de las dos subunidades en el complejo funcional, hay reportes donde las -

relaciones<><'..: ).3 son de 2:1 iPM 250 KD), 1 :l (PM 170 :!:. 9 KD) y 1 :2 (PM 

158 KD)(l9, 20, 28, 33--35), en investigaciones en donde emplean reactivos 

entrecruzadores, señalan que se requiere de 2 subunidadesc<. en el compl!:, 
jo enzimático funcional (36). 
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L!PIDOS. 

+ + La ATPasa:(Na ,K ) como la mayoría de las enzimas localizadas en membra 
na, requiere fosfolipidos para su actividad. La eliminación de lipidos 
de preparaciones microsomales por medio de detergentes (37:39), solven
tes orgánicos (40.:..42) o tratamiento con fosfolipasa (43:..116) conducen 3 

la inactivación parcial o total de la enzima. En microsanas y en la ATPasa 

(Na+, K+) purificada de médu 1 a externa de riñón de co11ejo, 1 os 5 pri nc2._ 

pales fosfolipidos presentes son: fosfatidilcolina, fosfatidiletanol -
amina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol y esfingomielina (47). Exi~ 
ten estudios (37, 44, 46, 48) para averiguar si la pérdida de la activ_:i_ 
dad se debe a la eliminación de algún fosfolipido especifico, que pudi;o 
ra ser esencial para la función enzimática o si se debe al rompimiento 
de la estructurarr.erbranal como resultado de la eliminación de los lipi
dos. De experimentos hechos por Wheeler y Whittan (39) parece ser que 
1 a fosfati di 1 seri na es esencial para el funci onami ente de 1 a ATPasa {Na+, 
K+) • 

FUNCIONES DE TRANSPORTE 

1 ntercambi o Ha +¡K+ acoplado. 

Tanto la actividad de ATPasa como el transporte de Na+ y K+ a través de 
la membrana celular se activan por la presencia simultánea de ATP, Mg 2+ 
y Na+ en el interior de la célula y de K+ en el exterior y ambas funcio 
nes son inhibidas por digitálicos como ouabaina (3, 49, 50). 

En condiciones fisiológicas la bomba de sodio 
a la entrada 

acopla 
+ de K , 

la salida de Na+ a 

el transporte es ac través de la membrana plasmática 
tivo pues requiere la hidrólisis intracelular de ATP y Pi, ésta es la -
función de ATPasa dependiente de Na+ y K+. 

ATP + H20 E, Na+i+K/ , Mg2+• ADP+Pi .. H_,. 

Como ya se mencionó anteriormente, la relación de Na+ transportado hacia 
el exterior de la célula y K+ hacia el interior por molécula de ATP hi.:.. 
drolizada es de 3Na+: 2K+ : lATP (10,51). La salida neta de una carga 
positiva indica que la bomba de Na+ es electrogénica. Esto se demuestra 
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en estudios realizados con la enzima reconstituida en liposomas y el uso del 
anión permeante { 14C} SCN-, donde se mide la captación del anión 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 K+ hacia -
el exterior de las vesículas, la captación del anión es 3 veces mayor en pr~ 
sencia de ATP-Mg que el valor respectivo en su ausencia, esto es debido al -
potencial positivo intraliposomal resultado del bombeo electrogénico de Na+ 
y K+, lo que indica que la bomba funciona contribuyendo el establecimiento -
del potencial de membrana (11, 52, 53). 

S HITES l S DE ATP 

En vesículas cerradas o en fantasmas de eritrocitos se pueden invertir las 
concentraciones de Na+ y K+ y en presencia de ADP y Pi el funcionamiento de 

la 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 la ausencia Na+ y K+ extracelular y en presencia de Na+ 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 Na+ (57). 
Estasal.ióa ro·es a:ntra ungradiaite de concentración; es sensible a buabaina y a 
las concentraciones de Na·• intracelulares, por lo cual se identifica con la 
bomba de Na+. A diferencia del intercambio Na+/K+ (ATPasa-{Na+, K+}), el -
cual funciona mejor a concentraciones mM de ATP, la salida de Na+ desacopl~ 
da alcanza su máximo con ATP l pl•I (57). Esta diferencia puede ser explica-

( + + da por estudios cinéticos de la ATPasa Na , K ) que muestran dos clases de 
sitios para el sustrato (57, 58) uno de alta afinidad, Km 0.1 a 3j-lM y otro 
de baja afinidad, Km 480)1-14. Esta salida desacoplada de Na+ corresponde a 
la reacción de ATPasa dependiente de Na+ que lleva a cabo la ATPasa-(Na+, K+}. 

ATP(.p.Ml+H
2
0 E, Ma+i' Mg2+ D ADP + Pi + H+ 

En ausencia de K+ extracel ul ar y en p1 4 esenci a de Na+ extra e i ntracel ul ar, 1 a 
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bomba efectúa un intr ·cambio de Ma+ a través de la membrana en relación de 

1 :1, no hay transpo t' neto de Na+ (56, 59) y se requiere ·1a presencia de 
ATP y ADP (56, 60) y ·"velocidad se incrementa linealmente con la concen
tración de ADP (61). No hay hidrólisis neta de ATP aunque análogos no hi-
drolizables no lo pueden sustituir (60). Esta es 
cambio ATP ~ ADP, dependiente de Na+. Con Na+, 
do se puede detectar 1 a formación de ATP radioactiva 

una reacción de inter ~ 
2+ 14 -Mg , C-1\DP yATPnomarca-

(62). 

En ausencia de Na+ intracelular y en presencia de K+ en ambos lados de la 
membrana, la bomba lleva a cabo un intercambio de K+ a través de la membra 
na en relación 1:1, sin que haya transporte neto (63, 64). Se requiere Pi 
y ATP en el interior de la célula, análogos del ATP no hidrolizables (ade
nil-5'-il imidodifosfato = AMP-PNP) pueden sustituir al ATP (64); no ser.":_ 
quiere ADP. Esta forma de transporte parece corresponder a la fosforila -
ción de la enzima dependiente de K+ llevada a cabo por Pi, con la difer;n
cia de que para esta reacción no se requiere ATP. Con K+, Mg 2 , y Pi -·-
radiactivo, la enzima se fosforila sobre el grupo ~-earboxil del mismo re
s;duo aspartil en el que se fosforila por el ATP durante el transporte aco 
plado de Na+/K+ (65). 

ESPECJF!CJDAD DE SUSTRATO 

el sustrato primario para la ATPasa-(Na+, K+) es el complejo ATP--Mg. 
nucleótidos son hidrolizados a velocidades menores (del 15 al o.s:; de 

Otros 
la -

actividad obtenida con el ATP), en el siguiente orden decreciente de acti
vidad: ADP > dATP > CTP > GTP > ITP y UTP (lB, 50, 66). La unión del sus 
trato ocurre en ausencia de Mg 2+ aunque se hidroliza (SO) y el sustrato -
verdadero para la enzima es el complejo ATP-Mg. 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_µM y el -
segundo de 480pM (67). Este dato señala la posible existencia de 2 sitios 
con diferente af·inidad por el ATP en la enzima. El ADP compite con el ATP 
por el sitio mayor afinidad (6B, 69) pero el Pi no lo hace (69, 70). Otros 
cationes divalentes como el Mn 2+, y el Co 2', pueden sustituir al Mg 2+ aunque 
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cabe señalar que la eficiencia es diez veces menor. Por otro lado Ca 2
+, Zn 2+ 

Cu 2+, Ba2+, Sr 2+ y Be 2+ inhiben la hidrólisis del ATP (71). La principal ca

racterística de la enzima es que requiere la presencia de Na+ y K+. Los re

querimientos de Na+ son absolutos pues ningún otro catión monovalente lo pue-
. + + + + + de sustituir, sin embargo el K puede ser reemplazado por T1 , Rb , Cs y NH 4 

así como compuestos orgánicos como 1 a hi droxilmnna. El Li + también puede sus

tituirlo pero con una afinidad muy baja (72). 

ACTIVIDAD-DE_FOSFATASA 

La l\TPasa-(Na+, K+) también cataliza una reacc1on de fosfatasa dependiente de 

K+ { 73). Durante el proceso de purificación de 1 a l\TPasa-( Na+, K+), 1 a acti -

vidad de fosfatasa copurifica con la de ATPasa (74, 75) y cuando la prepara -

ción enzimática de ATPasa-(Na+, K+) se somete a la acción del calor, a trat'a
mientos con enzimas proteolíticas y al efecto de inhibidores como la ouabaína, 
la actividad de l\TPasa y fosfatasa se pierden en paralelo (73, 76-78). 

La especificidad do sustrato para la reacción de fosfatasa es baja ya que hi

droliza una variedad de compuestos de tipo anhídridos del ácido fosfórico co

mo el acetil fosfato (AcP), carbamil fosfato, p-nitrofenilfosfato (pNFP) y 

umbeliferona fosfato (76, 78). Para que se lleve a cabo la hidrólisis de es

tos pseudosustratos se requiere K + y Mg 2+, existen estudios ( 73, 79, 80) que 

indican la existencia de un sólo sitio para la hidrólisis del sustrato para -
la fosfatasa y éste 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 la reacción de fosfatasa, parece ser que la inhibición 
es de tipo competitivo (68, 81), la K¡ para el l\TP como inhibidor de la fosfa 

tasa se compara a su Km para el sitio de baja afinidad en la actividad de 
l\TPasa-(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). 

El Na+ inhibe la actividad de fosfatasa dependiente de K+, cuando no hay tia+ 

presente el ATP a concentraciones }\.M también es inhibidor de la fosfatasa, -

pero cuando están presentes tanto Na+ mM y l\TP p. M y la concentración de K+ es 

menor a 1 \Tf1. hay una estimulación de la actividad de fosfatasa (79, 80, 83). 

Esta activación probablemente ocurra vía fosforilación de un sitio activador~ 
posiblemente el de alta afinidad para el l\TP en la l\TPasa-(lla+, K+), la acti-
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vación se debe al aumento de la afinidad de la enzima por el K+ (72, 84). 

INHIB !DORES 

La ATPasa-(Na+, K+) es sensible a varios inhibidores como los glucósidos ca: 
diacos o digitálicos, reactivos de grupos sulfhidrilos, oligomicina, butane
diona, 7--<:lor0-4-nitrobenza-2-axa-l, 3 diazol, vanadato, fluoruro y otros (4). 
Solamente se explicará el mecanismo por el cual inhiben la Ouabaina, la OligE_ 
micina y el Vanadato, que son los inhibidores más utilizados para explicar el 
mecanismo de las reacciones parciales de la ATPasa-(Na+, K+l. 

GLUCOSIDOS CARDiACOS 

Esta familia de inhibidores muestra una especificidad casi absoluta por la -
+ + ATPasa-(Na , K ) y por lo tanto han sido empleados para determinar la prese~ 

cía y función de esta ATPasa en una variedad de tejidos (12). La Ouabaina es 
la que ha sido usada más ampliamente, inhibe la unión de ATP (85) y la defo~ 
forilación del intermediario fosforilado (86), uniéndose a la ATPasa por la 
superficie externa de la membrana celular (87, 88). El número de sitios de 
unión de la Ouabaína es igual al número de sitios de unión de ATP y de sitios 
de fosforilación (89) en la ATPasa-!Ha', K+). Ciertas condiciones favorecen 
la unión de los digitálicos a la enzima como son: la presencia de Na+, -

Mg 2+ y ATP, o de Mg 2+ y Pi, esto es debido a que estos ligandos o combin~ 
ción de ligandos estabilizan la conformación de la enzima E

2
P (90), que es 

la forma de la enzima por la cual son más afines los digitálicos. 

El K+ reduce la inhibición por Ouabaina, este efecto se ha visto en exper.!_ 
mentas en los cuales se mide la velocidad de unión del inhibidor a la enzima 
en presencia de diferentes combinaciones de ligandos (Mg 2+, Mg+Pi o Mg 2++ Na+ 
+ ATP) los cuales incrementan la velocidad de unión,al repetir los experimen 
tos en presencia de K+ se observa que disminuye la velocidad de unión de la
Ouabaina a la enzima (91, 93). 

La unión de una molécula de Ouabaína por molécula de ATPasa inhibe todas las 
funciones enzimáticas desde la un1on del ATP a la enzima hasta la actividad 
de fosfatasa dependiente de K+ (SO, 79). Con preparaciones enzimáticas de d~ 
ferente origen de órganos y especies la Ka para la Ouabaína y otros digitál~ 
cos varia, siendo la de corazón de rata la menos afín por estos inhibidores
(94, 95). 
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aLIGaMICINA 

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 la--: 
reacción de intercambio ADP/ATP (Ba, 96, 97, 98). Esto indica que la oligom.:!_ 
cina actúa preferencial mente sobre la transformación de Et•.P a E2-P (97). La aligo 
micina inhibe la defosforilación dependiente de K+ de la enzima fosforilada -
en presencia de Na+ y ATP (99). Además inhibe las actividades de pNFPasa y -
Aceti l fosfatasa en la presencia de Na+ ( 96) también disminuye la estimulad ón 
de las actividades de pNFPasa y acetil fosfatasa de K+ dependientes de fosfo
rilación por ATP en presencia de Na+ (Ba). A concentraciones elevadas de Mg 2+ 
libre ( 3 mM) que incrementan la proporción de la conformación E2 -P se contra
rresta la inhibición por oligomicina (96). Por lo tanto la oligomicina se 
une a la enzima bajo condiciones que favorecen la formación de E1 y actúa blo 
queando la transición de E 1 ~P .. E2-P (67, 97). 

VANADATO 

Cantley y col. (laa) demostraron que la ATPasa-(Na+, K+) posee dos sitios de 
unión para el 'Janadato un sitio de 
tio de baja afinidad con una K

0 
de 

alta afinidad con una K0 = 4 nM, y otro si 
a. 5 ,JAM. Por medio de experimentos de -

3-competenci a encontraron que el V0
4 

a 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 (laa>. La inhibición por Va 3- requiere Mg 2+ 

4 
y se lleva a cabo en la superficie intracelular de la enzima, el K+ actuando 
en la superficie extracelular potencia su acción (lal) y además el Pi antago-

3_ 3_ 
niza la inhibición de va, (laa). Se postula que la gran afinidad del Va4 -

por la ATPasa-(Na+, K+) se debe a la estructura bipiramidal trigonal del van~ 
dato que seria análoga al estado de transición propuesto para Pi en la forma 
enzimática E2 -P, lo que sugiere que el sitio de alta afinidad para vanadato -
puede ser el sitio donde se libera el Pi en el curso de la reacción de la 
ATPasa-(Na+, K+) en la conformación E2-P. Beaugé (la2) sugiere que la inhibi
ción de la ATPasa-(Na+, K+) por Va 3- se debe a que disminuye la liberación del 

4 
K+ después de la defosforilación de E2-P, uniéndose al sitio de baja afinidad 
para el ATP, ya que el ATP al unirse a este sitio acelera la liberación de K+, 
y por lo tanto el cambio de conformación de E2<->E 1 • Por otro lado la ATPasa 
de Na+ se inhibe hasta que el sitio de baja afinidad para el va:- se satura.
que correspondería al sitio de alta afinidad para el ATP (lOa), la Ki para el 
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efecto i nhi bi torio de va!- sobre la ATPasa-Na + es de l fl M ( 82). El vanadato 
+ + inhibe la actividad de fosfatasa con una Ki = 0.05 f1M y a la ATPasa-(Na ,K ) , 

con una Ki = 0.5 l'M (82), estos datos muestran que la actividad de fosfatasa 

es más sensible a este inhibidor que la ATPasa-(Na+, K+) y que probablemente 

el sitio de hidrólisis del pNFP sea el sitio de baja afinidad para el ATP. 

FORMAS CONFORMAC IONALES: 

En su ciclo catalítico la ATPasa-O~a+, K+) sufre cambios conformacionales que 

se pueden representar de la siguiente forma condensada: 

El~ El ,.._, p 

J 1 H 
E2-;;:::!: E2 - p 

los cambios involucran la presencia de cuatro formas enzimáticas diferentes: 
dos no fosforiladas E1 y E

2 
y dos fosforiladas E 1 ~P y E2 -P. 

FORMAS CONFORMAC ION AL ES E 
1 

...l'._J;_2, 

E 1 y E 2 1 ograron di sti ngui rse por medio de estudios de digestión enzimática -

controlada con tripsina y de cambios de fluorescencia intrínseca de la proteí
na; J0rgensen (103) reporta que la digestión controlada de la ATPasa-Ula+, K+) 

por tripsina rompe solamente en sitios sobre el péptido o(, la presencia de li 
gandos durante la digestión determina cuales enlaces se rompen: 

a) En presencia de KCl 150 mM e 1 pépt ido -«. 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+), la unión de ATP y la fosforilación del péptido- o<; la 

pérdida de la actividad de fosfatasa de K~ fue ligera. J0rgensen nombró a 

las conformaciones sensibles a este rompimiento forma "K", otros ligandos 
capaces de producir esta forma "K", son MgCL 1 y ATP+MgC1 1 +NaCl (104, 105). 

b) En presencia de NaCl 150 mM, la digestión triptica sigue un curso con frag

mentos diferentes de aquellos obtenidos con KCl, obteniendose un trozo de PM 
70 KO (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, la unión 

de ATP y el nivel de fosforilación casi no cambian y la reaccion de interca!!! 
bio ADP/ATP se incrementa al doble. Esta última observación es consistente 
con la demostración de que el intercambio ATP.._.ADP (una función E1 --P) se 
incrementa, mietras que la desfosforilación sensible a K+ (una función E2 -P) 
está disminuida (104). 



11 

Cambios.de.Fluorescencia.Intrínseca.de.la.Proteína. 

Una evidencia más para la existencia de las formas enzimáticas E1 y E2 (Forma 
"Na" y Forma "K"), fue presentada por Karlish y Yates (106) quienes midieron 

los cambios de fluorescencia intrínsecos de los grupos triptofano en la prE_ -
teína. Trabajaron con una preparación de enzima purificada y encontraron que 
la fluorescencia aumenta por 1 a adición de K+ al medí o (lo cual interpretaron 
como la conversión de la forma "Na" o E

1 
a la forma "Kº o E2), y este efecto 

era antagonizado por la adición de Na+ o ATP (este resultado señalaba que el 
Na+ o el ATP favorecen la conversión de E2 a E1). Cuando se mide la velocidad 
de estas transformaciones (58) se demuestra que el ATP acelera la disminución 
de la fluorescencia intrínseca de la proteina. 

INTERMEDIARIOS.FOSFORILADOS.E 2.....,P.Y.E 2 "p 

La enzima puede fosforilarse bajo dos condiciones diferentes: 

1) Fosfor11ación.por.ATP 

Para que se lleve a cabo esta fosforilación, se requiere Mg 2+ 2 mM, Na+ 20 mM 
y ( j' 32-P) ATP 40 p.M; se mide la concentración de enzima fosforil ada en e~ 
tado estacionario. La fosfoenzima es estable en medio ácido, por lo cual -
se puede precipitar y cuantificar el 32P unido a la enzima (107). La enzi
ma fosforilada bajo estas condiciones es la E

1
,..,p y la naturaleza del enlace 

es de alta energía, ya que puede ser defosforilada por el ADP para llevar a 
cabo síntesis de ATP o intercambio ATP ... ADP (97). 

2) Fosforilacióa.por.Pi. 

La incorporación de 3 2Pi en la enzima es dependiente de Mg 2+. La Ouabai na 
aumenta la velocidad y el nivel de fosforilación de la enzima, se requiere -

Mg
2
+ SmM y 

32
Pi 100 p-M en presencia o ausencia de Ouabaina 0.1 mM, también 

es estable en medio ácido, por lo que después de la precipitación se cuanti 
fica el 

32
Pi incorporado (107). La forma enzimática fosforilada bajo esta~ 

condiciones es la E2 -P la cual es una forma de menor energía que es sensible 
a K+ puesto que se defosforila en su presencia y no hay formación de ATP en 
presencia de ADP. 
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Cuando las formas enzimáticas fosforiladas E1"'P o E2 -P se someten a pr~ -
teólisis con pepsina los fragmentos resultantes marcados con radioactividad 
son de igual peso molecular (2,200 daltons), cuando se tratan con pronasa, 
el fragmento marcado con radioactividad es de PM = 380 daltons, independien 
temente de que la enzima haya sido fosforilada con <r''-P) - ATP o con 32Pi. 
o si se ha fosforilado por <.r"-P) - ATP bajo condiciones que dan lugar E1NP 
o E2 -P (108, 109). Al tratar los fragmentos con hidroxilamina o molibdato 
éstos pierden el fosfato (108), esto indica que en ambas E1rvP y E2 -P el -
enlace es de tipo acil-fosfato, Post y Kume (110) aislaron un tripéptido, el 
cual llevaba el acil fosfato, después de una breve digestión con pronasa de 
una preparación de ATPasa7 (Na+, K+) microsomal que había sido fosforilada -
con 32p y encontraron que por sus propiedades electroforéticas, estabil~ -

dad y susceptibilidad a carboxipeptidasap se asemejaba al tripéptido: 
p 

(
Thr) -a~p 7 lys 
Ser 

posteriormente Nishigaky y col (111) utiliza.ron el método de Degani y Boyer 
(112) basado en una reducción de la enzima fosforilada y desfosforilada con 
'H-borohidruro de sodio, seguida por hidrólisis ácida completa, Por este 
tratamiento un aspartil-fosfato dará lugar a homoserina y homoserina lacto
na, la cual puede ser convertida toda a homoserina por tratamiento con álca
li. Nishigaky y col. emplearon ATPasa-(Na+, K+) purificada de glándula sali 
na rectal de tiburón; una vez fosforilada la enzima la trataron de la forma 
descrita anteriormente (111) y demostraron que la fosfoenzima da lugar sol~ 
mente a homoserina radioactiva, lo que indica que el acil-fosfato de la - -
ATPasa-(Na+, K+) es un residuo aspartil )l-fosfato. El residuo aminoácido 
fosforilado tiene una serina o treonina del lado correspondiente al amino -
terminal y un residuo lisina del lado del carboxilo terminal (110). 

Aunque E1.....,P y E2 -P tienen diferentes características (E 1,..,..P es sensible a 

ADP y no a K+, y E2 -P es sensible a K+ pero no a AOP) el tratamiento con -
enzimas proteoliticas de las dos formas fosforiladas produce péptidos _J2p
con un comportamiento electroforético similar (108, 109}, lo que sugiere 
que la diferencia es debido a configuración. 

Sintetizando, las cuatro conformaciones presentan diferente afinidad por -
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Na+, K+ y ATP, la forma E¡ tiene afinidad por Na+ y ATP y la E2 por K+, . 

E 1 ~p es sensible a ADP y no a K+, mientras que E2:P es sensible a K+ y no 

a ADP. 

Para explicar la forma como se lleva a cabo el transporte de Na+ al exte : 
rior de la célula y de K+ al interior de la célula por la ATPasa:(Na+, i{+¡ 

el esquema de·reaci:iones más simple propuesto por Post y Kume (110) es el si: 
guiente: y tiene en cuenta las cuatro conformaciones demostradas de la ATP 

asa. 

En resumen las cuatro etapas de ·re·acci6n- ·sa·n: 

1 l El ATP a concentraciones ;-M en presencia de Mg2
+ y Na+ se une a 1 a enzi 

ma al sitio de alta afinidad (l<o del ATP D. l :3.D;<Ml (50, 113) y la fo_! 
forila. Los sitios de unión para el ATP (km D.1:3;</ol y 0.1 70.5 mM) (68, 
114), Mg2'- (K 0_

5
= 0.5:1 mM) (115, 116) y sitios de carga del Na+ (Ko.s = 

0.2 :0.4 mM) (117), se localizan en la superficie interna de la membrana 
celular (118). 

2) La enzima fosforilada E1 "'P cambia 1 a conformación a E2-P y 3 Na+ son trans 

locadoshacia el exterior de la célula, esta reacción ~equiere Mg 2+ libre

Y se inhibe por ol igomicina (97, 108) y N:etil maleimida (NEM) (119) la:: 

conformación E2:P tiene poca afinidad por el Na+ (Ka=31 mM) (54, 1201 y: 
+ gran afinidad por el K (K0 .s= D.08 mM) (72, 83, 120). 

3) El K+ actuando en el lado externo de la forma E2 :P activa la hidrólisis 7 
de E 2:P quedando unido a 1 a enzima en forma del complejo E2 .2K+, el Pi se 

libera y 2K+ son translocados hacia el interior de la célula. 

4) El ATP a concentraciones mM disminuye la afinidad por el K+ (Ko.s= 10 mM) 

(63, 72, 121, 122) de la forma E2·2K+, por lo tanto el ATP uniendose al : 

sitio de baja afinidad facilita simultáneamente la descarga del K+ en el 
interior dela célula y el cambio de conformación de E2 a E1; 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 transformación 

de E;¡<-> E1. Parece ser que el ATP unido al sitio de baja afinidad tiene un 
+ + papel regulador en la ATPasa-{Na , K ) (62, 68). 

La actividad de fosfatasa estimulada por K+ de la ATPasa-{Na+, K+} aparenteme..:: 

te representa el paso en el cual el K+ estimula la defosforilación de la forma 

E2 -P (123) o etapa 3 del esquema. 

Por lo 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+, Mg 2+ 
E 1 +ATP{11Ml E 1~P-E1 +Pi 

y el otro que corresponde a la reacción de fosfatasa -K+ 

K+ 
E 2 - P .......-.- E2 + Pi 

Como vemos el ATP juega un papel bifuncional en el transporte activo de Na+ y 

K+ por la ATPasa -(Na+, K+} (50): 1) En la presencia de Na+, el ATP se une con 

afinidad elevada (K 0 = 0.1 -3 fMl (50, 113) a un sitio catalítico involucrado 

en la fosforilación de la enzima y en el transporte de Na+ hacia el exterior -

celular (57, 68); 2) el ATP activa el cambio de conformación Et-.. E1con baja -

afinidad {Km= 0.1 -0.5 mM} (62, 68) en un sitio regulador en la presencia de 

Na+ más K+. Se piensa que el ATP en el sitio de baja afinidad promueve la li

beración intracelular del K+ que se unió en el exterior (57, 58, 63, 106, 122). 

La cinética de activación de la ATPasa -(Na+, I(+} por el ATP es compleja, cuan 

do se mide velocidad de hidrólisis de ATP en presencia de Na+ y K+ y se grafi::

can los valores obtenidos en ~arma de doble reciproca en función de la concen
tración de ATP resulta una pendiente bifásica (57, 68, 100, 114, 124) extrapo

lando se obtienen dos valores de Km aparente y dos valores de Vmáx aparente. 
Los valores de Km de alta y baja afinidad caen en los rangos de O.l-80fM y 

0.1 a 2 mM dependiendo de la fuente de obtención de la enzima, la temperatura 

del ensayo y la concentración de Na+, K+ y Mg 2+ (57, 68, 100, 114, 124). Este 

comportamiento se ha interpretado postulando la existencia de dos sitios de -
unión para el ATP independientes o como interacciones cooperativas negativas -
entre dos sitios idénticos en subunidades separadas de un complejo enzimático 
funcional dimérico (68, 100, 125). 
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Existe controversia en cuanto a si son realmente dos sitios para el ATP o es 
uno sofo e1 que se está transformando en sitio de alta a baja afinidad durante e1 -
cic1o reacciona1 de 1a enzinia, ya que Moczyd1ousky y Fortes l126, 127) eniplean: 
do un derivado f1uorescente de1 ATP {TNP:ATP 2', 3',: O :{2, 4, 6:Trinitroc~: 
c1ohexadieni1idina) adenosin 5' -Trifosfato) hicieron estudios cinéticos de - -
unión y de inhibición de 1a ATPa~a {Na+, K+) y obtuvieron resultados que sugie~ 
ren que es un so1o sitio e1 que sufre canibios en afinidad por e1 ATP durante e1 
ciclo reaccional de la enzima. 

Es de gran interés encontrar datos que conduzcan a la comprensión del complejo 
mecanisnio de activación de 1a ATPasa-{Na+, K+) por e1 ATP. 
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O B J E T I V O S 

El objetivo de este trabajo es aportar datos que ayuden a aclarar la controver7 
sia que existe en relación al sitio o sitios para el ATP en la ATP<:sa7(Na+, K+). 

Se hicieron estudios cinéticos sobre la reacción de fosfatasa dependiente de K+ 
midiendo el efecto activador que tiene sobre ella el ATP a concentraciones _,u..M 
en presencia de Na+ mM, con el propósito de dar respuesta a 1 as sigui entes pr=._ 
guntas: 

ll. ¿Cuáles son las características cinéticas del efecto activador del ATP en -
presencia de Na+ sobre la reacción de fosfatasa dependiente de K+? 

2). Durante este efecto activador del ATP sobre la reacción de fosfatas~ ¿se hi 
drolizan simultáneamente el ATP y el sustrato para la fosfatasa (pNFP)? 

3). ¿Cuál es la relación de hidrólisis pNFP/ATP? 

Hipótesis de trabajo: 

Si en la ATPasa7(Na+, K+) existe un solo sitio para el ATP, cuando están prese~ 
tes el sustrato para la fosfatasa el pNFP y el ATP solo debe haber hidrólisis 7 
de ATP, sobre todo cuando el ATP está a concentración saturante y el pNFP no e~ 

tá saturante, mientras que si existen dos sitios se espera que ambos se hidrol.:!_ 
cen con una relación pNFP/ATP = 1, por cada ATP que se hidrolice en el sitio de 
alta afinidad se hidrolizará una molécula de pNFP en el sitio de baja afinidad7 
para el ATP. 



•. 

17 
MATERIAL 

El p--Nitrofenilfosfato como sal de diciclohexilamonio (pNFP-<lic), ATP-Ba2 y Trietan~ 

lamina se obtuvieron de Sigma. El ATP-Tris se preparó a partir de la sal dibárica -

por tratamiento con ácido sulfúrico y eliminación del Ba 2+ residual en una columna -

Dowex AG SOVJ-XS en forma ácida. El ('t 32P) --ATP se preparó por el método de de Meis

(128). El resto de las substancias empleadas fueron de calidad analítica. La co~ -

centración del ATP marcado y no marcado se midió espectrofotométricamente E M (260)= 

1 • 54 X 1 D 4cm- 1 1.r 1. 

METODOS 

Purificación de ATPasa-(Na+, K+) de riñón de perro. 

La purificación de la enzima se hizó siguiendo el método de Jórgensen (13) y se obt~ 

vieron preparaciones con una actividad especifica promedio de lO_µJlloles Pi/min/mg ~ 

proteína y más del 95% de la actividad fue inhibible por Ouabaina. 

Actividad de ATPasa dependiente de Na+. I(+. 

La hidrólisis de ATP dependiente de Na+ y K+ de las preparaciones enzimáticas se de
terminó en 1 as sigui entes candi ci ones estándar: NaCl 100 mM, KCl l O mM MgC1 2 , 5 mM, 

2+ TEA-HCl SO mM pH 7.4, EGTA 0.2 mM (para quelar el Ca contaminante) ATP-Tris 2 mM, 

en un volumen final de 1.0 ml. La concentración de la proteína varió de 2 a 4 )'g/ml 

dependiendo de cada preparación enzimática. La enzima se preincubó durante 5 min~ -
tos a 37ºC con el medio de reacción en ausencia de ATP y la reacción se llevó a cabo 
a 1 a temperat•Jra anteriormente mencionada inici andase con la adición de ATP-Tri s. El 
tiempo de reacción fue de 10 minutos, durante este tiempo la hidrólisis de ATP fue -

lineal con respecto al tiempo (aproximadamente un 10 a 20% de ATP hidrolizado). La 

reacción se detuvo añadiendo un volumen igual de ácido tricloroacético (TCA) fria al 

10%, centrifugando a 3000 RPM por 5 minutos en centrifuga clínica. El ATP hidroliza 

do se midió en una alícuota del sobrenadante determinando el Pi por el método de - -

Taussky y Shorr (129). La actividad inhibible por Ouabaira 50 pM corresponde a la 

ATPasa dependiente de Na+ y de K+. 

Se hicieron blancos en ausencia de enzima en condiciones similares, para medir la h.:!_ 
drolisis de ATP al tiempo cero y a los 10 minutos, para el tiempo cero el TCA se __ 

agregó antes que el ATP-Tris. La hidrólisis en estas condiciones se restó a la hi -
drólisis de ATP en presencia de enzima. 
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Actividad de Fosfatasa Dependiente de K+ 

Las condiciones estándar para la determinación de hidrólisis de pNFP fueron: 
KCl 20 mM, MgC1 2 10 mM, TEA-HCl 50 mM pH 7.4, pNFP 10 mM, la concentración de 
proteína varió de 2 a 6,f"g/ml dependiendo de la preparación enzimática, volu
men final 1.0 ml, temperatura de reacción 37°C. 

El medio se preincubó durante 5 minutos con la enzima y la reaCción se inició 
por la adición del pNFP. La reacción se siguió midiendo la liberación de - -
p-nitrofenolato (pN,-) espectrofométricamente a 410 nm en un espectrofotóm! -
tro Beckman modelo 25. EM( 410 nm)=l .186 X l04cm -¡M-1 del pNF- se calculó en 
las mismas condiciones. 

Efecto del K+ sobre la actividad de fosfatasa de la ATPasa-(Na+, K+) en ausen
cia y en presencia de Na+ 30 mM. 

Este efecto se midió empleando el medio de reacción estándar variando la con
centración de KCl entre O y 150 mM en ausencia y presencia de NaCl 30 mM. La 
concentración de proteína fue de 2.8_f'-9/ml. La fuerza iónica total se ajustó 
a un valor constante de 250 mM con Cloruro de Colina. La reacción se llevó a 
cabo como se describe precedentemente, a un pH de 7.4 y temperatura de 37ºC. 

Efecto del ATP (µM) en presencia de Na+ sobre 1 a fosfatasa de K+. 

Para estudiar las características del efecto activador del ATP a concentracio 
nes pM y Na+ a concentraci enes 20 y 1 00 mM en presencia de K+ bajo, las cond~ 
cienes de reacción fueron: KCl 0.5 mM, MgC12 10 mM, TEA-HCl 50 mM pH 7.4, - -
NaCl 20 ó 100 mM, pNFP 1, 4, 6 y 10 mM, ATP-Tris 0.1 a lOO;¿M. La concentra
ción de proteína cuando se trabajó con NaCl 20 mM fue l.06jlg/ml y con rlaCl -
100 mM 3.7_¡,tg/ml, la temperatura fue de 37ºC. La hidrólisis de pNFP se siguió 
en el espectrofotómetro por la aparición de pN,- a 410 nm durante 5 minutos -
en ausencia de ATP, inmediatamente después se añadió el ATP y se continuó el
registro en iguales condiciones. 

La velocidad de fosfatasa estimulada por ATP se calculó por diferencia entre 
las velocidades de hidrólisis 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 reacción fueron las señaladas para la activación de la fos 
fatasa de K+ por ATP.l'M empleando en su lugar AMP-PNP 20J'11, la concentración 
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de Na+ fue de 20 mM y la de pNFP de 10 mM. 

Efecto del ATP (mM) en presencia de Na+ 20 mM sobre 1 a fosfatasa de K+. 

La velocidad de reacción se midió en las condiciones siguientes: KCL 0.5 mM, 7 
NaCl 20 mM, MgCl 2 10 mM, TEA7HCl 50 mM pH 7 .4, pNFP 1, 4, 7 y 10 mM, ATP vari~ 

ble de lOpM a 10 mM, proteína 2.1 )'g/ml, en un· volumen final de 500p.l. La -

temperatura de reacción fue de 37ºC. La reacción se inició por la adición de 
la enzima al medio de reacción que contenía pNFP y ATP. Los tiempos de rea."..: 

ción fueron para: pNFP 1 mM 60 minutos,pNFP 4 mM 50 minutos, pNFP 7 mM 40 min.'!_ 

tos y pNFP 10 mM 30 minutos. La reacción se·detuvo con un volumen igual de 7-

TCA al 103 frío, enseguida se adicionó 1 .O ml de Tris 1 .O M para alcalinizar : 

el medio y tener el pNF7 en su forma coloreada. Con p-nitrofenol puro y en las 

mismas condiciones se hizo una curva patrón variando las concentraciones de O 
a 100 nmoles de pNF-/ml y se midió la O.O. a 410 nm. 

Relación de hidrólisis de pNFP/ATP. 

La relación de hidrólisis de pNFP/ATP se estudió durante el período de activa

ción de 1 a fosfatasa por e 1 ATP. El medio de reacción contenía KCl O. 5 mM, 

i•l;Cl2 10 nM, TEA-HCl 50 mM pH 7.4, pNFP concentraciones de 2 a 10 mM, NaCl 20 a 

100 mM, enzima 0.95_µ.g/ml, 32 P-ATP 20¡J-M, volumen total 2.0 ml, temperatura -

37ºC. La actividad específica del <r32Pl:ATP fue de 2.5 X 107 cpm/l pol. Se 

midió simultáneamente la hidrólisis de pNFP y 32 P-ATP de la siguiente forma: 

En la cubeta del espectrofotómetro se puso el medio de reacción con el pNFP, 7 
esta mezcla de preincubó a 37ºC durante 5 minutos, la reacción de fosfatasa se 
inició añadiendo la enzima, esta reacción se registra· por un tiempo de 5 minu: 
tos, se adicionó al 32 P:ATP, se mezcló y se tomó a los 15 segundos una alicuo: 
ta de 500 ;-U que se añadió a un volumen igual de TCA al 10% frío, 1 a reacción 

de fosfatasa activada por 32 P:ATP se registró durante 3 minutos, durante este 

tiempo la reacción fue lineal y a los 3 minutos 15 segundos se tomó una segun 7 
da alícuota de soo,ui que se añadió a soo,v.i de TCA al 10% frío. La hidról.!_ 7 
sis de ATP se midió extrayendo el 32 Pi liberado al medio de reacción por el 7 
método descrito por de Meis (128), y se determinó la radioactividad del extrae 

to en un contador de centelleo liquido. En cada ensayo se cuantificó la radio 
actividad total para calcular la cantidad de ATP hidrolizado. La hidrólisis -

del pNFP se calculó del registro espectrofotométrico a 410 nm como se descr.!_: 

bió anteriormente. 
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Efecto del Na+ sobre la relación de hidrólisis de pNFP/ATP. 

Este efecto se midió en las condiciones descritas para el estudio de la rela: 

ción de hidrólisis pNFP/ATP empleando una concentración de pNFP de 6 mM, v~: 

ri ando 1 as concentraci enes de NaCl de O a 120 mM como se indica en 1 as figuras 

SA, 58 y 6A. La fuerza iónica se mantuvo constante con Cloruro de Colina, 

l'/2 = 120 mM. 

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

Se estudió la actividad de fosfatasa de Na+ y la activación por ATP a caneen: 

tración 20pM, empleando el siguiente medio de reacción: MgC1 2 10 mM, TEA:HCl 

50 mM, pH 7 .4, NaCl O:l 70 mM, pNFPdic 5 mM, 1 a concentración de enzima fue de 

10:20 f':¡ de proteína/ml, la fuerza iónica se mantuvo constante con cloruro de 

Colina, r12 = 170 mM, la temperatura de reacción 37ºC; la hidrólisis de pNFP 

se midió en ausencia y en presencia de ATP 20 J'M· 

Las características cinéticas del efecto del ATP a concentraci enes µM sobre 1 a 

fosfatasa de Na+ se hizo a dos concentraciones de Na+ 4 y 100 mM, la concentr~ 
ción de pNFP fue de 5 mM y las de ATP se indican en la figura BA. La constante 

cinética para el pNFP a concentración baja de Na+ (4 mM) se obtuvo variando : 

1 as concentraci enes de pNFPdi c de O. 75 a 4 mM (Fi g 1 OA) en presencia y ausaici a 

de ATP 10 ¡J.14, el medio de reacción fue el empleado para los dos estudios ante: 

riores. 

La hidrólisis de pNFPdic en ausencia y en presencia de ATP µM para todas .]as : 

determinaciones de actividad de fosfatasa de Na+ se midió de 1 a misma forma 
que para la activación de fosfatasa de K+ por ATP .Jl1•1 en presencia de Na+. 

Efectos de Oligomicina sobre las actividades de fosfatasa de la ATPasa-(Na+,K+). 

Se midió el efecto de la oligomicina a una concentración final de 25/'g/ml so: 
bre las reacciones de fosfatasa de K+, fosfatasa de Na+ y K+, y su activación 

por ATP 20 ¡»·1 a concentraciones de Na+ 20 y 100 mM y fosfatasa de Na+ emplean: 
do Na+ 20 mM. 

Las condiciones de reacción fueron las mismas que se emplearon para el estudio 
de la actividad de cada una de las fosfatasas mencionadas. Se trabajó a una -

solacorcentr<Y.:ión de pNFP, la cual fue de 6 mM, la oligomicina utilizada 

'.) 

" 
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se disolvió en etanol y se ajustó a una concentración de 5 mg/ml, la concentra 
ción de proteína por cada reacción fue de 4.3f<9/ml. 

La enzima se preincubó en el medio de reacc1on con la oligomicina por l minuto 
cuando había Na+ en el medio y 5 minutos cuando no había, para equilibrar la -
forma enzimática E-Oligo, 1~ reacc1on se inició por la adición de pNFP y se re 
gistró la hidrólisis; en los casos de fosfatasa de Na+ y K+ y fosfatasa de Na+ 
activadas por ATP, el ATP se adicionó enseguida, registrandose la hidrólisis : 
del pNFP en estas condiciones. Cada una de las reacciones se realizó en pr~ -
sencia y en ausencia de oligomicina, en ausencia del inhibidor se empleó un 
volumen igual de etanol 5 p.l, el volumen empleado de etanol no tuvo ningún - -
efecto sobre las reacciones estudiadas. Las actividades enzimáticas 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 la oligomicina. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SOS. 

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS se hizo por el 
método de Weber y Osborn { 130) . Los gel es se prepararon en tubos de vidrio de 
10 cm de largo con un diámetro interno de 6 mm y contenían 7.5% de acrilamida-
0.2% de bisacrilamida. Los geles se tiñeron con Azul de Coomassie Brillante. 
Los pesos moleculares de las cadenas polipeptidicas se determinaron incluyendo 
estándares de peso molecular conocido: Seroalbúmina 68 kdal, Ovoalbúmina 45 -
kdal, Deshidrogenasa Láctica 36 kdal, Lactoglobulina 18.4 kdal y Mioglobina --
17. 2 kdal. 

Cuantificación de proteínas. 

Las cuanti fi caci ones de proteínas se hicieran sigui ende el método de Lo\'1ry - "'.' 
(131) y Nakamura et al (132). 

En los experimentos descritos en este trabajo la concentración de 

MgC1 2 fue suficiente, de tal forma que la concentraci6n del -

complejo ATP-Mg fue esencialmente equivalente a la concentración 

total de ATP. Los valores de las constantes de disociación para -

ATP-Mg = 1.36 X 10-SM y para pNFP-Mg = 5.9 X 10-JM (67). 
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R E S U L T A D O S 

I. Electroforesis en Geles de Poliacrilamida-SDS. 

En la fig. 1 se muestra la imagen electroforética de una de las preparaciones 
+ + de ATPasa-(Na , K ) de médula externa de riñón de perro, se observan dos -

' bandas pri nci pa 1 es. En 1 a fi g. 2 se grafi ca el 1 og del PM de 1 as proteínas -
utilizadas como teotigo frente a la movilidad electroforética y se calculó un 
PM de 90 kDa para la subunidado< y de 60 kDa para la subunidad_,)l. 

II. Actividad de Fosfatasa Dependiente de K+. 

La primera parte de este trabajo se enfocó al estudio de las características 
de los efectos de K+ sobre la actividad de fosfatasa de la ATPasa-(Na+, K+) -
purificada a partir de microsomas de médula externa de riñón de perro, con el 
objeto de caracterizar la segunda parte del ciclo reaccional de la ATPasa que 
se señaló en el esquema descrito en i ntr.oducción y para posteriormente estu -

di ar los efectos del ATP ,µ.14 sobre esta actividad. 

En la fig. 3A se grafican las velocidades de hidrólisis de pNFP en función de 
la concentración de K+ en presencia y en ausencia de Na+ 30 rnM y se observa -

que: a) el K+ solo tiene un efecto activador hasta concentraciones de 20 mM. 
A concen·oraciones mayores se alcanza un valor constante para la activación de 

la hidrólisis de pNFP; b) en presencia de Na+ 30 mM que na es saturante para 
e 1 sitio del Na+ en la ATPasa .. ( Na+, K+), primero se observa que a concentra . -

ciones de K+ menores de 2 mM hay activación de la fosfatasa que se debe a la 
presencia del Na+, a concentraciones de K+ superiores a 2 mM el Na+ tiene un 

efecto inhibitorio de la actividad de fosfatasa dependiente de K+ de aproxima 
~ -

<lamente un 40%, esta inhibición debida a la presencia de Na' disminuye al au-

mentar la concentración de K+, cuando la concentración de K+ alcanza 63 mM el 

Na+ deja de tener el efecto inhibidor y la velocidad de hidrólisis de pNFP es 
la misma que en ausencia de Na+. En esta gráfica 3A se observan además dos -

zonas de activación por el K+ en presencia de Na+, la primera a concentracio

nes de 0.2 a 2 mM y la segunda entre 2.5 y 50 mM. 

Al representar los valores de velocidad de hidrólisis de pNFP activada por K+ 
en ausencia de Na+ en forma de doble reciproca (fig. 3C) el tipo de curva que 
se obtiene es cóncava hacia arriba y se convierte casi en una linea horizontal 

a las concentraciones más altas de K+, esta curvas resultan cuando existen in 
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Fig l. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 7.5% en presencia de 0.1% 
de SOS de enzima de riñón de perro purificada, Tinción con Azul de -
Coomassie. 
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M. E. 

Determinación del PM de las subunidades de la ATPasa-(Na+, K+) de ri
ñón de perro por electroforesis en geles de poliacriiamida al 7.5% eñ 
presencia de SOS. 1.- Seroalbúmina 68 kdal, 2.- Ovoalbúmina 45 Kdal, 
3.: Deshidrogenasa Láctica 36 kdal, 4.: Lactoglobulina 18.4 kdal, 5. 7 
Mioglobina 17.2 kdal, Sub..: = Subunidadc(, Subp = Subunidadf3 .M .•. E = mo 
bilidad electroforética. -
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Efecto del K+ sobre la actividad de fosfatasa de la ATPasa-(Na+, K+). 
Al Representación directa de los valores de+velocidad de hidrólisis : 
de pNFP en función de la c~ncentración de K . Las condiciones se in: 
di can en metodología. {Na l, O mM {O); 30 mM (O). 
B) Representación de Hill de los datos de velocidad obtenidos de A pa 
ra el efecto estimuladordelK+. (Na+), O mM (O); 30 mM (ó). -
C) Representación en forma de doble reciproca de los valores de velo
cidad obtenidos para el efecto estimulador del K+, en ausencia de Na+ 
O) Doble recíproca+de los valores de velocidad obtenidos para el efec 
to activador del K. Sin+Na+ (o)(concentraciones de K+ superiores a
l mM); en presencia de Na 30 mM (e) 
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teraciones cooperativas fuertemente positivas (133). En la fig 30 están 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+ a las caneen= 
traciones de K+ estudiadas. En ausencia de Na+ se obtiene la curva cóncav; -
hacia arriba (ya apreciada en 3C) con un valor de Vmáx de l.692,fW!oles/min/mg 
proteína. En presencia de tia+ 30 mM se observan 2 zonas de activación para -
el K+, para 1 a primera zona e 1 valor Vmáx es de O. 4315 _µ.mol es/mi n/mg proteína 
y el valor de Km calculado es de 0.65 mM, este valor corresponde al reportado 
en la literatura (134) para el sitio de alta afinidad para el K+ localizado -
en la parte de la enzima que se encuentra orientada hacia el exterior de la -

célula. Para la segunda zona activadora la Vmáx es del .67_p.mles/min/mg pro
teína, el valor de \K+I para esta zona de activación por el K+ se obtuvo a O.o 
partir de la fig. 3B; en la fig 3B los datos de velocidad se grafican de - ~ 
acuerdo a la ecuación de Hill y los resultados obtenidos son: a) En la acti
vación de la fosfatasa por el K+ en ausencia de Na+ existen interacciones de 
tipo cooperativas fuertemente positivas como indica el valor del coeficiente 
de Hill, nH = 1.7B; la !K+!o.o para este efecto activador es de 4.9 mM, cal 
culada a partir de la gráfica de Hill para valor O en ordenadas. b) Para el 
efecto del K+ sobre la fosfatasa en presencia de Na+ 30 mM, nuevamente se-~ 
aprecia la presencia de los dos componentes para este efecto del K+, como ya 
se había observado en la fig 30, las características de estos dos componentes 
son: el sitio de mayor afinidad K0 ¡K•¡= 0.65 Mm, muestra efectos cooperat.!_ ·
vos negativos pues el coeficiente de Hill calculado es menor de 1, nH = 0.63; 
el segundo componente de menor afinidad •J.a IK+lo.o es 12.6 mM y el nH 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 Na+ se pudieran e 1 egi r 1 as candi ci ones para estudiar el efecto 
activador del ATP a concentracionesp.M en presencia de Na+. Se escogió una 
concentración de I~+ baja {0.5 mM), como se observa en la fig 3A, a esta con

centración el K+ tiene poco efecto estimulador sobre la velocidad de hidról.!_ 
sis de pNFP y de esta forma se pu di eran observar los efectos del ATP y del _ 
Na+. 
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111.-. R~l.ación de Hidrólisis pNFP/ATP. 

Uno de varios mecanismos que han sido propuestos para el esquema reaccional de 
la ATPasa:(Na+, K+l, es el planteado por Post y Albers (109, 137). 

E¡ + ATP (¡<Ml + 3Na + i, Mg2 +"==('=l"'l=? E
1 

• 3Na• ATP:!b:(:Z:l 7 E
1
,..,p • ADP · 3Na 

(8) 
1 ~loP-Mg 

E ""P·3Na,, 

Mg;+ k)- + 

l 3Nae 

---- E2 :P 
( 5) 2K+ 

e 

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 ATP, el de alta afinidad característico de la forma enzimática E¡ es el ca 
talítico (etapa 1 ), mientras que al de baja afinidad que· se identifica con la 
conformación E2 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 ¡i.M sobre la actividad de fosfatasa que posee la enzima, se ignora 
si este efecto activador se realiza solo por la unión del ATP a la enzima o si 
es necesaria la hidrólisis de éste para que se consiga el efecto, por lo tanto 
la segunda fase de este trabajo se orientó a investigar los siguientes puntos: 
il ¿Se requiere de hidrólisis del ATP en el sitio de alta afinidad para que se 
active la velocidad de hidrólisis de pNFP dependiente de K+?, 2) ¿Hidrolizan -

los dos sitios simultáneamente el sustrato?, en el caso de que así fuera, 3) : 
¿Cuál es la relación de hidrólisis de un sitio con respecto al otro?; para es: 
to como se describió en material y métodos se midió simultáneamente la hidról.:!_ 
sis de pNFP {que ocupa el sitio de baja afinidad para el ATP) y de ATP 20 fM 
que activa la fosfatasa de K+ y que satura el sitio de alta afinidad, en pre -
cencia de Na+ 20 mM (no saturantel y 100 mM (saturante), así mismo se estudió. 
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el efecto de la concentración del pNFP sobre la relación de hidrólisis 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. -
según el esquema anterior se esperaría que si solo existiera un sitio para el -
ATP, éste lo ocuparía e impediría la hidrólisis de pNFP y viceversa, por lo ta.'!_ 
to se esperaría que no hubiera hidrólisis de pNFP, lo que no explicaría el efec 
to activador del ATP sobre la fosfatasa de K+, pero si se tratara de dos sitio; 
diferentes la relación esperada pNFP/ATP sería de 1 si están en relación 1 :1 en 
la enzima, es decir durante el ciclo de reacción por cada ATP hidrolizado en el 
sitio de alta afinidad se hidrolizaría una molécula de pNFP en el de baja afini 
dad. Los resultados obtenidos se describen a continuación. 

Cuando se empleó un análogo del ATP no hidrolizable (AMP-PNP) para investigar -
si se requiere ATP para que se active la hidrólisis del pNFP dependiente de K+ 
no se observó incremento en la velocidad de hidrólisis de pNFP, lo cual indica 
que se necesita que la enzima se fosforile por el ATP para que se pueda llevar 
a cabo la activación. 

En la fig. 4 se grafica la relación de hidrólisis pNFP/ATP en función de la con 
centración de pNFP con Na+ 20 y 100 mM. Se observa que cuando el Na+ está pre
sente a una concentración de 20 Mm 1 a reJ.ación de pNFP/ATP alcanza un valor má
ximo constante de 4. 7 a concentraciones de pNFP de 6 y 10 mM. Cuando el estu -
dio se hace en presencia de Na+ 100 mM, la relación de hidrólisis pNFP/ATP es -
menor y alcanza un valor máximo constante de 2 a partir de concentraciones de -
pNFP de 5 mM. En esta gráfica podemos apreciar que el Na+ de alguna forma está 
modulando la relación de hidrólisis de pNFP/ATP y que esta relación alcanza un 
valor máximo cuando el sitio para el pNFP está ocupado del 70 al 80% ya que la 
Ko.; para el pNFP en fosfatasa de K+ tiene un valor de 2. 7 mM. 

A partir de estos resultados obtenidos se decidió hacer una titulación de los -
efectos del Na+ sobre la relación de hidrólisis pNFP/ATP durante la activación 

·por ATP de 1 a actividad de fosfatasa de K+. 

En las figs SA y 6A se grafica velocidad de hidrólisis de pNFP a concentraciones 
bajas de K+ (O. 5 mM), en función de 1 a concentración de Na+, se observa que -
el Na+ en ausencia de ATP a concentraciones menores de 40 mM, estimula• la hidró 
lisis de pNFP, a caneen traci enes mayores de 40 mM el Na+ disminuye 1 a velocidad 
de hidrólisis y llega a un valor constante a concentraciones mayores a 80 mM. 
La curva que se obtiene para la parte activadora del Na+ no es Michae-
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Fig 4. Relación de hidrólisis pNFP/ATP en función de la concentración de p~FP. 
Las condiciones de reacción se mencionan en material y métodos. Na -
100 mM (X), Na+ 20 mM (•) y las concentraciones de pNFP indicadas. 
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Fig 5. Efecto del Na+ sobre la relación de hidrólisis pNFP/ATP. Las con 
diciones de reacción se indican en material y métodos, usando clO 
ruro de Colina 120 a O mM para mantener la fuerza iónica constan-=
te y las concentraciones de Na+ indicadas. · 
A~2Efecto del Na+ sobre la hidrólisis de: pNFP sin ATP (o), más : 

P-ATP 20p.M (e), Hidrólisis de 32 P-ATP (ti). 
B) Relación de hidrólisis pNFP/ATP en.función de la concentración 

de Na+. Esta gráfica se obtuvo a partir de los valores repre: 
sentados en la Fig 5 A. 
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A) Efecto del Na+ sobre la hidrólisis de pNFP, sin ATP (o), más ATP 

~?.lt\~p;e~~~tación.de Hill de los valores de velocidad de hidrólisis 
de pNFP en función de la concentración de Na+ en presencia de ATP de 
20 )LM ( e ) , en ausencia de ATP (o ) • Los val ores de Vmáx utilizados 
para esta gráfica se obtuvieron graficando l/v vs l/\Na+\ en C. 
C) Doble reciproca de los valores de velocidad obtenidos experimen -
talmente para la hidrólisis de pNFP activada por ATP ¡.t.M en función ~ 
de la concentración de Na+. · 
O) Gráfica de Dixon de los valores de velocidad de hidrólisis de - -
pNFP en presencia de ATP 20 f'M (efecto i nhi bi dar) en función de 1 a -
concentración de Na+. 
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liana (5A y 6Al lo que indica probablemente que durante esta activación existan 
efectos de tipo cooperativo en.tre 1 os sitios del Na+. En 1 as fi gs 5A y 6 A tam-
bi én se encuentra graficada la curva de activación de hidrólisis de pNFP por el 
Na+ en presencia de ATP 20f-LM y se observa que por efectos del ATP la velocidad 
de hidrólisis de pNFP se incrementa de 2 a 3 veces en comparación con la veloc.:!_ 
dad que se obtiene cuando no está presente el ATP. La velocidad máxima de hi -
drólisis se alcanza con concentraciones de Na+ de 15 a 20 mM y al aumentar la -
concentración de Na+ la hidrólisis de pNFP disminuye hasta alcanzar un valor~ 
constante a concentraciones del efector de 100 y 120 mM. 

Los valores de velocidad de hidrólisis se graficaron en forma de doble recipro
ca para calcular la Vmáx para los efectos del Na+ sobre la fosfatasa dependien
te de K+. En ausencia de ATP se obtuvo una curva cóncava hacia arriba y se - -

apreciaron dos fases (fig. no presentada), de esta gráfica se calculó la Vmáx 
para la zona de activación por el Na+ de menor afinidad y fue de 673.3 nmoles -
de pNFP/min/mg de proteína, para la zona de mayor afinidad de Vmáx observada ex 
perime_ntalmente fue de 43.39 nmoles pNFP/min/mg de proteína. Los datos de velo 
cidad se sustituyeron en la ecuación de Hill y se representaron en la fig 68, 
en esta figura se aprecian claramente dos componentes {círculos abiertos), la -
:Nal~. 5 para el componente de menor afinidad es de 29.5 mM y se calculó de la -
fig 68, el n" tiene un valor de 1.68 indicando efectos cooperativos positivos. 
La INalo.s para el componente de mayor afinidad también se calculó grafican
do los datos en la representación de Hill (fig no presentada) el valor obtenido 
fue de 1 .6 nt-l y el nH Ce 2. 29 señal ando 1 a existencia de interacciones cooperati
vas positivas entre los sitios del Na+, estos datos confirman los efectos obser 
vados en las figs. 5A y 6A en la zona de activación por el Na+. En la fig 6C -
se representaron los valores de la inversa de la velocidad de hidrólisis de - -
pNFP para la zona de activación por el Na+ en presencia de ATP, la curva cónca
va hacia arriba indica que en la activación de la reacción de la fosfatasa por 
el Na+ en presencia de ATP hay interacciones cooperativas fuertemente positivas, 
la Vmáx se calculó graficando l/v vs l/INa+l 2 y el valor obtenido fue de l. 137 
fmoles/min/mg de proteína, la 1Na+1

0
•5 se calculó de la fig 6 B (representación 

de Hill) y fue de 3.B mM, el nH calculado en esta figura fue de 2.35 lo que co
rrobora lo observado en la gráfica de dobles reciprocas, fig 6 C. 

En Na+ a concentraciones superiores a 20 mM y en presencia de ATP disminuye la 
velocidad de 1 a reacción de fosfatasa + representación de Dixon de de K y en la 
fig 60 se puede calcular una Kiap de 96 mM. 

La hidrólisis de ATP que se midió simultáneamente durante la activación de la_ 
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fosfatasa de K+, también se activa por e 1 Na+ Fi g 5A, la K
0 

áp calculada para el 
Na+ por doble recíproca es de 6 mM, parece ser que durante esta activación hay 
dos componentes uno de alta y otro de menor afinidad, la velocidad máxima de -
hidrólisis de ATP se alcanza con una concentración de Na+ de 60 mM y esta velo 
cidad permanece constante al incrementar la concentración de Na+. 

La relación de hidrólisis de pNFP/ATP en la fosfatasa de K+ se ve afectada por 
el Na+ de la siguiente forma: cuando la concentración de Ne+ es menor a 20 mM 
la relación tiene un valor máximo de 4 a 4.5 o sea que la hidrólisis de una m.'!_ 
lécula de ATP en el sitio de alta afinidad activa la .hidrólisis de aproximada
mente 4 moléculas de pNFP posiblemente en el sitio de baja afinidad como se in 
dicó anteriormente; el Na+ uniéndose a un sitio con Kr.1ap 3.8 mM y en presenci-; 
de ATP 20 ¡.tM activa fuertemente la hidrólisis de pNFP mientras que la hidróli
sis de ATP tiene lugar de una forma más lenta y solo alcanza su máximo a con -
centraciones de Na+ a partir de 60 mM; a concentraciones de Na+ mayores de 2a 
mM empieza a haber una disminución de 1 a activación ~ar ATP de la velocidad de 
hidrólisis de pNFP, hasta llegar a un valor constante a concentraciones de Na+ 
de 100 a 120 mM, debido a estos efectos deHl:i+ sobre la hidrólisis tanto de -
pNFP como del ATP al aumentar la concentración del Na+ la relación de hidróli
sis pNFP/ATP va disminuyendo hasta llegar a un valor cercano a 2 a concentra -
cienes de Na+ de 60 a 120 mM fig. 58. 

Actividad de fosfatasa de Na+. Efecto del ATP 20 µM. 

Como ya se mencionó anteriormente la ATPasa-(Na+, K+) 
dad de fosfatasa en ausencia de K+ que es dependiente 

también tiene una activi 
+ + de Na (fosfatasa de Na ) 

(82), pero se ignora que efectos tiene el ATP a concentraciones fM sobre esta 
actividad de fosfatasa de Na+. Este estudio se hizo con 1 a fina 1 i dad de obte
ner resultados que puedan ayudar a esclarecer el mecanismo que sigue la fosfa
tasa de K+ durante la activación por ATP en presencia de Na+ a diferentes con
centraciones. 

Los resultados obtenidos en los estudios hechos sobre la actividad de fosfata
sa de Na+ se presentan en las Figs 7-10; en la Fig 7A se grafican las velocid~ 
des de hi dról i sis de pNFP en presencia y en ausencia de ATP 20 pM en función 
de la concentración de Na+, en ausencia de ATP la hidrólisis del pNFP no es 
estrictamente hiperbólica ya que a bajas concentraciones de Na+, menores de -
10 mM, se observa una curvatura inicial que estudiada con más detalle (Fig 78) 
se nota una activación que se satura al rededor 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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Actividad de Fosfatasa de Na+. Efecto del ATP 20 _pM. 
Al Velocidad de hidrólisis de pNFP en función de la concentración 
de Na+. 
Las condiciones y composición del medio de reacción están descri: 
tas en Métodos. •-• Sin ATP; A -A con ATP 20 _pl'i. 
Bl Parte inicial ili!la curva A. · · · 
C) Dobles reciprocas de los valores de las curvas en A. 
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Fosfatasa de Na+. A) Velocidad de hidrólisis del pNFP en función de 
la concentración del ATP a baja concentración de Na+ (4 mM). 
B) Doble reciproca de los valores de velocidad representados en A. 
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Fig 9. Efecto inhibitorio del ATP sobre la hidrólisis del pNFP con Na+ 100 
rnM. 
Al Velocidad de hidrólisis del pNFP en función de la concentración 
de ATP. o -o pNFP 5 mM, + - + pNFF 8 mM. 
Bl Gráfica.tipo Dixon de los.datos en A para calcular K1 del ATP. 
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A) Velocidad de hidrólisis en función de la concentración de pNFP. 
+ -.. -. + Sin ATP; •"."".":• con ATP 1 O _,«!·1. 

B) Dobles reciprocas de los datos graficados en A. 
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1\1 estudiar el efecto del l\TP 20 ¡.IM en el sitio de alta afinidad, se observa -
una activación de la pNFPasa a bajas concentraciones de Na+ (Figs 71\ y 76) ha~ 
ta 5 mM, la actividad de fosfatasa activada por ATP disminuye la velocidad al 

aumentar la concentración de Na+ después de 5 mM hasta ser menor que la velocj_ 
dad de la fosfatasa en ausencia de l\TP. 1\ concentraciones superiores a 15 mM 
de Na+ el ATP se comporta netamente como i nhi bi dor. De la Fi g 7C se calculan 
la Ko(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 si 
do reportados anteriormente en la l\TPasa de Na+ (135, 136, 137). Aunque difí= 
cil de calcular en presencia de ATP se observa que la !<,,(Na+) para el primer -

+ comportamiento es aproximadamente 1.5 mM para el Na al parecer es el mismo si 
tio de alta afinidad que funciona en la activación de la fosfatasa de Na+ en= 
ausencia de l\TP (Fig 7C). 

El l\TP activa a la fosfatasa de Na+ a bajas concentraciones de Na+ (4 mM) actuan 

do en un sitio cuya K0 (Na+) es de 1.9 JlM (Fig 88) y a concentraciones altas ---= 
de Na+ 100 mM, el l\TP actúa como inhibidor y la K1 obtenida a partir de la Fig 

98 es de 0.5 ¡rn, por la afinidad parece ser el mismo sitio para el l\TP, el si
tio de alta afinidad. 

El pNFP en presencia de Na' 4 mM se hid1·oliza en un sitio con una Km del 1.1 mM 
Fig 106 el valor obtenido es el mismo en presencia y en ausencia de ATP 10 J-'M. 

En general las velocidades de hidrólisis de pNFP dependientes de Na+ son infe

riores a las obtenidas en presencia de K+ bajo, pues en presencia 'de ATP repr! 
sentan solo el 7% y en s·u ausencia el 15% comparado con las velocidades obteni 
das en condiciones de fosfatasa de K+ en presencia de ATP 20 rM y Na+ variabl;. 
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rv. Activación de la Fosfatasa de K+ por ATP <rM) y Na+20 mM. 

Ya hemos mostrado que el ATP a concent;oaciones pM y en presencia de Na+ mM tie 
ne un efecto estimulador sobre la actividad de fosfatasa dependiente de K+, a 
concentraciones bajas de K+ menores del mM (Figs 5 y 6) y (79, 83). La terce
ra etapa del presente trabajo consistió en estudiar las características de este 
efecto activador del ATP en su sitio de alta afinidad sobre la velocidad de hi
drólisis de pNFP que hasta el momento se sabe se lleva a cabo en el sitio de ba 
ja afinidad para el ATP (68). 

En la Fig llA donde se grafica la velocidad relativa de hidrólisis del pNFP en 
función de la concentración de ATP se observa que a concentraciones menores de 
20 J<M el ATP activa la hidrólisis del pNFP, las curvas de saturación presentan 
dos componentes, lo que posiblemente indica la existencia de efectos cooperati
vos y además se observa que el aumentar la concentración de pNFP las curvas se 
desplazan hacia la derecha, es decir se requiere de mayor concentración de ATP 
para llevar a cabo el efecto activador. 

Al graficar los valores de veolcidad de hidrólisis de pNFP obtenidos experimen
talmente en función de la concentración de ATP en la representación de Hill Fig 
118,. se observa que a las cuatro concentraciones de pMFP empleadas l, 4, 6 y 10 
mM, se obtienen dos pendientes, a concentraciones de ATP menores de 0.6 p.M el -
valor de la primera pendiente es cercano a 3, lo cual explica los dos componen
tes obtenidos en la fig. llA, al aumentar la concentración de ATP el valor de -
la pendiente es cercano a l (tabla !), Estos resultados parecen indicar la - -
existencia de dos sitios de alta afinidad para el ATP, uno (sitio l) con efe~ -
tos cooperativos muy positivos y el otro (sitio 2) el cual no presenta efectos 
cooperativos. En la tabla 1 se muestran los valores de las constantes cinét1 

cas para ambos sitios, obtenidas a partir de los datos de la Fig 118 y se apr!:_ 
cia que al aumentar la concentración de pNFP en el medio de reacción disminuye 
ligeramente la afinidad del ATP por el sitio l, Fig 12, el n, obtenido para es
te sitio es cercano a 3. La disminución de la afinidad del ATP por el sitio 2 -
por efectos de la concentración del pNFP es más marcada y el nH es cercano a 1, 
en este experimento se observa que la afinidad por el ATP del sitio de alta afj_ 
nidad se modifica por la presencia del pNFP en el sitio de baja afinidad y como 
además el ATP activa la hidrólisis del pNFP, parece probable que ambos sitios 
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Efecto activador del ATP sobre la actividad de fosfatasa dependien 
te de K+ en presencia de Na+ 20 mM. Las medidas de velocidad se~ 
hicieron en las condiciones señaladas en material y métodos. · 
pNFP l (X), 4 (A), 6 (o) y 10 mM (CJ ); y las concentraciones de : 
ATP indicadas. A) Curva de Saturación. B) Gráfica de Hill de los 
valores de velocidad obtenidos experimentalmente. Los valores Vmáx 
se obtuvieron de las gráficas de doble recíproca. 
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TABLA 1 

CONSTANTES CINETICAS DE LOS SITIOS DE 
ALTA AFINIDAD PARA EL ATP 

pNFF (mM) l 2 
Ao.s 

"" 
Ao.s º" 

l 0.2 f'- M 3.7 0.3ftM 1. D3 
4 0.3 p M 2.9 l.lpM l. l 
6 0.8 f"M 2.4 2. 3 fM l.05 

10 D.Bf M 3.2 4.D ~M l. o 

Los valores de A0•5 y nH se obtuvieron a partir de la Fig 11 :B. 
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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 (A] 0. 5para el efecto activador del ATP: 
obtenidos con las concentraciones de pNFP indicadas, al extrapolar el valor : : 
[AJ 0. 5para el ATP a concentración de pNFP =O, éste coincide con el valor de:: 
K0•5obtenido experimentalmente para la hidrólisis de ATP en las mismas condici~ 
nes de reacción en ausencia de pNFP, este valor es de O.l)'M corresponde con el 
valor reportado para el sitio de alta afinidad (67). 

Como la relación de hidrólisis pNFP/ATP es dependiente de la concentración de : 
Na+ presente, se decidió estudiar las características del efecto activador del 
ATP )"J'i en presencia de una concentración de Na+ saturante del sitio del Na+ en 

la ATPasa:(Na+, K+), la concentración de Na+ fue de 100 mM, la velocidad de hi: 
drólisis de pNFP se midió a una sola concentración de este pseudosustrato la :: 
cual fue de 6 mM, en la Fig 13, se grafican los valores de velocidad relativa: 
en función de la concentración de ATP y se observa que el ATP activa la hidról_:i_ 
sis del pNFP a concentraciones menores a 60 p.M, el comportamiento de esta curva 
es no Michaeliana lo cual indica que duran~e la activación de la fosfatasa por 
el ATP hay interaccione~ de tipo cooperativo. 

Al representar los valores de v y Vmáx de hidrólisis de pNFP obtenidos en fun : 
ción de la concentración de ATP, en la gráfica de Hill (Fig 136) se obtienen 2 
pendientes como en el caso que se trabajó a una concentración de Na+ de 20 mM, 
el primer sitio (sitio 1) tiene un valor de nH = 2.7 semejante al valor obteni: 
do para la activación de la fosfatasa por el ATP 11-M en presencia de Na+ 20 mM: 
lo que señala probablemtne la existencia de una familia de sitios con interaE_ 7 
ciones cooperativas fuertemente positivas, la otra pendiente resultado del efeE_ 
to del ATP a concentraciones superiores a 1 ¡J-M tiene un valor. cercano a l nH = 

l.08 (sitio 2), estos resultados pueden indicar la existencia de 2 sitios de al 
ta afinidad para el ATP, el sitio 1 de mayor afinidad (A] 0_

5
= l.6_µM tiene efe~ 

tos cooperativos fuertemente positivos nH = 3 y el sitio 2 de menor afinidad :: 

[AJ 0. 5 = 3.6 p-M con ausencia de efectos cooperativos nH = l.08. Analizando los 
valores de [AJ0. 5 obtenidos con las dos concentraciones de Na+ 20 y 100 inM obse!: 

vamos que el Na+ a concentraciones lOOrrM disminuye ligerarente la finidad del ATP para el 
efecto activador sobre la pNFPasa. 

Los resultados obtenidos para la activación de la fosfatasa de K+ por ATP ;vM y 
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Efecto activador del ATP sobre la actividad de fosfatasa dependien
te de K+ en presencia de Na+ 100 mM. Las medidas de velocidad se ; 
hicieron en las condiciones descritas en material y métodos. 
pNFF = 6 mM y las concentraciones de ATP indicadas. A) Curva de sa: 
turación. B) Gráfica de Hill. 
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Na+ mM, indican la presencia de dos sitios para el ATP con alta afinidad, uno -
con efectos cooperativos positivos y otro con ausencia de cooperatividad, los 
efectos cooperativos para el ATP sólo 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 disminución de la afinidad del ATP por los 
sitios l y 2 de alta afinidad que ejercen concentraciones crecientes del pNFP. 

Efecto.inhibidor del.ATP.en.presenc1a de Na+ sobre la actividad de fosfatasa de 
K+. 

A concentración de ATP mayor de 20/M disminuye la activación de la fosfatasa -
Fig 14A y a concentraciones de ATP mayores a l mM hay inhibición real de la ac
tividad en ausencia de ATP de la fosfatasa, la K1 para el ATP se modifica por -
efecto de la concentración del pNFP aumenta el valor de K1 para el ATP Fig 148, 
es decir disminuye la afinidad, en esta figura se grafican los valores de K1 
obtenidos a las concentraciones indicadas de pNFP, cuando se extrapola para una 
concentración de ptlFP = O la K1 para el ATP es de 1 mM, Fig 148, este valor ca 
rresponde con el valor de K 0 • 5 reportado para el sitio de baja afinidad para el 
ATP en la ATPasa-(Na+, K+) (68), posiblemente esta inhibición sea de tipo camp~ 
titivo. 

Efecto de.la Oligomicina sobre las actividades de fosfatasa de la ATPasa-(Na+, 
K+). 

Se sabe que la oligomicina actúa bloqueando la transición de E¡"-'P.,..E2 -P en el 
cielo de reacción de 1 a ATPasa-( Na+, K+) ( 67, 97). Los resultados de los estu
dios que se hicieron del efecto de este inhibidor sobre las reacciones de fosfa 
tasa de la ATPasa-(Na+, K+l se encuentran resumidos en la tabla !!, en la cual= 
vemos que la oligomicina a una concentración de 25,.t<g/ml actuó de la siguiente
forma: ihibió la actividad de fosfatasa de K+ en un 21.73, en la actividad de -
fosfatasa de Na+ en presencia de K+ (0.5 mM) el efecto que tuvo fue estimulata
rio de 80.4% en presencia de Na+ 20 mM y de 27.4% con Na+ 100 mM, la activación 
de esta reacción por adición de ATP al medio se inhibió un 41.5% y 40.6% con Na+ 
20 y 100 mM respectivamente, a la reacción de fosfatasa de Na+ la estimuló un 
26.15% y a la activación de esta reacción por ATP la inhibió en un 31.6%. 
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res de velocidad de hidrólisis de pNFP obtenidos experimentalmente:" 
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TABLA JI 

EFECTOS DE LA OLJGOMICINA SOBRE LAS ACTIVIDADES 
DE FOSFATASA DE LA ATPasa-(Na+, K+)* 

- - .. . - . . 
FOSFATASA ESTIMULADA ACTIVIDAD (nmoles pNF/min/mg prot) 
POR:*~- ___ .... ____ 7?ligo ___ --~ligo_ ___ ·-

K+(20) 
K+(0.5)+Na.; (20) 

K+(0.5)+Na+(20)+ATP(20) 
K+(0.5)+Na+(l00) 
K+(0.5)+NaT(lOO)+ATP(20) 
Na+(20) 
Na+(20)+ATP+(20) 

2596.9 
190. 12 
964.29 
203.85 
250.87 
128.96 
150. 33 

2034.4 
342.99 
564.07 
259.85 
148.96 
162.68 
102.89 

*Las condiciones de reacción se detallan en métodos. 

Efecto*** 
I (%) A(%) 

21.67 
80.41 

41.5 
27. 39 

40.6 
26. 15 

31. 55 

+ + **Las concentraciones señaladas entre paréntesis son mM para Na y K y para 
ATP ¡;J4. 

***I = Inhibición. A = Activación. 
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D.l.S.C.U.S.I.0 N 

La forma enzimática involucrada en la reacc1on de fosfatasa dependiente de K+ -
que muestra la ATPasa-'-(Na+, K+) es la E2 (135), el K+ uniendose a sitios en la 
enzima localizados aparentemente en la porción citoplasmática estimula dicha ac 
tividad (136). La secuencia de reacción para esta actividad se representa en -

-. el esqooma 1. 

Esquema 1 

l l) 
pNF.-

pNFP _/ K+ 
.. 4-~'-~~"----1> K· Ez.:. P ..,_~¿',____ _ _,.. El + Pi 

( 2 ) l3) 

Robinson (137) ha reportado que hay incorporac1on de 
32

P proveniente de 
32

P.:..pNFP 
estimulada por K+ en una preparación de ATPasa(Na+, K+) de cerebro de rata, por 
esta razón posiblemente en el transcurso de la reacción de hidrólisis de pNFP h~ 
ya la formación de un intermediario fosforilado que difiere de la forma enzimáti 
ca fosforilada por ATP y dependiente de N•+ en su sensibilidad a hidroxilamina ~ 
a cambios de pH (137). 

En el presente trabajo se encontró que el K+ activa la hidrólisis de pNFP unién 
dose a un sitio con una [K+J 0. 5= 4.9 mM posiblemente se trate de un sitio para 
el K+ localizado en el interior de la célula ya que la afinidad es cercana a la 
reportada en la literatura para este sitio del K+ (intracelular) <Ka.slO 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 la hidrólisis de 
pNFP dependiente de K+ sigue un comportamiento cinético diferente; a concentra
ciones bajas de K+ (menor al mM) hay una estimulación dependiente de Na+, esta 
activación ya observada por Robinson (79) y Nagai y cols. (75) posiblemente re 
presente la disponibilidad de una vía enzimática alterna la cual requiere Na+; 
K+ para realizar la hidrólisis de pNFP, ya que el Na+ solo es un activador muy 
débil (79) y además esta reacción de fosfatasa dependiente de Na+ y K+ se carac 
teriza porque debido a los efectos del Na+ hay una mayor afinidad por el K+ - ::: 
K0 • 5= 0.65 mM. Ya anteriormente se ha propuesto que en la activación de la fas 

fatasa por Na+ a K+ bajo está involucrada una fosforilación de la enzima por -= 
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pNFP dependiente de Na+ para formar E1-P (esquema 2 etapa 1) Y en presencia de Mg
2
+ 

hay una isomerización a E2-P con sitios para el K+ con afinidad elevada y orientados 
extracelularmente, análogos a los presentados en la secuencia de reacción de la ~ 
ATPasa-(Na+, K+) (80, 138). 

Esquema 2 

Na+ 
pNFP pNr 

-Na+ 

El E • Na - - - - E1 ~ Pi 
Ll ) 11 ( 1 ' ) 

(4). Pi H2o (2) r:::. 
"' / E2K E2--:E2 + Pi 

K+ ( 3) \ (2') 
p (8) 

X= Paso que bloquea la oligomicina en ATPasa-(Na+, K+). 

+ En ausencia de Na , 1 a forma enzimática E 1 se fosfori 1 a por pNFP probab 1 emente en el 

sitio de baja afinidad para el ATP y pasa lentamente a E2'.p(B). La forma E2-P se -

hidroliza activada por el K+ presente a baja velocidad porque la concentración de K+ 

es baja. 

La reacc1on de fosfatasa activada por Na+ a concentraciones bajas de K+, es estimula 
da por oligomicina (tabla Ill, a diferencia de la reacción de ATPasa-(Na+, K+) la_:_ 

cual se inhibe por oligomicina que actúa bloqueando el paso de transición de la for

ma E1"-'P <.--7E 2 - P (etapa 2 del esquema 2), lo que indica que cuando no se lleva a 

cabo el paso E1-?(8) a E2-P(B) en. la reacción de la fosfatasa la hidrólisis de pNFP 

es más rápida (etapa 1 y 1' en el esquema 2), este efecto de la oligomicina señala -

también que la vía de hidrólisis del pNFP dependiente de Na+ y K+ es diferente a la 

ruta que sigue la fosfatasa dependiente de K+, en este caso la oligomicina es inhib.:!_ 
dora y que el intermediario fosforilado es diferente al que se forma en el curso de 

la reacción de ATPasa-(Na+, K+) puesto que no hubo inhibición de la reacción. 

El Na+ inhibe la actividad de fosfatasa dependiente de 1:+ al existir en el medio de 

reacción concentraciones de K+ mayores de 2 mf.1; y este efecto desaparece a concentra 

ciones de K+ de 63 a 150 mM. En el efecto de inhibición por el Na+ hay un cambio en 

la afinidad de la enzima por el K+ y la disminución en la velocidad 

*La forma fosforilada de la enzima se designó como E¡-P(B) para indicar que la fosfo 
1~i1ación €S SJ. un ~itio6:! buja afinidad diferente al de fosforilación por ATP. 



50 

+ de hidrólisis de pNFP observada por efecto del Na , puede ser el resultado de la 
suma de dos vías hidrolíticas una dependiente de Na+ y otra de K+ (esquema 2, -
etapas l, 2 y 2' para Na+ y 3 y 4 para K+)Robinson (139,140) Presenta un mxlelo de reac
ción para la fosfatasa (esquena 3) en el cual puede existir car¡ietencia entre el Na+ y el.!(+ por -la 

forma E 1 de la enzima, la actividad total de fosfatasa sería el resultado de la 
hidrólisis de pNFP por la vía de Na++ K+ y la de K+. 

Esquema 3 

+s .:.Na+ +K+ 
E1• Na :;¡=: E1 S-Na ~ E,-:-P.Na ~ E2-P.Na ....:...._ E2-.P :;;¡=:::: E2P.K 

iliode1o para la secuencia de reacción de la actividad de fosfatasa dependiente de 
Uta++ K+). S = Sustrato (140). 

En los estudios que se hicieron en este trabajo, con fosfatasa de Na+, se encoE_ 
tró que la hidrólisis de pNFP por esta vía es muy lenta, lo que provoca la dismj_ 
nución de la velocidad de hidrólisis de pNFP total observada. A concentraciones 
de K+ de 63 a 150 mM, en el Na+ no tiene efecto sobre la actividad de fosfatasa 
debido a que a esas concentraciones de K+ la enzima estará en la forma E2K, y la 
vía de hidrólisis será la de K+. 

RELAC!ON DE HIOROLISIS pNFP/ATP. 

Los resultados de los experimentos mostrados en el a¡:srtad:> III sobre la activ~'-. 
ción de la fosfatasa..:-K+ pa1~ ATP a concentraciones JlM y Na+ a concentraciones 1nM, 

señalan hallazgos importantes, como es el estado dt! la relación de hidrólisis de 
los sustratos durante dicha activación la cual hasta el momento se desconocía; .:... 

así mismo se ignoraba si a111bos sustratos el de la ATPasa y el de la fosfatasa se 
hidrolizan simultáneamente. En el presente trabajo, se encontró que tanto el -·-· 

ATP en el sitio de alta afinidad como el pNFP actuando en el sitio de baja afini 
dad para el ATP se hidrolizan durante la activación por ATP y Na+ de la reacció~ 

de fosfatasa dependiente de K+ y la relación de hidrólisis de pNFP/ATP es depen~ 
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diente de la concentración de Na+ en el medio de reacción. 

Se conoce que la estimulación de la actividad de fosfatasa dependiente de K+ por 
Na+ a concentraciones bajas de K+ (0,5 mM) es más marcada en la presencia de ATP 
o de otros agentes fosforilantes como son CTP y AcP(80) actuando en el sitio de 
mayor afinidad para el ATP y que en esta estimulación hay disminución en la K 

0 o .. 
para el K+(80), en este trabajo se demostró que es necesaria la fosforilación de 
la enzima para que se lleve a cabo la estimulación, ya que cuando se empleó en -
lugar del ATP el AMP-PNP no se produjo incremento en la velocidad de hidrólisis 
del pNFP como cuando se utiliza el ATP. Se propone un esquema de las etapas pro 
bables que sigue la enzima para hidrolizar pNFP en presencia de ATP, Na+ y K+: -

(4) 

( 1) 
ATPµM 
Mg2+ 

X = Etapa que bloquea 1 a al igomic·ina. 

Esquema 4 

ADP·Mg / P(A) 

7 "">: ~ E1 ·Na 
pNFP '-P(B) 

pNF-
(2) 

Robinson (80) ha indicado que durante la activación por ATP posiblemente se for
me un intermediario doblemente fosforilado E(P(A) y E..--P(B) durante el cambio 

'P(B) 2'P(A) 
de conformación el sitio de alta afinidad se estará transformando en sitio de ba 
ja afinidad y viceversa segun lo propuesto por Cantley(lOO); como la activación 
de la fosfatasa a K+ bajo (menor a 1 mM) la realiza el Na+ en ausencia de ATP y 
esta activación puede ser porque el Na+ esté promoviendo la fosforilación de la 
enzima por pNFP (80, 137). Este compuesto doblemente fosforil ado cambia de con-. 
formación en presencia de Mg + (etapa 2) y por efectos del K+ se lleva a cabo 
la hidrólisis de los dos grupos fosfato (etapa 3), el ATP acelera la etapas 
1 y 2 (esquema 4) por esta razón aumenta la velocidad de hidrólisis del pNFP. Es 
ta reacción a semejanza de la ATPasa-(Na+ , K+) se inhibe por Oligomicina (tabl·a· 
Il). 
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Durante la estimulación de la fosfatasa dependiente de K+ por. Na+ Y ATP la hidró 
lisis del pNFP en el sitio de baja afinidad para el ATP es superior a la hidról~ 
sis del ATP en el sitio de alta afinidad, por lo cual resulta una relación de h~ 
drólisis pNFP/ATP superior a l. El valor de esta relación depende de la concen
tración de Na+ en el medio de reacción, cuando la concentración de Na+ es menor 

a 20 mM alcanza un valor máximo de 4.7 y a concentraciones de 100 mM alcanza un 
valor mínimo de 2. Estos cambios en la relación de hidrólisis se explican en -
función de la vía de hidrólisis de pNFP que predomina por efectos del Na+, cuando 
la concentración de Na+ es menor a 20 mM la vía hidrolítica principal es la señ! 
lada en el esquema 1 (ruta dependiente de K+), en la cual la hidrólisis de pNFP 
es rápida, mientras que la hidrólisis de ATP procede lentamente debido a que el 
sitio del Na+ para la función de ATPasa-Na+ no ha alcanzado la saturación, a me 
dida que la concentración de Na+ aumenta para la actividad de pNFPasa la ruta_-. 
que está siguiendo la enzima predominantemente es la señalada en el esquema 4 la 
cual es dependiente de Na+ y K+ y acelerada por el ATP y la hidrólisis de ATP ha 
alcanzado el máximo, lo señalado. anteriormente explica porqué varia la relación 
de hidrólisis pNFP/ATP. 

La hidrólisis de pNFP activada por ATP y Na+ en presencia de concentraciones ba 
jas de K+ sigue principalmente la vía hidrolítica señalada en el esquema 4. La 
contribución por otras vías es mínima ya que cuando se hizo el estudio de la fas 
fatasa dependiente de Na+ con y sin ATP se encontró que la hidrólisis de pNFP _: 
por esta vía es muy lenta comparada a la que se obtiene en presencia de K+ bajo 
y además es inhibida por oligomicina respuesta semejante a la de la actividad de 

+ + ATPasa-(Na , K ). 

Características del efecto activador del ATP CfMl en la reacción 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 hidrólisis del pNFP en el sitio de baja afinidad se -
encuentra que para llevar a cabo esta activación el ATP produce dos efectos que 
en representación de Hi 11 aparecen como dos COJlJOnentes 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 la activación por ATP de la fosfata 
sa dependiente de Na+ aparece solamente un sitio de afinidad elevada para el ATP. 
El componente de mayor afinidad que se denominó sitio l tiene efectos cooperativos 
positivos, el carponente 2 nuestra ausencia de cooperatividad, este comportamiento no 

se modifica al cambiar la concentración del pNFP solamente la afinidad por el --
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ATP en los dos componentes disminuye al aumentar la concentración de pNFP. Los 

dos componentes observados en la gráfica de Hill de la fig. llB no se pueden ex

plicar fácilmente con argumentos cinéticos. Este tipo de patrones de activación 

bifásicos se han visto en ATPasa activada por ca2+ por Silva Y Verjovslci-Almei
da {145), ·en ATPasa activada por sr2+ con Mg 2+ 5rrtM: por Guimaraes-Motta et. al -
(146), en pNFPasa activada por ca2+ y pNFPasa activada por sr2+ por Holguín 

(147), también han sido descritos' como soluciones teóricas en sistemas con rnult.i 

sitios, con o sin comportamiento cooperativa (133). Si los dos componentes de -

la fig. llB representan dos sitios o es un sitio que cuando no está saturado pr~ 

senta cooperatividad y al saturarse ya no muestra cooperatividad, es algo que r~ 

quiere aclaración en el futuro. 

Los valores de nn obtenidos fueron de 3 y 1 para los efectos o componentes 1 y 2 

respectivamente (tabla I), por primera vez se obtiene un valor de nH superior a 
1 para el ATP, el coeficiente de Hill de 3 obtenido a concentraciones bajas del -

sustrato es difícil de e..'"{!)licar, puede implicar la e..~istencia de sitios regulado

res los cuales deben ser ocupados antes de que el sustrato ocupe el sitio catalí

tico en la enzima (133), o bien puede ser que este nH elevado esté indicando el -

número de sitios activados por el ATP al unirse al sitio de alta afinidad y esto 

explicaría la relación de pNFP/ATP ~ 4. 

cuando se estudia la cinética de hidrólisis del ATP a concentraciones menores a 

20 u."1 y en ausencia de pNFP,aparece un solo sitio para el ATP con una A Q.S de 

0.1 ul'l; al parecer los sitios de alta afinidad que se muestran en presencia de 

pNFP pertenecen a la misma familia de sitios, pues al extrapolar en la fig. 12 

para una concentración de pNFP= O, el valor de los dos sitios coinciden con el ~ 

lar SO.S obtenido experimentalmente en ausencia de pNFP. 

El ATP a concentraciones mayores a 1 m.1-1 tiene un efecto inhibidor sobre la reac-

ción de fosfatasa dependiente de K+ en presencia de Na+, posiblemente compitiendo 

por el mismo sitio del pNFP, ya que a mayor concentración de pNFP se requiere de 

mayor concentración de ATP para inhibir la reacción de f osfatasa y cuando se ex

trapola el valor Kr para el ATP a una concentración de pNFP = O (fig. 14E) la Kr 

del ATP es de lm?-1 que corresponde al valor reportado pa~a el sitio de baja afini 

dad para e1 ATP (68), la inhibición observada con ATP lOm.~1 cuando la concentra-

ción de pNFP es de lOmi.'4 se puede deber parcialmente a que en el medio de reacción 

exista ATP libre y no en forma de ATP- Mg, ya que la concentración de }1g
2

+ fue -
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de lOm!'-1 y el pNFP ta1nbién forma complejo con éste aunque con una afinidad menor 

que la del ATP (Kp pm'P-r-~=5.9 reir-[), se conoce que el ATP l.ibre inhibe la reac-

ción de ATPasa-(Na+,~) compitiendo con el complejo ATP-Mg con una KI = 4.SmM 
(67). 

Para el efecto inhibidor del ATP sobre la reacción de fosfatasa dependiente de

K+ Robinson reporta una inhibición ~e tipo competitivo (68). 

De esta manera utilizando el ATP a concentraciones saturantes del sitio de afi

nidad elevada y el pseudosustrato pNFP a concentraciones que ocupan el sitio -

de baja afinidad se pudo lograr estudiar las características de los sitios ca
talíticos para el ATP en la ATPasa-(Na+, K+), los resultados señalan la exis-

tencia de más de un sitio hidrolÍtico para el ATP los cuales no son indepen--

dientes ya que la ocupación de un sitio roodifica e1 comportamiento del otro. 
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CONCLUSIONES 

Dentro del complejo mecanismo de reacción de la ATPasa-{Na+, K+) el ATP tiene 
un papel bifuncional el cual se ha explicado en la parte de introducción de -
este trabajo; se ha propuesto 1 a existencia d€: dos si ti os con diferente afi ni 
dad para el ATP, los cuales muestran interacciones anticooperativas (57, 62, 
100, 141-14~). Si estos sitios existen en efecto separados (uno de alta y~
uno de baja afinidad), o bien se trata de un sólo sitio que se está transfor
mando (126, 127), es algo que aún no está 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: 

l. Durante la activación por ATP y Na+ de la fosfatasa dependiente de K+ se:_ 
requiere hidrólisis de ATP en el sitio de alta afinidad para activar la -
fosfatasa, lo que implica que en la vía que sigue la reacción está involu 
erada la fosforilación de -la enzima en el sitio de alta afinidad. 

2. El conocimiento de la relación de hidrólisis de pNFP/ATP es una aportación 
más en favor de la teoría de la existencia de dos sitios con diferente afi 
nidad para el ATP los cuales se están alternando durante el ciclo de reac
ción de la enzima, puesto que la relación que resulta es siempre mayor a l. 

3. El valor de la relación pNFP/ATP que pasa de un valor cercano a 4 a 2 pue~ 
de indicar la vía preferencial de hidrólisis del pNFP activada por el ATP, 
cuando no hay Na+ o 1 a concentración del mismo es menor de 20 mM 1 a enzima 

sigue la vía de hidrólisis señalada en el esquema l {fosfatasa dependiente 
de K+), al aumentar el Na+ la enzima para hidrolizar el pNFP en presencia 
de ATP ,.P-M seguirá predominantemente la ruta dependí ente de Na+ y K+ (esqu_':_ 
ma 4). 

4. Por primera vez se encuentran un nH superior a 1; el valor encontrado es 
cercano a 3, "indicando posiblemente el número de sitios de baja afinidad -
activados por el ATP actuando en el sitio de alta afinidad. ¿Existe o no -
relación entreeinHobtenido y la hidrólisis de cuatro moléculas de pNFP --'-
cuando las concentraciones de Na+ son menores a 20 mM? esta es una pregun
ta que requiere mayor investigación. 
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