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lllifil!llfilL. 

El sustrato real de la actividad hidrol1tica de la 

pirofosfatasa de membrana es el complejo Mg-PPi. El Mg2' libre es 

un activador esencial de la reacción, ya que la enzima no presenta 

actividad cuando la concentración de Mg2' libre es menor de 10 µM, 

a pesar de que la concentración del sustrato es 0.5 mM. La Km para 

el sustrato disminuye al aumentar la concentración del activador 

esencial, produciendo un aumento en la afinidad para el sustrato. 

Asimismo, la Km para el Mg2' libre cambia con la concentración del 

sustrato. Los estudios cinéticos en equilibrio rápido sugieren que 

el complejo catal1tico es ternario: Enzima-(Mg)-(Mg-PPi), con un 

mecanismo ordenado para la formación del complejo, en donde el Mg2' 

libre interactua antes que el Mg-PPi (sustrato) con la enzima. 

Estudios con inhibidores competitivos sugieren un mecanismo 

ordenado, aunque se discute si el mecanismo es equilibrio rápido o 

estado estacionario. 

Con el fin de conocer si el potencial de superficie ejerce un 

efecto en la afinidad de la enzima por el sustrato, se utilizaron 

dos métodos para modificar la carga de superficie de los 

cromatóforos: fusión de liposomas con cromatóforos e incorporación 

de detergentes aniónicos o catiónicos a los cromatóforos. se 

encontró que la modificación del potencial de superficie no ejerce 

efecto sobre la cinética de hidrólisis y se discute que la 

distancia desde el sitio activo de la enzima a la superficie de la 

membrana del cromatóforo podr1a explicar esta ausencia del efecto. 
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CAPITULO l. 

IllTllODDCCIÓK 

lo 1. CAllAC'l'Dl8'l'ICU GDlllLIB DI LA PO'l'OBill'l'IBIB U BACTDIU, 

En el proceso conocido como fotos1ntesis, la energ1a de las 

radiaciones electromagnéticas se convierte en energ1a qu1mica, ya 

sea en la membrana tilacoidal de los cloroplastos o bien en la 

membrana plasm6tica de las bacterias fotosintéticas. Durante la 

fotos1ntesis oxigénica se produce oxigeno con base en la siguiente 

reacción: 

2H20' + C02 ( cH,o) + H20' + o; 

Sin embargo, la mayor1a de las bacterias fotoautotróficas 

llevan a cabo fotos1ntesis anoxigénica, descrita por van Niel en 

1935: 

2H2'- + C02 

En esta reacción no existe liberación de oxigeno molecular y 

el agua es reemplazada por otros reductores como el s 2, s2o3
2·, H2S 

o el hidrógeno molecular. Asimismo, algunas bacterias 

fotoaint6ticas pueden reemplazar tanto al agua como a los 

coapuaatoa de azufre, por coapueatoa orq!nicoa, tales coao el 

aalato, succinato, B-hidroxibutirato, etc. (Gottachalk, 1986). 

Los procesos que intervienen desde la fotoa1ntesis hasta la 

s1nteais de ATP, est6n comprendidos en cuatro fases: 1) Captura de 

la enerq1a radiante por los pigmentos cosechadores de la luz, 2) 

Transferencia de enerq1a hacia el centro de reacción (contiene 

bacterioclorofila, bacteriofeofitina, quinonas y un Fe no h6mico en 
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donde ocurre el proceso primario de separación de carga (energia de 

oxido-reducción), 3) El transporte de electrones iniciado por el 

centro de reacción genera un gradiente electroquimico de H', 4) la 

energia derivada de la cadena de transporte de electrones 

(gradiente electroquimico de H') es utilizada para la sintesis de 

ATP, transporte de solutos, etc. (Dawes,1986). Es decir la en.;rgia 

derivada de la luz, se utiliza para generar el ATP 

(fotofosforilación) por medio de un circuito de protones an&logo al 

de la mitocondrias y membranas bacterianas, alternativamente esta 

energia del gradiente electroquimico de protones se acopla a la 

sintesis de PPi a través de la H'Pirofosfatasa de membrana 

(Baltschefsky, 19G7a). 

I.1.1 TAXONOKIA DI LAS BACTIRIAS FOTOSI!l'l'ETICAS. 

Las clasificaciones taxonómicas entre los organismos toman en 

cuenta relaciones fenotipicas para la determinación de los taxa, 

pero estas agrupaciones no siempre reflejan las relaciones de 

parentesco o linaje (relaciones evolutivas) entre los grupos. Al 

respecto, se ha propuesto (Woese, 1978, Woese y col 1990) tres 

dominios para agrupar a los organismos vivos: Eubacteria, Archaea 

y Eucarya (Fig. 1). Dentro de Eucarya (eucariontes) se encuentra 

los reinos de Animalia, Plantae y Fungi. Estas agrupaciones se 

basan en la similitud de la secuencia del Acido ribonucléico 

ribosomal (RNAr) , dado que esta molécula se encuentra presente 

desde los primeros organismos los cambios en su secuencia sirven 

para establecer relaciones f ilogenéticas. 
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Las bacterias fotosintéticas estan presentes en los dominios 

de Eubacteria y Archcae (arqueobacterias, ver Fig.l), 

Bacteria Archaea Eucarya 

2 

Figura l. Relaciones filogenéticas entre los organismos, con 
base en las comparaciones del RNAr tomado de Woese (1990). Los 
nameros corresponden a los siguientes grupos: 1 termotogales; 2 
falvobacterias; 3 cianobacterias; 4 bacterias pQrpuras; 5 Gram­
positivas; 6 verdes no sulfurosas; 7 género Pyrodictium; 8 género 
Thermoproteus; 9 Thermococcales; 10 Methanococcales; 11 
metanobacterias; 12 metanomicrobiales; 13 halófilas; 14 animales; 
15 ciliados; 16 plantas; 17 hongos¡ 18 flagelados y 20 
microsporidia. 

Dentro del dominio de Eubacteria se encuentra el mayor namero 

de especies de bacterias, en donde las bacterias 

fotosintéticas no forman un grupo genealógico diferente de las 

bacterias no fotosintéticas, es decir los grupos aut6tofos y 
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heter6trofos no astan filogenéticamente separados, por ejemplo en 

el grupo de las bacterias pürpuras tanto encontramos bacterias 

fotosintéticas como heter6trofas, Las bacterias fotosintéticas que 

pertenecen a este dominio se encuentran representados en los 

siguientes grupos (Fig l): el de bacterias purpuras no sulfurosas 

(Rhodospirillum, Chromatium. Rbodobacter); el de bacterias gram 

positivas (Heliobacterium); el de cianobacteria; el de bacterias 

verde-sulfurosas (Chlorobium) y el de las verdes no sulfurosas 

(Chloroflexus) . 

El dominio de las arqueobacterias comprende cuatro fenotipos 

generales: las metanógenas, las reductoras de compuestos de azufre, 

las term6filas extremas y las hal6filas. Desde el punto de vista 

filogenético no se encuentran separados estos grupos (Fig l), sino 

qué, muestran una relaci6n evolutiva muy particular entre estos. 

Dentro del grupo de las halobacterias, se encuentran las Cínicas 

arquoebacterias 

concentraciones 

fotosintéticas, 

salinas elevadas 

estos organismos 

( 4 . J M de NaCl) 

viven a 

y realizan 

fotos1ntesis no oxido-reductora. su aparato fotosintético es muy 

diferente al resto de los organismos fotosintéticos, ya que en 

lugar de BCl (bacterioclorofila) o Cl (clorofila), presenta una 

prote1na asociada a membrana llamada bacteriorrodopsina. Esta 

prote1na puede llegar a representar el 90\ de la prote1na de la 

membrana de la bacteria, si se cultiva en presencia de luz y bajas 

tensiones de oxigeno, La bacteriorrodopsina es una prote1na 

monomérica que atraviesa 7 veces la membrana; el polipéptido tiene 

un peso molecular de 26 Kilodaltones (Eisenbach y caplan, 1979). 
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I.1.2. BACTBRIAB POTOBillTBTICAB RHODOBPIRILLALBB. 

De acuerdo con la clasificación de Pfenning y Truper (1971), 

las bacterias fotosintéticas usadas en este trabajo pertenecen al 

orden Rhodospirillales y de acuerdo con la clasificación de Woese 

(1987) pertenecen al subgrupo a-1 de las bacterias púrpuras. Este 

orden incluye dos subórdenes (Pfenning y Truper 1971) que son: 

Rbodo•pirillin••• y Cblorobiin•••· 

El suborden Rhodospirillineae comprende organismos que 

contienen Bel "a" o 11 b11 , los pigmentos se localizan en la membrana 

plasmática, que se invagina al interior del citoplasma, formando 

los cromatóforos. Este suborden contiene dos familias: 

Rhodospillineae y Chrornatiaceae. 

El suborden Chlorobiniieae comprende bacterias con Bel "e", 

"d", o "e", los pigmentos están localizados en estructuras 

especiales llamadas clorosomas, los cuales esti1n unidos a la 

membrana citopli1smica. Este suborden contiene dos familias: 

Chlorobiaceae y Chloroflexaceae. 

I.1.3. DBBCRIPCCIO• DI Rbodospirillum ~ 

Tornando en cuenta la clasificación de Trupper (1976) la 

bacteria Rhodospirillum l:Yl2n!m pertenece al: 

Orden: 
Suborden: 
Familia: 
Género: 
Especie: 

Rhodospirillales 
Rhodospirillineae 
Rhodospirillaceae 
Rhodospirillum 
Rbodospirillum J.'.YR[J¡Jll 

La especie Rhodospirillum l'.!Ü!Dllll, paseé una forma espiral 
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y mide o.a µrn de ancho por 7 a 10 µrn de largo; se multiplica por 

fisión binaria; presenta flagelos polares y una pared celular 

separada de la membrana celular por un espacio periplAsrnico. La 

membrana celular envuelve al citoplasma y contiene el sistema de 

transporte de electrones, los complejos cosechadores de luz y el 

centro de reacción (Fig 2). si el crecimiento se lleva a cabo en 

condiciones de baja concentración de oxigeno y luz, presenta 

invaginaciones de la membrana plasm6tica denominadas cromatóforos 

(Clayton y Sistrom, 1978). En el espacio peripllismico existen 

prote1nas que participan en el transporte de electrones corno el 

citocrorno c2• En condiciones aeróbicas sin luz, obtiene energia a 

partir de la oxidación de substratos org6nicos. En esta fase 

respiratoria no desarro.lla los cromatóforos. Esta bacteria almacena 

glucógeno o poliB-hidroxibutirato como reservorio de energ1a 

(Merrick, 1978) y requiere de biotina para su crecimiento. Utiliza 

corno donadores de electrones y como fuente de carbono los 

siguientes compuestos: acetato, butirato, propionato, piruvato, 

lactato, succinato, etanol y requiere de los aminolicidos: 

aspartato, glutamato y arginina o bien amonio o N2, por lo tanto 

esta bacteria es fijadora del nitrógeno molecular. Bajo 

condiciones respiratorias presenta las siquientes actividades 

enzimAticas: NADH oxidasa, fumarato reductasa dependiente de NADH, 

NADH deshidrogenasa, 

deshidrogenasa succinica y citocrorno c oxidasa (Laskin y 

Lechevalier, 1988). B· ~ es una bacteria Gram-negativa que 

contiene en su membrana 19% de fosfatidiletanolamina, 10\ de 
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Figura 2. Esquema de la transducciOn energética en bacterias 
pürpuras no sulfurosas 

P-870 : Centro de reacciOn 
I: Bacteriofeofitina 
Fe:Q1: Fierro-Quinona 
Q11 : Quinona Secundaria 
b, y bh: citocromos b 

Fe-s: complejo Fierro-Azufre 
c,:citocromo c, 
FoF1: ATP sintasa 
PPi: pirofosfatasa 
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fosfatidilcolina y 5% de cardiolipina (Rogers, 1986). Al igual que 

todas las bacterias Gram-negativas, posee una cubierta de 

peptidoglicano de 2 nm de grosor que cubre la pared celular, juntas 

estas dos estructuras le dan rigidez y su forma 

característica a la bacteria. 

Las quinonas que contiene son ubiquinonas y el caroteno 

predominante es espiriloxantina. El espectro de la membrana del 

cromatóforo presenta una banda de absorción a los 550 nm debido a 

la espiriloxantina y un pico de absorción sencillo y simétrico de 

bacterioclorofila a los 825 nm (Clayton y Sistrom 1978) 

La ubiquinona 10 (UQ10 ) se encuentra en la membrana tanto en 

el cultivo fotosintético como en el cultivo respiratorio, pero su 

concentración es mayor durante el cultivo fotosintético. La 

actividad de NADH-oxidasa disminuye por la destrucción de la UQ10 

por luz ultravioleta (Nishikawa y col, 1973). 

I.a. TRAllBrORllACIO••• DB .... GIA .. KBXBRAllAS. 

un avance crucial en el campo de la bionergética, fue el 

descubrimiento de que la mayor parte del ATP sintetizado en la 

c6lula, proviene de los complejos enzimAticos asociados a las 

membranas de la mitocondria (membrana interna), la membrana 

tilacoide de los cloroplastos y la membrana citoplasm6tica de 

los procariontes (Harold, 1986). Estas membranas, acoplada• a la 

transformación energética, estan caracterizadas por dos tipos de 

estructuras protéicas: 

a) la WATP-sintetasa, que se encarga de la slntes.is del ATP, y 
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b) un segundo sistema que está determinado por la fuente de energ!a 

primaria, de tal suerte que en la membrana interna de la 

mitocondria y en la membrana plasmática de las bacterias se 

encuentra la cadena respiratoria, que cataliza la transferencia de 

equivalentes de óxido-reducción hasta el oxigeno u otro aceptor 

(fosforilación oxidativa), mientras que en plantas y en bacterias 

fotosintéticas se encuentra la unidad fotosintética, compuesta de 

complejos cosechadores de luz y centros de reacción además de los 

complejos de citocromos que forman una cadena de transporte de 

electrones c!clica (Nicholls, 1982) y estos en su regreso impulsan 

la s!ntesis de ATP a través de la ATP sintasa (ver Fig 3). 

La teor!a que ha permitido explicar de el mecanismo de 

transferencia de la energ!a de oxido-reducción del transporte de 

electrones para fosforilar el ADP es la teor!a quimiosmótica 

'l'llOaIA QUillIOBllO'l'ICA. La teor!a quimiosmótica postula que las 

enzimas y los acarreadores de electrones están dispuestos 

asimétricamente en la membrana, de tal manera que catalizan el 

transporte vectorial de protones, con la concomitante formación de 

un qradiente de potencial tanto qu!mico como eléctrico en la 

membrana (Mitchell, 1966 y Mitchell, 1979) 

Los puntos esenciales de esta teor!a son (Fig 3.) 

a) La transferencia de electrones por la cadena redox provoca el 

bombeo de protones en dirección de la región electropositiva de la 

membrana. 

b) La membrana es impermeable a iones, en especial a los H' y los 

OH", excepto por los sistemas de transporte de iones. 
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c) La existencia de una protelna integral de membrana, la ATPasa 

translocadora de protones, que cataliza la siguiente reacción. 

n• + AOP3- + HP04 
2" + nH• ext. -----.... nH• fnt. + ATP4" + H20 

En donde "n" es el número de gramos-iones de H+ translocados por 

mol de ATP, lo que es expresado como el cociente H'/ATP. El otro 

protón en la ecuación corresponde a un proceso escalar 

(Mitchell,1967). Dado que esta reacción es reversible, la 

acumulación de protones en el exterior, puede dirigir la slntesis 

del ATP con la concomitante entrada de protones. El resultado de la 

translocación de protones trae consigo la generación de un 

gradiente eléctrico o gradiente de potencial de membrana CA•> y un 

potencial qulmico expresado como la diferencia de la concentración 

de protones 4pH (pHext-pHint). Estos dos parámetros sumados forman 

la fuerza protón motriz, que no es mas que la expresión de una 

diferencia de potencial electroqulmico de H' (Fig 3). La expresión 

que define la fuerza protónmotriz (fpm) es: 

fpm A• - Z 4pH 

En donde A• es el· gradiente de potencial electrice y "Z 4pH11 

es una expresión del potencial qu1mico en unidades de milivoltios 

(mV).Z equivale a 2.303 RT/F, en donde Res la cte. universal de 

los gases, T es la temperatura y F es la cte. de Faraday. · 
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tip = tit/J - ZtipH 

Membrana 

Exterior 
Matriz Mitoconclrinl o 

citonlasma bacteriano 

Figura 3. Esquema general de la teoria quimiosm6tica. 
c.R. es la cadena respiratoria. 

I.3. LA BITRUCTUJIA DBL PPi Y PROPIIDADBI G .. IRALBS. 

o o 
11 11 

La estructura del enlace fosfoanhidro o-r-o-r-o juega un 
o o 

papel importante en los procesos de transducci6n de energia, ya que 

este enlace es la principal forma de energia quimica en los 

sistemas vivos. El pirofosfato inorgánico (PPi) es el compuesto 

m!s simple que contiene esta estructura • El PPi es producto de 

diversas reacciones biosintéticas tales como la s1ntesis de DNA, 

RNA, amino4cidos, nucle6tidos, 11pidos, urea, ácidos grasos, etc. 

Ya que muchas de estas reacciones son reversibles, se pens6 durante 

mucho tiempo que el ünico papel del PPi era el de ser hidrolizado 

por las pirofosfatasas citoplásmicas (PPiasas), formándose asi una 

barrera termodinámica que impide el reverso de estas reacciones 
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biosintéticas. Además se ha visto que el PPi es fuente de fosfatos 

y de energia para diversas reacciones (Reeves, 1976, Wood, 1977), 

Asimismo se ha medido la concentración del PPi libre en el 

citoplasma de células animales (Guynn y col, 1973) y células 

vegetales (Black y col, 1987) bajo condiciones fisiológicas, lo que 

muestra que la concentración del PPi se encuentra por arriba de la 

concentración predicha por el equilibrio de la reacción de la 

PPiasa citoplásmica. En la especie de arqueobacteria 

Methanobacterium thermoautotrophicum el PPi se encuentra en una 

concentración de 2. 5 a 40 mM (Keltjens y col, 1988), dependiendo de 

las condiciones del medio de cultivo. Lo que sugiere, una 

participación más compleja del PPi en el metabolismo. 

Estudios del 6G0
' de hidrólisis del PPi, muestran que no es 

posible descartarlo como donador de energia para distintas 

reacciones metabólicas. Se ha visto que la energia libre de 

hidrólisis de la reacción, es muy parecida a la cncrg1a de 

hidrólisis del enlace gama del ATP en ausencia de cationes 

divalentes, pero en presencia de estos, el 4Gº' se vuelve menos 

negativo, ya que el ADP es mas afin por el Mg2• que el Pi. El valor 

calculado por Flodgard y Fleron en 1974 para la hidrólisis del PPi 

fue de -4. o Kcal/mol, en presencia de lmM de Mg2', 150 mM de K y 

pH de 7. 4, y de -5. 63 Kcal/mol en ausencia de Mg2•2+, lo cual está 

en concordancia con lo publicado por Lawson y col (1976), quienes 

calcularon una energia libre de hidrólisis de -5.27 Kcal/mol, en 

presencia de lmM de Mg2+. Estos valores de nuevo nos sugieren que 

no es posible eliminar al PPi como fuente de energia. 
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I.4. PIROPOSPATABA, PROPIBDAl>ES GllJIBllALBS, 

Las Pirofosfatasas son enzimas que se encargan de hidrolizar 

la unión fosfoanhidro del PPi inorgánico, de acuerdo con la 

siguiente reacción: 

PPi + HzO ~------~ 2Pi. 

Se conoce la existencia de tres tipos de pirofosfatasas: 

a) PIROl'OSl'ATASA CITOPLA~HICA. Se encuentra en el citoplasma de 

todas las células y se ha purificado de diferentes organismos, lo 

que ha permitido conocer algunos aspectos de su estructura y de 

sus propiedades cataliticas (Cooperman, 1982, Rapoport y col 

1972, Barry y Dunaway-Mariano, 1987). Asimismo se conocen dos tipos 

de PPiasa citoplásmicas: una con actividad óptima en medio ácido y 

otra con actividad óptima en medio alcalino. 

La PPiasa citoplásmica se ha estudiado extensamente en 

levadura, y se sabe que es una enzima homodimérica, la cual 

requiere de iones Mg2' para presentar actividad. uno de los cuales 

forma complejo con el PPi y los otros dos funcionan como cofactores 

(Knigth y col, 1984). En general, se ha visto que los cationes 

divalentes regulan su actividad (Ridlington y Butler, 1972). 

En la PPiasa de la bacteria fotosintética B· ~. se ha 

propuesto una regulación alostérica debida al efecto de los 

cationes divalentes (Klemme y Gest, 1971). Las reacciones parciales 

de la enzima son: el recambio del oxigeno isotópico pesado de 

HP04-H2o y el recambio radioactivo del PPi-32Pi (Cooperman, 1982). 

b) PIROl'OSl'A'l'ABA DB HBHSllAJIA, La PPiasa de membrana fue descubierta 

por Baltscheffsky y col en 1966, en la bacteria fotosintética B· 
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Dl.l!D!Jn. Esta enzima no solo cataliza la hidrólisis del PPi, sino 

también su s!ntesis, al utilizar el gradiente electroqu!mico de H' 

generado por el transporte de electrones. La PPiasa de membrana se 

ha encontrado en otras 3 especies de bacterias fotosintéticas: en 

Rbodobacter ~ se reportó reducción del succinato en la 

oscuridad con PPi como fuente de energ1a (Jones y saunders, 

1972); en 

Rbodobacter palustris se demostró actividad de transhidrogenación 

debida al PPi (Schwarm y col, 1986); en cromatóforos de 

Chromatiun n. .1ü! se ha observado un cambio electrocrómico del 

espectro de absorción del caroteno, inducido por la hidrólisis del 

PPi (Kneffy col, 1979). También existe una PPiasa de membrana 

acoplada a la cadena de transporte de electrones en las 

mitocondrias de levadura (Mansurova y col, 1975) y en mitocondrias 

de h!gado y corazón de res (Volk y col, 1982 y Volk y Mansurova, 

1984). 

c) PIROl'Oll'ATAIA DI TOKOPLAl'l'O, Recientemente se ha descubierto una 

pirofosf atasa membrana! en la membrana vacuolar de plantas y de 

algas (Rea y Poole 1985). Esta enzima actua como bomba de protones, 

utillizando al PPi como fuente de energ!a. su actividad es 

independiente de la H'ATP sintetasa. Ambas enzimas generan un 

gradiente electroqu1mico de protones, a través de la membrana del 

tonoplasto, el cual se utiliza para el transporte de iones y la 

regulación del pH interno. Dupaix y col (1989) ha logrado utilizar 

el gradiente electroqu1mico de H' generado por la pirofosfatasa 

para llevar a cabo s1ntesis de ATP. 
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Dadas todas estas evidencias, es clara la importancia del PPi 

y de las PPiasas en las reacciones metabólicas de muchos 

organismos, por lo que serla interesante conocer los mecanismos 

que regulan las pirofosfatasa y su papel en el metabolismo celular. 

PIROFOBFATASA DI KIHBRAllA DI Rhodospirillum ~ 

La bacteria fotosintética no sulfurosa B· .D!!1.nlm contiene 

pirofosfatasa citoplásmica y de membrana. Klernrne y Guest (197la) 

encontraron que más del 90% de la actividad de PPiasa corresponde 

a la citoplásmica. La PPiasa de membrana de B· rubrum no solo 

hidroliza el PPi, sino también lo sintetiza con la energla derivada 

de la cadena de transporte de electrones, que es alimentada por la 

luz. Asimismo se ha encontrado actividad de PPiasa en membranas 

de B· .l:.!ll1l:!!.I! crecidas en condiciones respiratorias en la obscuridad 

(Romero y col 1991). 

La PPiasa es una enzima muy parecida a la ATPasa, en el 

sentido de que se encarga de hidrolizar la unión fosfoanhidro del 

enlace fosfoanhidro, por lo que se pensó en algún tiempo que era 

una reacción parcial de la ATPasa. Sin embargo las siguientes 

pruebas evidenciaron que es una enzima diferente: 

- La PPiasa es insensible a oligomicina (Baltscheffsky y col, 

1967b) a diferencia de la ATPasa que es sensible a oligomicina. 

- Fisher y Guilloiry (1969) lograron distinguir actividad de la 

ATPasa de la actividad de la PPiasa con inhibidores especlficos: la 

ATPasa se inhibe con cloruro de litio 2 M, en cambio la PPiasa se 
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inhibe con 3.1% de butano!. De esta manera, se concluyó que son dos 

sistemas enzimáticos diferentes acoplados al gradiente de 

potencial electroqu1mico protones. 

Johanson (1975), inhibió la actividad de H'-ATPasa con 

anticuerpos monoespec1ficos, sin modificar la actividad de la 

PPiasa. 

- En cromatóforos de B· l'.!!!2l:\!m, que contienen actividad tanto de 

ATPasa como de PPisa, Keister y Minton (1971) demostraron la 

s1ntesis de ATP debido a la formación de un gradiente 

electroqu1mico de protones durante la hidrólisis del PPi; por esta 

razón no se encontró el fosfato marcado del 32PPi en el ATP. De esta 

manera, se concluyó que son dos sistemas enzimáticos diferentes, 

acoplados al gradiente electroqu1mico de protones. Con respecto a 

la· actividad hidro11tica de la PPiasa de membrana de la bacteria 

fotosintética B· D!lll:Ym, se sabe que está 

procesos dependientes de energ1a (Fig 4) 

acoplada a muchos 

tales como: la reversa de transporte de electrones (Baltscheffsky 

y col, 1968); la formación de un gradiente de potencial eléctrico 

evidenciado por el corrimiento electrocrómico del espectro de 

absorción del caroteno (Baltcheffsky y col, 1969); la 

alcalinización del espacio externo del cromatóforo (Moyle y col, 

1976 ); el transporte de iones (Isaev y col, 1970); las reacciones 

de transhidrogenación (Keister y Yike, 1967); la formación de ATP 

como consecuencia de la formación de un gradiente de potencial 

electroqulmico de protones (Keister y Minton, 1971). La PPiasa de 
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OXIDACION DEL 

CITOCROMO ... REDUCCION 

DEL CITOCROMO b 

Reduccion del NAD-t r 1 
dependiente del f--~ cambio en el espectro de 

Succinato ~ _ ~ absorclon del caroterio 

,-~~~~~.,__,.__~~-' IPPlasa/ 
j transhidrogenacion ,,. ----•.,.~ ~ ..,. _____ _ 

IATPasa J ll 
Figura 4. Esquema de las reacciones acoplada• a la 

pirofo•tataaa de membrana a trav6s del gradiente electroqu1mico de 
protones 
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membrana de R... J.:.1112Dlm, es capaz de sintetizar PPi, como respuesta 

a la formaci6n de un gradiente de potencial qulmico (ApH),o a la 

presencia de un gradiente de potencial eléctrico (At) generado por 

un gradiente de iones K+ (Strid y col, 1987). Estas evidencias 

demostraron que la PPiasa es una enzima que cataliza la 

translocaci6n electrogénica de protones en un proceso totalmente 

reversible, La PPiasa de membrana de R... l:.l!!ll:Ym cataliza dos 

reacciones: hidr6lisis del PPi y slntesis del PPi y es posible 

medir dos reacciones parciales: intercambio radioactivo 32Pi-PPi y 

el intercambio isotópico pesado de HP04-H2o. El estudio de estas 

reacciones de intercambio ha sido muy útil, porque ha permitido 

conocer los pasos intermedios de la actividad de slntesis e 

hidr6lisis del PPi. 

ai Actividad de PPia•• (hidr6lisis). 

La hidr6lisis del PPi requiere del cati6n divalente Mg2'+, 

tanto para formar el complejo de hidr6lisis, como para activar a 

la enzima (Randahl, 1979 y Celis y col, 1985), Estudios de Celis 

y Romero (1987), sobre el efecto de los cationes divalentes y de 

los protones sobre la actividad de PPiasa y de intercambio Pi-PPi, 

indican que el Zn2' a bajas concentraciones, es buen substituto del 

Mg2' en la hidr6lisis, mientras que otros cationes divalentes como 

el ca2', y el Fe2', no substituyen al Mg2' en la hidr6lisis. El pH 

6ptimo para la reaci6n de hidr6lisis en el cromat6foro de B· Dll2D!m 

es de 6.5, mientras que el pH 6ptimo para la reacci6n de recambio 

32Pi-PPi es de 7.5. Se ha visto (Celis y Romero, 1987) en la 

reacci6n de recambio 32Pi-PPi que la Km para el Pi varia con el pH, 

22 



por lo que se concluye que los cationes divalentes y los protones 

juegan un papel importante en las modulaciones cinéticas de la 

enzima. La oligomicina ( inhibidor especifico de la ATPasa) no 

modifica la actividad de la PPiasa sino que la estimula en R... 

n!.l2l:l!m (Baltscheffsky y col, 1968). La actividad de PPiasa es 

inhibida por la diciclohexil-carbodiimida (DCCD), fosfato (Pi), y 

arsenato, mientras que la gramicidina, el 2-4 dinitrofenol (2-4 

DNP) y el FCCP desacoplantes que colapsan el gradiente de potencial 

electroqu1mico de protones, estimulan la actividad (Baltscheffsky 

y col, 1966b, Baltscheffsky, 1986, Nyren y col 1984), mientras que 

los aniilogos del sustrato corno el rnetilendifosfato (MDP) y el 

irnidodifosfato (IDP) son inhibidores. Randahl (1979) observó que 

los reactivos de grupos -SH, ejercen una inhibición a o•c, 

mientras que a 30'C, casi no inhiben. Esto podr1a explicarse como 

resultado de cambios conformacionales dependientes de temperatura, 

lo que traerla como consecuencia la exposición de los grupos -SH de 

la prote1na. Nishikawa y col (1973), han visto que la actividad de 

PPiasa disminuye en la luz a pesar de que existan condiciones de 

baja s1ntesis de PPi. Asimismo se ha visto que el Li', el Na' y el 

K* estimulan la actividad de PPiasa. La PPiasa de membrana, al igual 

que la ATPasa, es una enzima que depende de fosfol1pidos 

particulares de la membrana, ya que bajo la acción de la 

fosfolipasa A, la actividad disminuye y al agregar fosfol1pidos 

totales de soya esta se recupera (Klemme y col, 197lb). 

b) 8lnts•i• 4•1 PPi. 

La s1ntesis del PPi se lleva a cabo en condiciones de 
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iluminación y también requiere de Mgcl2 para la actividad. La 

oligomicina no inhibe, sino que estimula, En presencia de luz y 

bajo condiciones desacoplantes con FCCP y valinomicina se inhibe la 

síntesis. En presencia de 10 mM de NaF se inhibe totalmente la 

síntesis (Nyren y 

Guillory y 

col, 1986). 

Fisher ( 1972), estudiaron el efecto de la 

intensidad luminosa sobre la síntesis del ATP y del PPi, y 

encontraron velocidades máximas de síntesis de PPi a intensidades 

luminosas menores que las requeridas para el ATP, El pH óptimo 

para esta actividad es de 7.5 . 

Strid y col, (1987) generaron gradientes de potencial 

eléctrico con el ion K+ ( 4t ), y gradientes de protones en los 

cromatóforos de R.. ~. logrando las síntesis del PPi y del 

ATP, ya que los cromatóforos contienen ambas actividades. Al 

respecto concluyeron: son diferentes las cantidades de protones 

translocados para formar ATP o PPi; es necesario que la ATPasa se 

active por el gradiente de potencial de membrana para que se de la 

síntesis del ATP a diferencia de la PPiasa que con bajos gradiente 

de potencial de membrana (respecto a la ATPasa) es capaz de 

sintetizar el PPi. 

c)Intercall»io Pi-PPi. 

La actividad del intercambio del Pi con el PPi,presanta el 

mismo pH óptimo que en la actividad de síntesis (7.5), ya que de 

hecho, este tipo de intercambio es una reacción parcial de la 

síntesis. Esta actividad fue descubierta por Keistar y Minton 

(1971b) en los cromatóforos de B • .[YQ¡:¡¡m. 
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La reacci6n se inhibe por desacoplantes de la fosforilaci6n 

tales como el p-triclorometoxi carbonil-cianuro-fenilhidrazona 

(CCCP) y el antibi6tico S-13 y se estimula por oligomicina, se 

inhibe por adici6n de ADP. Los protones y los cationes divalentes 

ejercen un papel modulador en las propiedades cataliticas de la 

enzima (Celia y Romero, 1987), ya que el pH afecta la Km para el 

Pi y para el Mg2'. Asimismo, los cationes divalentes como el Mn2' y 

el Co2' son substitutos del Mg2' para formar el sustrato (con un 50 

'I; de la actividad obtenida con el Mg2') , mientras que los cationes 

ca2• y el zn2•, no sustiuyen al Mg2• en la reacción. Por otro lado, 

los requerimientos de Mg2' afladido a la reacci6n son mayores que 

para la actividad hidrolitica (Celis y col, 1985). Los mismos 

autores sugieren que el sustrato para la actividad de recambio es 

el'MgHP04 con una Km de 1.5 mM. Se ha visto que para la actividad 

de recambio el Mg2' libre es importante y probablemente juega un 

papel activador. 

4)Intercaabio no4
3·-a20. 

Los cromat6foros de R... ~. catalizan un rápido recambio 

del oxigeno del pirofosfato por el oxigeno del agua, Esta reacci6n 

es inhibida por inhibidores de la PPiasa de membrana, como el 

fluoruro y el metilendifosfato (Harvey y Keister 1981) y se 

considera una reacci6n parcial de la hidr6lis del PPi. Se requiere 

de MgCl2 en una relaci6n Mgcl2/Pi de o.a para alcanzar las 

velocidades 6ptimas. Harvey y Keister (1981), utilizando 

inhibidores especlficos, encontraron que esta actividad de 

intercambio en la bacteria fotosintética R... 1'.lll1D!m, se debe 
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exclusivamente a la PPiasa membrana!, a pesar de que la ATPasa 

tiene el potencial suficiente para llevarla a cabo. 

El desacoplante CCCP no presenta un gran efecto sobre la 

reacción, por lo que podría sugerirse que el intercambio Pi-H20 no 

depende de un gradiente de protones. Esto parece estar apoyado por 

el hecho de que la luz no estimula el recambio. 
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II.9. OBJBTIVOB 

El objetivo de este trabajo es la caracterización cinética de 

la actividad hidrolitica de la pirofosfatasa de membrana de 

lll!o401pirillW1 ~. en especial los siguientes aspectos: 

1) Estudiar la cinética del efecto activador del Mg2' libre sobre 

la velocidad de hidrólisis, para discriminar el mecanismo cinéticos 

de activación (esencial o no esencial). 

2) Determinar la cinética de hidrólisis con respecto al 

sustrato, manteniendo constante la concentración del activador. 

3) Determinar el efecto del sustrato sobre la activación debida 

al Mg2' libre. 

4) Conocer el orden de adición del sustrato y del activador a la 

enzima, es decir si es ordenado o al azar. 

s¡· Determinar el tipo de inhibición debida al PPi libre, dada la 

dificultad de determinar directamente la Ki, se emplearán métodos 

de competencia para evaluar esta constante. 

6) confirmar, con inhibidores competitivos para el sustrato y el 

activador, el tipo de mecanismo cinético obtenido bajo condiciones 

de equilibrio rápido. 

7) Determinar si el efecto activador del Mg2' libre, es por la 

interacción directa del magnesio sobre la enzima, o por el 

enmascaramiento de la carga de superficie negativa del cromatóforo. 

Por lo tanto se modificará el potencial de superficie de la 

membrana del cromatóforo y se estudiará el posible efecto que tenga 

en la actividad enzimática en estas preparaciones de membrana. 
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CAPITULO II, 

llATIRIAl.18 Y KITODOI 

II .1. CULTIVO DI LAS BACTIRIU 

se utilizó la cepa silvestre (ATCC 11170) de la bacteria 

fotosintética Rbodospirillum .o!llt!!Jn en todos los experimentos. 

II,1.1. MEDIOS DE CULTIVO 

Los cultivos de esta bacteria se realizaron en medio sólido y 

liquido: 

A) MEDIO SOLIDO: En un volumen final de 1 litro se disuelven: 

Extracto de Levadura o de Carne •..••..••.•.••••••••• J g 

Peptona de gelatina •••••..••..••••••••..••••.••••••• 2 g 

Agar Bacteriológico .••••••.••••••.•..••.•••••••••••• 1 % 

El medio fue esterilizado en el autoclave durante 15 min en 

frascos de tapa con rosca de 15 a 20 ml de volumen, conteniendo 

solamente 10 ml de medio. 

B) MEDIO LIQUIDO: se preparó el medio liquido con base al 

método de Cohen-Bazire y col (1957), el cual es una modificación 

del propuesto por Hunter (1950). El medio de cultivo requirió 

preparar las siguientes soluciones: 

i) Base concentrada. un volumen de 2 L contiene: 

N(CH2COOH) 3 .................... 20.0 g 
Hgso, 7H2o ..................... 28.9 g 
cac12 6H2o ...................... 8. 7 g 
(NH,) 6"ºílºz• 4Hz0 ............... o .185 g 
Faso, 7 20 ...................... 0.195 g 
Solución de Metales "44 11 ••••••••• 100 ml 

Se ajusta a un pH de 6.8. 
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La solución de metales "44" que se utiliza contiene: 

EDTA ••••••••••••••••..•••••••.••••••• 2.5 g 
Feso4 7H2o ...••.•••••••••••••••••.••• 5.0 g 
znso4 7Hp •••••••.•••••••••••••••••• 11. o mg 
Mnso4 ••••••••••••••••••••••••••••••• 1. 54 mg 
MnC12 4H20 •••• ••••••••••• ••••• ••••• ,1.37 g 
CUS04 5H 20 ••••••••••••.••••••••••• 0.392 g 

Co(NOsl2 6H2º· ••••••••..••••••••••• 0.248 g 
Nafie,o 76H2o •••••••••••••••••••••. • 0.111 g 

2SO , ......................... aprox. 4 gotas 

La solución se afora a l.O L con agua destilada y se ajusta el pH 

a 6.8. 

ii) KH2Po4 , 136.08g se aforan a 1.0 L con agua destilada. se 

ajusta el pH a 6.8. 

iii) Acido succ!nico, lOOg se aforan a 1.0 L con agua destilada, 

se ajusta el pH a 6.8. 

i v) (NH4) 2so 4 , lOOg se aforan a 1. o L con agua destilada. 

v) NaCl, 50g se aforan a 1.0 L con agua destilada. 

vi) Acido L-glut6mico, 25g se aforan a 250 ml con agua destilada. 

vii) Acido L-asp6rtico, 5g se aforan a 250 ml con agua destilada 

y se ajusta el pH a 6.8. 

Finalmente el medio liquido contiene por cada 12.5 L, las 

siguientes cantidades de las soluciones mencionadas: 

i) 
ii) 
iii) 
iv) 
V) 
vi) 
vii) 
viii) 
ix) 
X) 
xi) 

Base Concentrada .•••••••••••••••• 250 ml 
KHzPO, •••••.••••••••••••••••••••• 250 ml 
Actdo succ!nico ••••••••.••••••••• 250 ml 

~:w.z~?~::::::: ~::::::::::::::::: ~~5 5 m~l 
Acido L-glut6mico ••••••••••••••••• 2s ml 
Acido L-asp6rtico •••••• , ••••••••. 25 ml 
Extracto de Carne •••••••••••••••• 12.5 g 
Acido Nicot!nico •••••••••••••••••• 12.5 mg 
Tiamina •••••••••••••••••••••••••••• 6.25 mg 
Biotina ••••••.•.••.••••••••..•••••• o. 125 mg 

El medio se ajust6 a un pH de 6.8 y se esterilizó en el 
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autoclave durante 45 minutos. cuando el medio está caliente se 

forma un precipitado que se disuelve a temperatura ambiente • El 

medio es translúcido y de un color amarillo claro. 

II.1.z. IIllllUlllA DB B~CTBllIIUI. 

La siembra de las bacterias se realizó en placa, en inóculos 

muy diluidos para formar colonias sencillas. Se tomó una muestra 

del inóculo para sembrarlas por punción en frascos con medio 

sólido. Posteriormente se incubaron durante 12 hrs en la obscuridad 

para consumir el oxigeno debido al crecimiento respiratorio de las 

bacterias. A continuación se expusieron los inocules a la luz 

(focos con filamento de tugsteno de 40 watts colocadas a 30 cm de 

distancia de los frascos a una temperatura de JOºC,) 

Una vez formado el cultivo bajo condiciones fotosintéticas, 

este puede conservarse viable para las resiembras durante varios 

meses. La obtención de grandes cantidades de bacteria se realiza 

en cultivos liquides de la siguiente manera: 

Se le agrega medio liquido a los frascos de medio sólido y se 

agitan para desprender alguna colonia. Se guardan los 

frascos en la obscuridad durante 12 hrs, posteriormente se exponen 

a la luz a una temperatura de JOºC. A los 6 dias aproximadamente 

se obtiene el cultivo fotosintético, el cual se vac1a en matraces 

de 100 ml con medio liquido, agregando la auf iciente cantidad para 

no mojar el tapen de hule esteril, pero dejando la menor cantidad 

de oxigeno posible. se repite de nuevo el ciclo obscuridad-luz 

indicado para obtener un cultivo en condiciones fotoaintéticaa. 
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Este procedimiento se repite transladando el cultivo a un frasco 

de 1.0 L y posteriormente a uno de 9 L. 

II.1.3. co••CBA D• BACTIRIA8. 

se procedi6 a cosechar el cultivo a los 7 dlas 

aproximadamente, cuando este alcanzó la fase logaritmica tardla en 

la curva de densidad óptica del cultivo contra tiempo. La densidad 

óptica del cultivo de bacterias se detectó con un fotocolorlmetro 

con filtro rojo (fotocolorlmetro Klett-Summerson). 

La cosecha se realizó por centrifugaciones sucesivas del 

medio de cultivo a s,ooo x g durante 15 minutos, obteniéndose 

pastillas de bacterias, las cuales se lavaron dos veces en un 

amortiguador MOPS 50 mM, KCl 50 mM pH 7.5. De nuevo se 

centrifugaron a 8,000 X g durante 15 minutos eliminando asi los 

residuos del medio. Las pastillas son pesadas y registradas como 

peso hümedo, para ser almacenadas en un ultrarrefrigerador a -7o0c. 

II.z. OBTllJfCION DB CllOllATOFOROB. 

Los cromat6foros se obtienen (Fig 5) a partir de las bacterias 

utilizando el procedimiento reportado por eaccarini-Melandri y col, 

(1970): 

-se resuspenden las bacterias en un amortiguador Tris-el pH 7.5 en 

relaci6n 1:10 (peso:volumen), se homogenizan y se les agrega MgS04 

y DNAasa esta ültima en proporción de 1 mg por 100 g de peso hümedo 

de bacterias. 

-se aonican en volümenes de 20 ml durante 2 minutos en un 
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sonicador tipo M.S.E. a la máxima potencia, en un bafto de hielo a 

o•c (Scholes y col., 1969). 

-se centrifugan a 20,000 x g durante 20 min, para remover las 

células sin romper, cápsulas, etc, que quedan en el precipitado. 

-se toma el sobrenadante y se centrifuga a 100,000 x g durante 80 

min. 

-El precipitado de cromat6foros se resuspende en un amortiguador 

Tris-el 10 mM con EDTA 5 mM y EGTA 2mM a pH de 7.5, para remover 

los cationes divalentes como el Mg2• presentes en la preparaci6n y 

se centrifuga a 100,000 x g durante so min. 

-El precipitado obtenido se resuspende en Tris-el 50 mM se 

centrifuga a la 100,000 x g duante 80 min para lavar el exceso de 

quelantes, 

-se resuspende la pastilla de cromat6foros en el amortiguador del 

paso anterior a una concentraci6n de proteina aproximada de 25 

mg/ml y se almacena a 4ºC durante los siguientes tres dias en donde 

conservan su actividad o bien a -7oºc en donde conservan su 

actividad durante 6 meses. 

Il.J. DftSUIDCIO• DB PROTBlllA. 

La cantidad de proteina para los ensayos se determin6 por el 

m6todo de Lowry y col, (1951), utilizando estandares de albGmina 

de suero de bovino (BSA), con un intervalo de sensibililidad de 5 

a 400 µg de proteina/ ml. 
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Las bacterias se resuspenden en Tris-HCl 

10 mM, pH 7.5 en relaciOn l/10 (p/v) 

Se agrega l mg de DNAasa y 5 mg de MgS04 

Se ·sonican en lotes de 15 ml durante 2 min a o•c. 

Se centrifuga a 20 ooo X g, durante 20 min a 4°C. 

Se recupera el Sobrenadante Se elimina el Precipitado 

Se centrifuga a 100 ooo X g durante so min a 4°C. 

se· resuspende el precipitado en EDTA 5111M y 

EGTA 3 mM y se centrifuga a 100 ooo X g durante 

80 min. 

se resuspende el precipitado en Tris HCl 50mM 

pH 7.5 y se centrifuga a 

a 100 ooo X g durante 80 min a 4°C. 

Se resuspende el pecipitado (cromatOforos) en 

Tris HCl 50 mM pH 7.5 en relación 1:3 (p/v) 

y se determina la concentración de proteina. 

Figura 5. Esquema de la obtención de los cromat6foros. 
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II. 3 • 1. DITBRJIIllACION DBL CONTUIDO DI BCl 

El contenido de bacterioclorofila de los cromatóforos se 

determinó por la absorción a 770 nm de un extracto de acetona / 

metano! (7 /2, v/v), agitándose vigorosamente durante alguno• 

minutos y se centrifugó a 3000 rpm durante 5 minutos en una 

centrifuga cllnica. La absorbencia del sobrenadante se lee en el 

espectrofotómetro a una longitud de onda de 770 nm (Clayton y 

Sistrom, 1978 ) • 

II.4. DITIRllINACIOK DB LA ACTIVIDAD DI PIROFOBPATABA. 

La actividad enzimática se determinó a 

cuantificación del fosfato (Pi) liberado, por la 

PPi, a 30°C en presencia de MgC1 2 • 

partir de la 

hidrólisis del 

El ensayo se realizó en la obscuridad, para evitar la 

slntesis del PPi promovida por la energia de la luz y por tal 

motivo se utilizó un cuarto iluminado con luz verde (Schiff, 

1972) • 

La reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 0.5 ml, 

agregando lmg de protelna de cromatóforo por tubo. El medio de 

reacci6n contiene Tris-maléico 50 mM pH 6.5, pirofosfato de sodio, 

cloruro de magnesio, EDTA, necesario para obtener la 

concentraciones que se indican en el pie de figura da las gr6ficaa. 

La reacción se inició con la adición de enzima (cromatóforos) al 

medio de reacci6n. El tiempo de reacción correspondió a un avance 

m6ximo da la reacción de 15t (velocidades iniciales). La aparición 

da producto (Pi) bajo las condiciones experimentales, no produjo 
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ningún efecto inhibitorio. La reacción enzimática se paró agregando 

al medio de reacción O.lml de ácido tricloroacético (TCA) al 30 % 

(p/v). Finalmente se centrifugó el ensayo a 3, ooo rpm durante lOmin 

y se determinó la cantidad de Pi liberado en el sobrenadante, Para 

la determinación de Pi se utilizó el método de summer (1944), el 

cual es una modificación del de Fiskie y subarrow (1925) con un 

mAximo de detección de fosfatos de 1600 nmoles. El método se basa 

en la formación del complejo de molibdato-fosfato (color amarillo 

huevo), el cual se reduce con sulfato de p-metilamino fenol (ELON), 

que da una coloración azul.la absorbencia se determina a 660 nm de 

longitud de onda. 

Para la cuantificación se realizaron curvas patrones con 

estandares de H3Po4• La velocidad de hidrólisis se expresó en 

nmoles de Pi producido/min/mg de prote!na. 

n.s. CALCULO DI LAB COllClll'rllACIO»IB DI LOB lllTALH, LIGAllD08 

LIBRIB Y LOS COllPLIJOB PRlllJITBB I» IL lllDIO DI RIACCIO». 

Para calcular la concentraciones de pirofosfato de sodio, 

cloruro de magnesio y EDTA necesarias para mantener la 

concentración del catión libre constante y variar la concentración 

del complejo Mg-PPi o viceversa, se utilizó el programa de Fabaiato 

(1988). Asimismo en los experimentos de inhibición, para mantener 

constante la concentración de los inhibidores (Ca2' libre o Mq-IDP) 

y variar la concentración del Mg2' libre o el Mg-PPi se utilizó 

también este praqrama. 

El praqrama permite calcular, a partir de los equilibrios 
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quimicos entre el metal y ligando, 

M + L ML 

la concentración del complejo, el cual está caracterizado por una 

constante de asociación: 

K. = [MLJ I [M] [L] 

donde: M = metal; L = ligando y ML = complejo metal-ligando. 

El programa utiliza en su calculo una serie de aproximaciones 

susecivas a través de interaciones, con el fi, de obtener la 

concentración de metal o ligando libre, partiendo de la 

concentración del complejo especificado, o bien el calculo inverso 

que consiste en obtener las concentraciones de complejos formados, 

a partir de las concentraciones de metales y ligandos empleados. 

Las constantes de asociación (K.) utilizadas, se tomaron de 

Martell y Sillén (1971) y de Fabiato (1988). El logaritmo de la 

constante de asociación es: 

Complejo Log de la K, 

PPi H 8.3 

PPi Hz 6,0 

PPi H3 2.7 

PPi H4 2.5 

PPi-Mg 6.0 

PPi-Ca 5.46 

IDP-Mg 4.5 

IDP-Ca 4.39 

EDTA-Mg 4.61 
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U. 1 • llODIPICACIOll DIL l'OTDCIAL DI IUl'llRPICII DB LOI CROllATOl'OIOI. 

La carga de superficie de los cromatóforos se modificó, por 

dos métodos: 1) fusión de los cromatóforos con liposomas (con 

diferentes proporciónes de carga positiva y negativa) e 

2) incubación de los cromatóforos con detergentes aniónicos y 

catiónico. 

1-l'Uai6n 4• lipoao .. • oon cro .. t6foroar 

Se prepararon liposomas sonicando dos gramos de a-

L-fosfatidilcolina (Tipo II. obtenida de Sigma Corp, san Luis, Mo) 

en 10 ml de un amortiguador Tris-HCl 10 mM pH 7.8. La sonicación 

se realizó en un ballo de hielo, con un sonicador modelo Sonifier 

2°50, en la posición nümero 4, durante tres intervalos de 2 min 

(para evitar calentamiento de la muestra). 

La fusión de liposomas (Fig 6) se realizó mezclando 3 ml de 

cromatóforos (concentración 3mg/ml) con 3 ml de liposomas a una 

concentración de 200mg lipido/ml. La mezcla se mantuvo a 30°C y la 

fusión se inici6 al disminuir el pH a 6.o, por la adición de HCl. 

A los 15 y 30 min se agregan dos al1cuotas de 1.5 ml de liposomas 

y se mantuvo el pH en 6.0. A los 45 minutos, el pH se ajust6 a 7.8 

alladiendo NaOH. Las relaciones p/p en mg de las mezclas que 

contentan dos lipidos fueron las siguientes: 12om9/40mg por ml de 

fosfatidilcolina/dicetilfosfato, respectivamente y 120 mg/20 mg por 

ml de fosfatidilcolina/ estearilamina respectivamente. En el 

control, se alladi6 el amortiguador sin liposomas a los cromat6foros 

y •• aiqui6 el cambio de pH mencionado. Este método es una 

modificación del propuesto por Garc1a y Drews (1984). 
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LA FUSION SE LLEVA ACABO A JOºC 

ml de cromatóforos a una concentración de 3mg/ml en presencia 

del amortiguador Tris-el 50mM pH 7.8 

3 ml de liposomas a una concentración de 200 mg de lipido/ml 

SE A&ADE HCL Y SE CAMBIA EL pH A 6.0 o min 

se inicia la fusión 

1.5 ml de liposomas a una concentración de 15 min 

200 mg lipido/ml, se mantiene el pH en 6.0 

¡ 
1.5 ml de liposomas a una concentración de 30 min 

200 mg lipido/ml, se mantiene el pH en 6,0 

~ 
SE AÑADE NaOH Y SE LLEVA ELpHA7.8 45 min 

fin de la fusión 

Figura 6. Fusión de liposomas con cromatóforoa, por el mttodo 
de cambio de pH. 
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Para corroborar la fusión de liposomas con los cromatóforos, 

se corrieron las muestras en gradientes continuos de sacarosa de 10 

al 40t, en un rotor SW4l a 35,000 rpm durante 12 hrs. se 

fraccionaron las muestras del gradiente de sacarosa y se determinó 

la bacterioclorofila con la absorbencia a 880nm, que corresponde a 

los complejos pigmento-proteina del cromatóforo (Clayton, 1963). Se 

encontraron dos fracciones de diferente densidad, una que 

correspondió a los cromatóforos intactos con una densidad alta (35t 

p/v de sacarosa) y otra de menor densidad que corresponde a los 

proteoliposomas (25% p/v de sacarosa, ver RESULTADOS Y DISCUSION). 

2-rncUbaci6n d• croaat6foro• en d•t•rgent•• ani6nico• o 

cati6nico•. 

se preicubaron los cromatóforos durante 20 min en agitación 

suave a 4°C en presencia de dodecil sulfato de sodio (SOS) 200µM 

y en cetil trimetil amonio (CTAB) 200¡¡M, se centrifugaron a 

100, ooo X g durante 80 min y se resuspendió la pastilla en Tris HCl 

10 mM pH 7. 5 a una concentración de protclna de 30mg/ml. Este 

m6todo estA reportado por Wojtczak y Nalecz, (1978). 

II.7. BITillACIO• DllL CJUlllIO DIL .oTBllCIJ.L DB 8UPBaFICII. 

Se estimó el cambio del de superficie, utilizando el e­

anilino-naftaleno sulfonato (ANS) , el cual fluoresce cuando se 

particiona en membranas (Robertson y Rottemberg, 1983). El ANS se 

ha utilizado de manera amplia para estimar cambios en el potencial 

de superficie de la membrana (Wojtjak y Nalecz, 1978). Para evaluar 
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la modificación del potencial de superficie se determinó la 

fluorescencia a diferentes concentraciones de ANS en las 

preparciones de membrana mencionadas, a partir del regrafico de 

dobles reciprocas, se determinaron Ks para el pegado de ANS. Se 

utilizó un fluorómetro Perkin-Elmer utilizando una longitud de onda 

de excitación de 366 nm y de emisión de 460 nm. 
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CUl'fOLO l:U:. 

allUL'f&DOa Y DllCUllO•. 

111.1. co.01c10••• ••ILIKlllARll. 

La actividad hidrólitica de la pirofosfatasa de membrana se 

midió en el cromatóforo de la bacteria fotosintética abo401pirillua 

Dlloa . 

Se realizaron estudios preliminares de la actividad 

hidrolltica, para determinar las condiciones de velocidades 

iniciales. El tiempo que se escogió para la incubación fue de 1.5 

a 2 min, lo que corresponde a un avance de la reacción del 15%, es 

decir el 15% del substrato como máximo se transformo en producto, 

La medida de la actividad enzimática se realizó incubando a la 

enzima en presencia del sustrato (Mg-PPi) y del activador (Mg2' 

libre), a JOºc, en el amortiguador Tris-maléico 50 mM pH 6.5, y la 

reacción se inició agregando las membranas del cromatóforo como se 

indica en "MATERIAL y METODOS". 

El pH óptimo para la reacción de hidrólisis es de 6.5 (Celis 

y Romero 1986). Ya que una parte importante del análisis involucra 

fijar la concentración del complejo (Mg-PPi) y conjuntamente variar 

la concentración del metal libre (Mg2') o viceversa, se utilizó el 

programa de computadora de Fabiato (1988), con el cual ae 

calcularon las concentraciones totales de MgC12 y pirofosfato de 

sodio necesario para obtener las concentraciones deseadas del 

coaplejo Mg-PPi y de Mg2' libre. 

En las condiciones experimentales descritas en este trabajo, 

la aparición del producto (Pi), no ejerce ning(in efecto inhibitorio 
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sobre la reacción de la hidrólis del sustrato. Asimismo, parece que 

la falta de regulación en la osmolaridad de los ensayos, no ejerce 

ninguna modificación en las condiciones estudiadas, ya que las 

determinaciones en presencia de detergentes no modifican la 

cinética de hidrólisis, es decir las preparaciones probablemente no 

se encuentran acopladas. 

III.z. •r•cro D•L llAG•••IO LIBa• 10••• LA ACTIVIDAD RIDBOLITICA D• 

LA PiaorolrATUA DI llDJlltAllA 

El sustrato real de la pirofosfatasa de membrana, al igual que 

para otras pirofosfatasas, es el complejo metal-PPi, en este caso, 

el complejo Mg-PPi (Randahl, 1979 y Celia y col, 1985), Asimismo se 

ha visto que los metales libres, como el Mg2', juegan un papel 

activador en la cinética de diversas pirofosfatasas (Unguryte y 

col, 1989, Barry y Dunaway-Mariano, 1987). Por esta razón, se 

investiqó la dependencia de la hidrólisis del sustrato con respecto 

a la concentración de Mg2' libre. El disefto experimental consistió 

en variar la concentración del Mg2' libre desde o. OlµM hasta l. o mM, 

manteniendo constante la concentración del complejo Mg-PPi (0,5 

mM). Como se puede observar en la figura 7, el incremento en la 

hidrólisis del sustrato depende extrictamente de la concentración 

del Mq2• libre, mostrando una cinética de saturación, con une ICll 

aparente para el Mg2' libre de o.28 mM. Ademas, con 0.5 mM de Mg­

PPi no se presenta actividad a concentraciones menores de 10 µK, lo 

cual suqiere fuertemente que el Mg2' libre es un activador esencial 
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Figura 7. Efecto del Mg2' libre sobre la actividad hidrol1tica 
de la pirofoafataaa de membrana. se calcul6 la cantidad necesaria 
de Mgcl2 y Na4P207 para mantener la concentraci6n de Mg-PPi en o. 5 
llM y la concentraci6n indicada de Mg2' libre. El medio ds incubaci6n 
contiene Tria-mal6ico 50 mM pH 6,5 y 1 mg de pote1na. El tiempo de 
incubaci6n fue de 1.5 min. 
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de la reacci6n de hidr6lisis. La nomenclatura de activador esencial 

proviene de los estudios en equilibrio rApido propuesto por Segel 

(1975). Este complejo catalltico serla, el complejo ternario 

enzima-activador-sustrato. 

En la pirofosfatasa de membrana, tanto de la bacteria 

fotosintética Rbo<lospirillum 1'.lllll:Ylll como de la bacteria 

Rhodopseudomonas palustris (Schwarm y col, 1986) , se ha visto que 

el Mg2• libre es un activador de la reacci6n de hidr6lisis, pero 

lo que no se habla planteado es que el Mg2' libre fuera un activador 

esencial en Rho401pirill11S ~· 

III.3. •F•CTO D•L Kg2" LIBRI .. LA HIDROLISIB D•L COllJILllJO K9-

Hi. 

otro de los objetivos importantes de este trabajo, es 

caracterizar la cinética de activaci6n de la pirofosfatasa de 

membrana de Rbodospirillum rubrum, por lo que se consider6 al 

activador y al sustrato como diferentes ligandos de la enzima. 

Segt:ln el efecto que se desee estudiar, se fij6 o vari6 la 

concentraci6n de cualquiera de estos ligandos. Por lo tanto, para 

e1tudiar el efecto del Mg2• sobre la hidr6lisis del sustrato, se 

fij6 la concentración del Mcl' libre en cuatro diferentes 

concentraciones (O.OJ, 0.1, 0.5 y 1.0 llM) y se vari6 la 

concentraci6n del sustrato en cada condici6n (Fig SA) • Estas cuatro 

concentraciones de Mg2• libre permitieron estudiar estos efectos en 

un intervalo amplio de concentracion . Es claro que conforme se 

incrementa la concentraci6n del Mg2• libre la actividad de 
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Figura e. Efecto del KCJ'• libre sobre la hidr6liai• del del 
coaplejo Mg·PPi. A) La• condiciones experiaentale• fueron la• 
aiaaa• de la figura 1. La concentraci6n del MCJ'+ libre ee aantuvo 
constante en o.031111 (O), o.laM (e), o.5 11111 (A) 1.0 1111 (&) y •e 
vari6 la concentraci6n del Kg-PPi como se indica, B)regr&fico de 
Lineawev•r-Burk de la Ug 2A. C) Re9r6fico de la Km aparente contra 
el inver•o de la concentraci6n del MCJ'• libre. 
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hidr6lisis aumenta. Esto mismo se ha visto en la bacteria 

fotosint6tica Rb9dobacter palustris (Schwarm y col 1986), lo que 

sugiere similitudes cinéticas entre estas dos enzimas transductoras 

de energia. 

En la figura 88 se muestran las dobles reciprocas de los datos 

de la figura 8A, en donde practicamente la Vmax no cambia: de 512 

a 482 nmol de Pi producido/mg de poteina/min de O,OJ a 1.0 mM de 

Mg2• libre respectivamente. Mientras que la Km aparente para el 

sustrato cambia con la concentraci6n de Mg2• 

libre, de manera que la Km para el Mg-PPi disminuye de 10.26 a 0,6 

mM conforme la concentraci6n del activador aumenta de o.oJ a 1.0 

mM de Mg2•; es decir, el incremento de Mg2• libre produce un aumento 

en la afinidad de la enzima por el sustrato. La figura 8C. muestra 

la.relaci6n lineal que existe entre Km aparente para el sustrato 

y el inverso de la concentraci6n del Mg2'. La ordenada al origen 

muestra que el valor de la Km para el sustrato cuando el Mg2• libre 

esta en concentraciones saturantes es de 0.17 mM, mientras que a 

baja concentraci6n de Mg2' libre, la enzima pierde afinidad por el 

sustrato. Este resultado concuerda con la activaci6n esencial por 

el Mg2' libre, es decir, el complejo catalitico seria un complejo 

ternario formado por: enzima-(Mg)-(Mg-PPi). 

IIl,J.1 USCS'O DSL 8U8'l'U'l'O (Xg-PPi) PUA LA AC'l'IVACIOX DDIDA AL 

X;2> LIUI. 

Continuando con la caracterizaci6n cinética de la actividad 

hidr6litica de la pirofosfatasa de membrana, se estudi6 el efecto 
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de la concentración del sustrato (Mg-PPi) sobre la activación del 

Mg2' libre. Para ello se fijó la concentración del Mg-PPi en tres 

concentraciones, 0.25, 0.5 y 0.75 mM, y se varió en cada condición 

la concentración del Mg2' libre (Figura 9A). Se escogieron estas 

concentraciones de sustrato, porque una se encuentra por abajo y 

otra por arriba de la Km par el sustrato en condiciones de 

activación. En los tres casos la actividad de hidrólisis muestra 

una curva de saturación con respecto a la concentración de Mg2', con 

una mayor actividad hidrol1tica conforme se presenta mayor 

concentración del sustrato. 

Asimismo en la gr6fica de dobles reciprocas de la Fig. 9A, se 

observa un aumento de la Vmax aparente conforme se incrementa la 

concentración del sustrato (el valor de la Vmax aparente es 270.6, 

362.9 y 370 nmol de Pi producido/mg de poteina/min para los 

valores de 0.25, o.5 y 0.75 mM de Mg-PPi respectivamente). se 

observó que la constante de disociación para el MgZ• libre 

disminuye (0.51, 0.28, 0.12 mM) conforme se incrementa la 

concentración del sustrato (0.25, o.5 y 0.75 mM de Mg-PPi 

respectivamente), como si se presentaran efectos cooperativos entre 

el activador y el sustrato; es decir, al incrementar la 

concentración del sustrato se produce un incremento en la afinidad 

de la enzima con reepecto al activador esencial (Mg2' libre). En el 

regr6f ico que se muestra en la figura 98, se aprecia una familia de 

rectas que intersectan a la izquierda del eje de la ordenadas y 

dado que la pendiente de estas rectas aumenta al disminuir la 
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Figura 9. Dependencia de la concentraci6n del Mg-PPi, sobre la 
activaci6n debida al Mcf' libre en la reacci6n hidrol1tica. A) Las 
condiciones experimentales son las mismas de la Fig 7. se fij6 la 
concentraci6n de Mg-PPi en 0.25 lllM (o), o.5 mM (e) y 0.75 1111 ( 6 ) y 
ae vari6 la concentraci6n del Mg2' libre como se indica en la 
figura. 8) Reqr6tico de Lineavever-Burk para los datos de la figura 
9A. 
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concentración de Mq-PPi, cuando la pendiente tiende a infinito 

se obtendr1a una curva "teórica", que permitirla determinar la Kll 

para Mq2' en ausencia de sustrato (Seqel, 1975), por lo que 

interpolando en el eje de las abscisas por debajo de la 

intersección, da un valor de 0,7JmM, que se interpreta como la 

constante de disociación para el activador en ausencia del Mq-

PPi. 

El estudio de enzimas que presentan un activador esencial 

puede ser tratado bajo las condiciones de equilibrio r4pido (Seqel, 

1975) o bien suponiendo condiciones de estado estacionario 

(Morrison, 1973). 

En condiciones de equilibrio r4pido, se puede plantear la 

ecuación de velocidad para cada uno de los mecanismos posibles: al 

azar u ordenado. A su vez, la ecuación de velocidad inicial se 

rearreqla en función de uno de los liqandos (activador o sustrato). 

De aqui la importancia de fijar la concentración de un ligando y 

variar la concentración del otro. Para obtener la ecuación da 

velocidad en función una sola variable, ya sea el activador o el 

sustrato. Finalmente la ecuación se rearreqla (por ejemplo en 

Lineawever-Burk) y se obtienen los diferentes patrones sequn el 

mecanismo cin6tico (Tabla I). La ecuación de velocidad en función 

da la concentración de Mq-PPi, suponiendo condiciones de equlibrio 

r4pido y un mecanismo ordenado donde interacciona primero el Mcf' 

con la enzima es: 

1 K5m .!J!Z l l v· Vlnax (l+ Ng) NgPPi +liiiiaX''''''''' ''''' ''''' (l) 
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En donde se observa que el parámetro de vmax no se modifica, 

mientras que la Klll para el substrato se modifica en funci6n de la 

concentraci6n de Mg2'. Por otro lado la ecuaci6n de velocidad en 

funci6n de Mg2', suponiendo condiciones de equilibrio rápido y un 

mecanismo ordenado donde interacciona el Mg2' primero con la 

enzima, es la siguiente ecuaci6n: 

~-~( K~Af.)..!.+~l~(l+ K~~~) 
V lllnax MgPPi Mg Vmax MgPPi 

(Z) 

En dode se observa que tanto la Vmax como la pendiente se 

modifican por el mismo factor de concentraci6n de Mq-PPi. 

En este sentido se encontr6 un regráfico del tipo "competitivo" 

cuando, la concentraci6n del MCJ2' libre se mantiene constante y la 

del Mq-PPi se vari6 (Fiq s.B). Asimismo, se observ6 un patron 

"mixto" con intersecci6n a la izquierda del eje de las ordenas y 

con valor positivo, cuando se fij6 la concentraci6n del Mg-PPi y se 

vari6 la concentraci6n del Mg2' libre (Fiq. 98). Si el sistema se 

encuentra en equilibrio rápido (Tabla I) entonces la cin6tica de 

hidr6lisis sigue un mecanismo ordenado deacuerdo con el siguiente 

eaquema: 

Mg2' + E .. E-(MCJ) + Mq-PPi .. (MCJ) -E- (Mq-PPi) - Productos 

en donde el MCJ2' libre interacciona con la enzima antes que el 

sustrato, y precisamente la formaci6n del complejo enzima-activador 

favorece la uni6n del Mg-PPi, para dar lugar al complejo cataUtico 

enzima-activador-suatrato. 
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Tabla I. Patrones cinéticos para los posibles mecani•mo• de la 

pirofosfatasa, considerando al Mg-PPi como sustrato y al M<f' coao 

activador esencial. 

Mecanismo: Variaci6n del Mcf' Variaci6n del MgPPi 

Se Fija el Mg-PPi Se fija el Mcf' 

Azar NC' a= 1 NC a= 1 

M* a • 1 M a • 1 

Ordenado: 

Mg2* libre 

interacciona, con Mixto Competitivo 

la enzima antes 

que el MgPPi 

Ordenado: 

MgPPi interacciona Competitivo Mixto 

con la enzima antes 

que el Mgl' libre. 

* NC• nocoapetitivo; M• Mixto 

a •ignifica que tanto modifica el pegado del primer ligando al 

segundo. En a • 1 no existe ninguna modificación. 
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La pirofoafatasa citopl&smica de levadura (Knight y col 1981), 

tallbi6n requiere de Mg2• libre como activador y se ha encontrado 

un aecaniamo ordenado para esta enzima, pero a diferencia de la 

pirofoafatasa de membrana, en la pirofosfatasa citopUsmica se pega 

primero el austrato y después el Mg2' libre. Esta diferencia 

particular en los mecanismos podria tener implicaciones en la 

posible regulación y en el papel de ambas enzimas •in vivo.• 

111... ..TODI08 co• l .. IIIDOI .. COllPll'l'ITIVOS DIL IUl'l'IATO y DIL 

ACTI'BDOI PARA llVIDDCIAI IL UCAllIIXO CIHTICO DB LA PIIOl'OIHTUA 

DB llBIUlaa.A. 

Una herramienta muy utilizada en cinética enzimAtica, son los 

inhibidores competitivos, con el fin de evidenciar el tipo de 

mecanismo cinético (Fromm, 1979). En el caso de la cinética de la 

pirofosfatasa de membrana, se utilizó este enfoque con la idea de 

confirmar si el mecanismo cinético de la enzima es ordenado, como 

sugieren los datos de las figuras BB, 9B, las ecuaciones 1 y 2 y la 

tabla I. 

Se eligió al imidodifosfato ya que es un inhibidor competitivo 

de la pirofostfatasa citoplAsmica (Moa y Butler, 1972). Previamente 

se observó que el complejo Mg-IDP y el complejo Zn-IDP no son 

sustratos de la pirofosfata de membrana (datos no mostrados). 

Asimismo, por trabajos previos del laboratorio (Celia y Romero 

1987), se sabe que el calcio ejerce un papel inhibitorio, por lo 

cual se escogió al ca2' libre como inhibidor de la activación debida 

al Mg2•. 
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En este tipo de estudio se escogien inhibidores competitivos 

de la enzima para el sustrato y para el activador, y posteriormente 

se estudia el efecto del inhibidor competitivo para e discute que 

la DP) sobre el activador (Mg2•¡ y se estudia el efecto del 

inhibidor competitivo para el activador (Ca2•¡ sobre el sustrato 

(Mg-PPi). El tipo de patrones inhibitorios (competitivo, 

nocompetitivo o acompetitivo) es caracter1stico de cada mecanismo, 

ya sea en condiciones de equilibrio r4pido o estado estacionario. 

Dado que se plantearon los diferentes mecanismos cinéticos, se 

formularon las ecuaciones de velocidad en función del activador o 

el sustrato suponiendo que el ca2• libre es un inhibidor competitivo 

de la activador y el Mg-IDP es inhibidor competitivo del sustrato 

y se determinó el tipo. de patrón inhibitorio correspondiente para 

cada mecanismo cinético, lo que se resume en la tabla II. 

El imidodifostato es un an4logo estructural del pirofosfato. 

Para estudiar su efecto inhibitorio sobre el sustrato se fijó la 

concetración del Mg-IDP en o. 5 y 1. o mM y la del Mg2• libre en l. o 

mM, mientras que se varió la concentración del sustrato. La figura 

lOA, muestra que el Mg-IDP es un inhibidor competitivo, ya que la 

Kll para el sustrato se incrementa desde o. 68 mM a 2. 44 mM cuando se 

incrementa el Mg-IDP de o. o a l. o mM, mientras que la Vmax no 

cambia (331 .. 01 de Pi producido/mg de pote1na/min). Es claro que 

el Mg-IOP compite con el Mg-PPi por su unión al complejo enzima­

Mg. 

Se ha reportado que el ca2• es un inhibidor de diferentes 
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Tabla II. Patrones observados y esperados para diferentes 

mecanismos cinéticos, utilizando inhibidores competitivos para el 

Mg2• y el Mq-PPi. 

Variaci6n de : Inhibidor Patron observado+ 

Mq-PPi Mq-IDP e 

"92+ ca2• e 

Mq-PPi ca2• uc 

Mg2• Mq-IDP uc 

Patrones Inhibitorios Esperados 

Equilibrio Estado Equilibrio Estado 
RApido al Estacionario RApido Estacionario 
Azar al Azar Ordenado * Ordenado * 

e e e e 

e e e e 

e NC e uc 

e NC uc NC 

* El Mq2• libre interacciona con la enzima antes que el Mq-PPi 

+ Inhibici6n competitiva• e ¡ Inhibici6n Acompetitiva• uc ¡ 

Inhibici6n Nocompstitiva= NC 
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pirofosfatasas (Baykov y col 1989, Mee y eutler, 1972). Se estudi6 

su efecto fijando la concentraci6n del ca2' libre en 0.05 y 0.1 mM, 

a una concentraci6n de Mg-PPi de o.5 mM, mientras que se vari6 la 

concentración del Mg2' libre. La figura 108 muestra que el calcio 

libre es un inhibidor competitivo de la activación por el Mg2' 

libre, ya que la Km para el Mg2' libre se incrementa siete veces, 

de o.25 a 1.71 mM cuando el ca2' libre varia de o.o a 0.1 mM, 

mientras que la Vmax no cambia (237 nmoles de Pi producido/mg de 

poteina/min) • Este dato muestra que el ca2' libre se une a la enzima 

para formar el complejo enzima-ca, es decir el ca2' libre compite 

con el Mg2' libre para formar el complejo enzima-metal. 

Ya que en el medio de reacci6n se encuentra presente el complejo 

ca-PPi (posible inhibidor de la reacción), se calculó la 

concentración de éste complejo bajo las condiciones del experimento 

anterior (Fig lOB). El complejo ca-PPi varió de 0.77 hasta 0.007 mM 

cuando el Ca2' libre se mantuvo constante en 0.05 mM y vari6 desde 

0.15 hasta 0.015 mM cuando el ca2' libre se fijó en concentración 

de O. l mM. sin embargo, debido a que se presenta un efecto 

claramente competitivo del ca2' libre y no una inhibición mixta, 

podemos eliminar un posible efecto del ca-PPi, bajo estas 

condiciones experimentales. 

Para completar este anAlisis se estudió el efecto del Mg-IDP 

sobre la activaci6n debida al Mg2' libre, para lo cual se fijó la 

concentración del inhibidor Mg-IDP en 0.1 y 0.15 mM, mientras 

que se varió la concentración del activador (Mg2') a una 
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concentración fija del Mg-PPi (0.5 mM). La figura lOC, muestra una 

inhibición del tipo acompetitivo, ya que la Km cambia de 0.23 a 

0.74 y la Vmax tambi6n cambia de 201 a 150 nmol de Pi producido/mg 

de pote1na/min desde o.o a 0.15 mM de Mg-IDP 

respectivamente. Este dato sugiere que el Mg2' libre se pega a la 

enzima antes que el Mg-PPi, lo cual es consistente con el patr6n de 

inhibición esperado para el mecanismo ordenado (tabla II). 

Se estudi6 la inhibici6n del ca2• libre sobre la hidrólisis del 

sustrato, fijando su concentraci6n en 0.05 y 0.1 mM, mientras que 

la concentración del sustrato se varió en presencia de una 

concentraci6n fija de Mg2• libre (1.0 mM). El tipo de inhibici6n es 

acompetitiva (Fig lOD), ya que la Km para el sustrato disminuye de 

0.73 a 0.19 mM, y la Vmax de 433 hasta· 113 nmol de Pi/mg de 

pote1na/min. Este dato no es consistente con el patr6n de 

inhibición competitivo esperado (tabla II). Por otro lado el tipo 

de inhibici6n acompetitiva sugiere que el Ca2' libre se une al 

complejo enzima sustrato. Esta discordancia puede deberse a la 

formación del complejo ca-PPi. En el medio de reacción se encuentra 

presente el Ca-PPi a una setenta y siete veces menor que el 

sustrato cuando la concentración del ca2• libre es de o.os mM, 

mientras que el ca-PPi se encuentra a una concentracion treinta y 

tr•• veces menor que el sustrato en concentraciones de 0.1 mM de 

ca2• libre. Al respecto, en la pirofosfatasa de membrana de 

mitocondria, Unguryte y col,(1989) encuentran al igual que en este 

trabajo, una inhibición acompetitiva para el ca2' libre con respecto 

al suatrato y explican que la formación del complejo ca-PPi, 
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podrian interferir en la obtención de efectos limpios en la 

cinética de inhibición, por lo que es dificil, a través de este 

tipo de experimentos, determinar las constantes cinéticas para la 

inhibición del ca2• libre o del complejo ca-PPi. 

Como está indicado en la tabla II, los patrones de inhibición 

para el mecanismo ordenado son consistentes, excepto por la 

inhibición acompetitiva del ca2• libre cuando el sustrato se varia. 

Es claro que no se presenta un mecanismo al azar, sino uno 

ordenado, en donde el Mg2• se interacciona con la enzima antes que 

el sustrato. Este mecánismo se apoya en el análisis de la cinética 

en la figura 8A y 9A. Con los datos de la tabla II, no es claro si 

la simplificación del mecanismo en equilibrio rápido es la mlis 

adecuada o se requiere hacer ecuaciones de velocidad en estado 

estacionario y este es un punto que deberá ser clarificado. Es 

importante hacer notar que, en la pirofosfatasa citopllismica de 

levadura , el estudio con inhibidores competitivos y con sustratos 

débiles tales como el Cr(H20)-PPi, sugiere un mecanismo en 

equilibrio rápido, pero cuando se utiliza el Mg-PPi como sustrato, 

se encuentra que el mecanismo es en estado estacionario (Barry y 

Dunaway·Mariano 1987). Este resultado contrasta con el mecanismo en 

equilibrio rApido propuesto para R.. ~ utilizando Mg-PPi como 

sustrato. 

:ru.s. PUU. D&L PUOPOl1A'l'O LJ:IRI .. IL 

naorOIPAt'AR D& IOllllUllA. 

lllCAllJ:IKO D& La 

Se ha propuesto que el PPi libre es un inhibidor competitivo 
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para diferentes pirofosfatasas (Lathi, 1983). Por tal motivo se 

eatudi6 el efecto del pirofosfato libre en la cinética de 

hidr6lisis. Para ello, se fij6 la concentraci6n del PPi libre en 

0.03, 0.1, 1.0 y 5.0 mM, y se vari6 la concentración del sustrato. 

Se eligieron estas concentraciones porque es un intervalo amplio 

en concentración para estudiar el efecto del PPi. En la figura lOA 

se aprecia una aparente inhibición del PPi a concentraciones de 

1.0 y 5.0 mM, asimismo, se aprecian curvas sigmoideas, en lugar de 

las curvas hiperbólicas. Para analizar este efecto y el de la 

inhibici6n por PPi, se calculó la concentración del Mg2• libre, ya 

que en el momento de fijar la concentración del PPi libre y variar 

la concentración del Mg-PPi, se produce un incremento en la 

concentración del Mg libre y mientras se fije el PPi a mayor 

concentración la del Mg2• disminuye, acorde con las siquientes 

ecuaciones: 

Kd,., ... , ~ [Mg][PPiJ I [Mg-PPiJ ................... (3) 

:Kd,.,.pp¡/ [PPiJ = constante = [MgJ / [Mg-PPi) ........ (4) 

A concentraciones de 0,03 y 0.1 mM de PPi libre , no se ve 

inhibición, ya sea porque el la concentración del PPi libre se 

encuentra por debajo de su :Ki y/o porque la concentración del Mg2• 

libre ea lo suficientemente grande para activar la enzima, (tabla 

III). Por otro lado, a concentraciones de PPi libre de l.O y s.o mM 

se presenta una inhibición, que puede deberse al PPi libre y/o a la 

disminución del Mg2• libre, ya que, la :Km para M9 libre es de 0.12 

mM en presencia de 0.75 mM de sustrato y calculando la Km para el 
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Mq en presencia de 3.0 o 5.0 mM de MqPPi es 50 y 30 µM 

respectivemente (tabla III). 

Tabla III. decremento de la concentración de Mq2• libre , bajo las 

condiciones de la Figura llA. 

PPi constante Variación del Constante Variación del 

[mM] Mq-PPi [mM] Mq /Mq-PPi Mq libre (lllM] 

0.03 0.1 a 5.0 3.3 X 10·2 0.003 - 0.15 

0.1 0.1 a 5.0 1.0 X 10·2 0.001 - 0.005 

1.0 0.1 a 5.0 1.0 X io·' 0.0001- 0.005 

5.0 0.1 a 5.0 2.0 X io"' 0.00002-0.001 

Es decir, en este tipo de inhibición se pueden presentar 

efectos mezclados de inhibición por el PPi libre, y una disminución 

en la concentración del activador esencial. 

En la figura 108, se observa que la qr&fica de las doblea 

reciprocas para estos datos mueatra una aparente inhibición no 

co•petitiva para el PPi libre, lo cual no concuerda, con la 

inhibición competitiva reportada para otras pirofostataaas 

rsportadas (Mee y Butler 1972). Dada esta mezcla de efecto•, este 

entoqus no ea un mitodo adecuado para obtener la constante de 

inhibición del PPi libre. 
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Se fijó la concentración del sustrato y se varió la 

concentración del PPi libre, pero como se observa en la ecuación 3, 

al fijar la concentración del sustrato e incrementar la 

concentración del PPi libre, se produce una disminución del Mg2• 

libre. Al calcular la concentracione del Mg2• libre presente en el 

medio de reacción, resultó que el Mg" libre disminuye en dos 

ordenes de magnitud de la Km para el Hg2•. Dicho de otra manera, la 

inhibición en este diseno experimental (datos no mostrados), se 

debe a la disminución en la concentración del Mg" libre, ya que se 

ha propuesto al Mg" libre como un activador esencial, por lo que 

se impide la formación del complejo catal1tico: enzima-

activador-sustrato. 

III,5.1. Dl'fSllllillllCIO• DI LA COMSTAllTI DI IllllIBICIO• PARA IL PPi 

LIUI, 

Dado que por métodos directos no es posible evaluar la 

constante de inhibición del PPi libre (Ki), se determinó la 

constante a través de un método indirecto, que consiste en proteger 

la actividad de la enzima por la inactivación del modificador 

qu1mico EDC. El disefto de protección consistió en praincubar a la 

enzima con diferentes concentraciones de PPi, en presencia da EDC. 

Para realizar la medida da la actividad se completó la cantidad 

necesaria da Na4P2 07 y MgC12, para mantener la concentraci6n de 1.0 

lllM del sustrato y 1 mM del Mg2• libre. Este tipo de estudios 

cinéticos, empleando modificadores qu1micos irreversible•, permita 

avaluar las constantes cinéticas con resultados comparables a loa 
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obtenidos con los estudios de velocidades iniciales (Franco y col 

1905), La efectividad en la protección depende de la afinidad de la 

enzima por el ligando, por lo que este método permite evaluar la 

constante de disociación del ligando a la enzima. 

Por trabajos del laboratorio (Romero, I. 1991) se demostró que 

el EDC es un modificador irreversible de la reacción de hidrólisis 

del sustrato. A partir de la grAfica del logaritmo del porcentaje 

de actividad remanente de la inhibición con EDC en función del 

tiempo, se obtuvieron las constantes de inactivación de 

pesudoprimer orden para las diferentes concentraciones de EDC. El 

regrAfico de estas constantes de inactivación en función de la 

concentración del EDC, estA determinada por la ecuación: 

KA K (M) 1 .......... (5) 

donde: K• • la constante de pseudo primer orden; K = la constante 

de 2• orden; M = la concentración del modiflcador y l = el orden de 

la reacción. Este regrAfico dió una linea recta (datos no 

mostrados), lo que quiere decir que el modificador qu1mico no forma 

un complejo reversible con la enzima (Horique y col, 1979). 

Asimismo presenta una constante de 21 orden de 36.9 M. 1 min·1• A 

partir del reg4f ico del logaritmo de la constante de pseudoprimer 

orden en funci6n del logaritmo de la concentraci6n del modificador, 

•e obtuvo un orden de reacci6n de 0.9 (Romero, 1991). 

Estos datos son importantes para fundamentar la determinaci6n 

de la constante de disociaci6n del PPi a la enzima (K,,,.1), ya que el 

peqado del PPi proteqe de alguna manera a la enzima de la 

inhibici6n por EDC. La reacción que describe la formaci6n del 

63 



complejo enzima-EDC y la enzima-PPi-EDC se ilustra de la siguiente 

manera: 

K, 

Enzima + EDC --------• Enzima-EDC (forma inactiva) 

+ 

PPi 

Kpp 

Enzima-PPi ----------------------• productos. 

En donde la constante aparente de inactivaci6n esta dada por 

la ecuaci6n: 

K 1 

1/ Kapp ••••••••••••••• (6) 

(1 + PPi / Kpp) 

La ecuaci6n rearreqlada en su forma inversa nos da: 

l/Kapp = (l/K1 Kpp) [PPi] + l/K1 ••••••••••••••••••• (7) 

un regrAfico del inverso de la Kapp en funci6n de la concentraci6n 

del PPi durante la preincubaci6n, nos da una linea 

recta, en donde su abscisa al origen es el valor negativo de de la 

constante de disociaci6n del PPi (Kpp), y eate valor puede ser 

coaparado con una constante de inhibici6n del PPi 

Utilizando este enfoque se deterain6 la constante de 

inactivaci6n de pseudo primer orden a diferentes concentraciones 
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del PPi, graficando curso temporal del logaritmo de la actividad 

remanente (Fig 12). El reqr!ifico del inverso de la constante 

aparente de inactivación, en función de la concentración del PPi 

utilizado en la preincubación, es lineal como lo indica la ecuación 

7, con una abscisa al origen de J.16 mM que es la Kd para el PPi, 

el cual serla el valor de la constate de inhibición. 

Este dato es muy importante, ya que establece que la• 

concentraciones del orden milimolar de PPi libre producen efectos 

inhibitorios. Este valor de J.16 mM concuerda con la figura 10, ya 

que solamente a concentraciones mayores de 0.1 lllM se observa la 

inhibición por el PPi libre, mientras que en el orden de µM, no se 

aprecia inhibición. Asimismo, bajo las condiciones de loa 

experimentos en las fiquras e y 9, la concentración del PPi libre 

se encuentra por debajo de concentraciones µM (K,.p¡ es de 3.16 mM), 

por lo que revalida, que bajo las condiciones empleadas en los 

experimentos de activación por magnesio, no se presentan efectos de 

una aparente activaci6n debida a la disminución en la concentración 

del PPi libre como lo indica la ecuación J. 

UI. 1. BI'~ DBL l'O'fDCIAL DB BUPDJ'ICIB BOIRB LA AC!'IVIIWI DB 

BIDROLIIIB DB LA PIROJ'OBl'ATABA DB llJllllJIAllA, 

Uno de los objetivos de el trabajo, consistió en determinar 

si el efecto activador atribuido al Mq2' libre, se debla a un efecto 

directo del Mq2' sobre la enzima o bien al enmascaramiento del 

potencial de superficie de la membrana del cromatóforo. Dado que 

la carqa de la superficie de- la membrana y del sustrato (Mg-PPi2-¡ 
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son negativas, podr1an darse efectos de repulsi6n entre el sustrato 

y el potencial de superficie de la membrana. Al agregar el Mcf' 

libre, estas cargas positivas apantallan la carga de la membrana y 

as1 el sustrato fuera mAs accesible al sitio activo de la enzima 

(Figura 13). Es importante hacer notar que en diferentes enzimas 

membranales, el potencial de superficie puede ser un factor que 

modifique la actividad enzimAtica (Wotjack y Nalecz 1978), por lo 

cual fue necesario esclarecer si exist1a un papel del potencial 

superficie en la cinética de esta enzima. Para tal estudio se 

modific6 la carga de superficie del cromat6foro de B... I:!tl1D!m con 

dos técnicas: l) fusi6n de liposomas (con diferente proporci6n de 

carga) con los cromat6foros y 2) la incubaci6n con detergentes 

ani6nicos (SOS) o cati6nicos (CTAB), a concentraciones inferiores 

a ia concentraci6n micelar critica. El eme del sos es 1.0 mM y del 

CTAB es 8, O JllM, 

In.a.1. rUIIOM DB LUOBOllU co• CllOD'fOroaoa DB LA DCTDI• 

roro&Ill'l'llTI~ ahotoapirillya ~. 

Para la fusi6n de liposomas con los cromat6foros, se 

prepararon tres tipos de liposomas: a) liposomaa de asolectina 

fosfatidilcolina (Sigma type III); b) liposomas de asolectina con 

dicetil fosfato en relaci6n 120 mg/40 mg ml"1 y e) lipoaomas de 

aaolectina con eatearilamina en relaci6n 120 mg /20 mg ml"1• El 

procedimiento de fuai6n conaisti6 en un cambio de pH, de 7.5 a 6.5 

y para el término de la tuai6n loa lipoaomaa se regresaron al pH 

original, como se describe en "Material y Métodos•. 

67 



' , , . ,, ,, 

1 1 2 , 'Mg + 
1 

: 1 
1' ') 
'1 l::f -+ 'i g 

M g-P Pi 
,,, 
¿¡-

Mg-PPi 2-

Figura 13. Esquema hipotético de la posible participaci6n del 

potencial de superficie en la modulaci6n de la enzima. 
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Para comprobar la fusión de los liposomas, se corrió un 

gradiente de sacarosa de 10 a 40% (p/v) con las muestras fusionadas 

y se midi6 la absorbencia a 880 nm que corresponde a los complejos 

pi9111ento protelna de los complejos antena que estan presentes en 

los cromatóforos. En la figura 14, se observa dos poblaciones de 

diferente densidad en el gradiente de sacarosa, la fracción de alta 

densidad (35' de sacarosa p/v), que corresponde a los cromatóforos 

intactos, como se aprecia en el control, y la fracción de baja 

densidad (25\ de sacarosa p/v), que corresponde a los cromatóforos 

fusionados con los liposomas. Una vez demostrada la fusión, se 

midió la actividad hidrolltica de la enzima con las tres 

preparaciones de membrana mencionadas, como se observa en la figura 

14, la modificación cinética se da en la Vmax, pero no en la Km que 

se' mantiene en un valor de 0.29 mM. Es dificil explicar porqué 

diminuye la Vmax, pero una posiblidad es la dependencia de lipidos 

que presenta la pirofosfatas de membrana para su actividad (Klemme 

y col, 1971), ya que si ésta se incuba con fosfolipasa "A" se 

pierde la actividad, y si a la misma preparación se le incuba con 

fosfollpidos , la actividad se recupera, por lo que la dilución de 

llpidos durante la fusión de los cromat6foros con los liposomas 

puede ser un factor en los cambios de la Vmax. Se hacer notar que 

no existen modificaciones en la Km, asimismo, se ha visto (Nalecz 

y col 1980) que las modificaciones cinéticas producidas por el 

potencial de superficie se dan a nivel de la Km de las enzimas o 

las Km para procesos de transporte, debido a que el potencial 

repele o atrae los sustratos positivos o negativos, produciendo una 
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Figura 14. Fusi6n de los cromat6foros con lipoaomau. 
Absorbencia a 800 nm que corresponde a los pigmentoa-prote1na A) 
Corresponde a la fusi6n de lipoaomas con fosfatidil colina (FC) y 
dicetil fosfato (DF) • B) corresponde a la fuai6n de liposomas con 
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Km Vmax 
Control 0.29 230.5 

0.125 FC 0.28 70.3 
FC + DF 0.28 36.0 

0.100 
FC + EA 0.29 69.5 FC + DF 

o 
> 
'-..... 0.075 
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Fil)Ura 15. Actividad hidrolltica de la PPiasa de la• 
diferentes preparaciones de eembrana. se varió el sustrato coeo ae 
indica en la figura y se mantuvo constante la concentraci6n del Mg" 
libre en l.O 11111. 
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mayor o menor concentración del sustrato (según su carga) en la 

vecindad de la superficie de la membrana, y por lo tanto, se 

presenta diferente accesibilidad al sitio activo de las enzimas 

(Wotjack y Nalecz 1979, Theuvenet y Borst-Puawels, 1976). 

Ill. a. 2. HTillACIO• DI LA KODil'ICACIO• DIL l'OTDCIAL DI 8Ul'Ul'ICII 

.. LOS caOHATOl'OROB l'UBIOllADOB co• Lil'OIOllJIAB. 

Una parte importante de este estudio consistió en demostrar 

que el potencial de superficie de los cromatóforos se modificó por 

el procedimiento de fusión , para lo cual se titularon los 

cromatóforos con Anilina naftaleno sulfonato (ANSº, Fig 16). Esta 

sustancia fluorescente se ha utilizado para estimar el potencial 

de superficie de diferentes preparaciones de membrana (Nalecz y col 

1980). Debido a la carga negativa del ANS, esta molécula fluoresce 

cuando interactua con las cargas de la superficie de la membrana, 

de tal manera que los cambios en la Kd del ANS se pueden relacionar 

con la modificación del potencial de superficie en la membrana del 

cromatóforo. 

Cabe aclarar que la magnitud de la modificación de la l<m 

producida por el efecto del potencial de superficie, debe ser 

comparable a la magnitud de la modificaciónde la Kd para al AHS. 

Deacuerdo con la distribución de Boltzman la realción entre la Kd 

o la Km y el potencial de superficie esta dado por la siquiente 

ecuación: 

Kd•](°d exp (ZF A•s /RT) ........................... (8) 

Donde Kd = la constante de disociación de la molécula en 
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Figura 16. Titulación de los cromatóforos y estimación de Kd para 
AHS en las diferentes preparaciones de membrana. A) Fluorescencia 
en unidades arbitrarias a las diferetes concentraciones de ANS. 
B) reqr6f ico de dobles reciprocas para los datos de la f iq 16A. 
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presencia de potencial de superficie; Kºd es la constante de 

disociación de la molécula en ausencia de potencial de 

superficie;A• es el cambio en el pontencial de superficie. 

Por lo tanto, es posible determinar el cambio en el potencial 

de superficie de acuerdo con el cambio en las Kd para el ANS, con 

base en la siguiente ecuación: 

IJ.••RT/ZF'ln(Kd/Kdo) ••••••••.••••••••. (9) 

En donde Kd es igual a la ate de disociación para el ANS en 

membranas controles y Kdo es igual a la ate de disociación del ANS 

en las preparaciones fusionadas con liposomas. 

Asimismo, la ecuación an4loga en función de las Km de las 

diferentes preparaciones de membrana: 

IJ.••RT/ZF'ln(Kin/Klno) .............. (10) 

En donde Km corresponde a las membranas sin modificar y la Km
0 

corresponde a las preparaciones con la Km modificada. 

En la tabla se observan los cambios en el potencial de 

superficie calculados con la Kd para el ANS, los cuales deber1an 

coincidir con los cambios obtenidos utilizando la Km. Los 

resultados sugieren que el potencial de superficie no altera la 

afinidad del sustrato a la enzima. Es decir no se modificó la 

accesibilidad del sustrato a la enzima. 

74 



accesibilidad del sustrato a la enzima. 

Preparaci6n de 

membrana 

cromatoforos +PC 

Cromat6foros + PC 

+PC 

Cromat6foros + PC 

+ EA 

Diferencias en el potencial de 

superficie 6 • en mv 

Calculado a partir calculado a partir 

de la Kd para ANS de las Km 

-0.3 o 

-46.2 o 

14.0 o 
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III.1.3. KODirICACIOI DIL l'OTllCIAL DI IOP ... ICII DIL caOllA'l'Oroao 

COI DITlaGllft'll AllIOIICOI O CATIOIICOI. 

Dado que durante la fusión de los liposomas con lo• 

cromatóforos se modificó la velocidad máxima de la reacción (Vmax) 

y no la Km, se empleó otro método para alterar la carga de 

superficie del cromatóforo. El segundo tipo de metodolog1a 

empleado, consistió en incubar los cromatóforos con detergentes 

aniónicos o catiónicos como se indica en "Material y Métodos", los 

cuales se particionan en la membrana del cromatóforo y modifican el 

potencial de superficie del cromatóforo. Los detergentes empleados 

fueron el ani6nico sos· y el catiónico CTAB" a una concentración 

de 200 µM (el eme del SOS es 1.0 mM y del CTAB es B.O mM). Se 

determinaron las constantes cinéticas en presencia de la variación 

en la concentración del sustrato y lmM de Mg2' libre constante en 

las diferentes preparaciones de membrana: cromat6foros incubados en 

sos, cromatóforos incubados en CTAB y el control. En la figura 17A 

no se observa ninguna modificación en la Km ni en la Vmax de estas 

preparaciones de membrana. Asimismo, al variar el Mg2" libre y fijar 

la concentración de sustrato en o.s mM no aprecia ninguna 

alteración en la constante de activación de la enzima (Fig 178). 

III • 7 • U'l'IKACIOJI DI LA KODirICACIOI DIL .a!llCIAL DI IDIUICH 

a a LA8 DirDlll'l'U raUAaACIOllll DI Kma&llA. 

De igual manera que las membranas fusionadas con liposomas, 

se procedió a titular con ANS las preparaciones de membrana 

incubadas con detergentes aniónicos o catiónicos. se obtuvo la K• 

,. 



2CIO 

11111 

tao 

0•0i--~~+-~~~2~~~+3~~__,4r-~~~5 

250 
[Mg-PPi] mM. 

--·--· B 

.~·-= 200 

In 150 ., ./ o 
E 
e 

100 

501 
OA--+~+--+-~+--+-~l---+-~f---+----1 
O. D. 1 D.2 O.J D.4 D.5 D.6 D.7 D.11 D.11 1 .D 

[Mg2+] mM 
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para el ANS en las tres preparaciones de membrana. se puede 

apreciar (Fig. 18) que la Kd para las preparaciones con SDS es mA• 

grande (29.4 mM) que la Ks del control (10.3 mM). Asimismo para la• 

preparaciones con CTAB la Kd para el ANS (6.3 mM) es menor que la 

Kd del control (10.3 mM), lo que quiere decir que el potencial de 

superficie se modificó en las diferentes preparaciones. Dado que la 

Km para estas preparaciones y la cinética de activación no se 

modificó, se concluye que el potencial de superficie no modula la 

accesibilidad del sustrato a la pirofosfatasa de membrana. 

De la misma manera que se calculó, el cambio del potencial de 

superficie en la fusión de cromatóforos con liposomas, acorde con 

las ecuaciones 9 y 10, ae calculó la diferencia de potencial para 

estas preparaciones: 

Preparación de 

membrana 

Cromatóforos 

incubados con SDS 

cro111at6foros 

incubados en CTAB 

Diferencia en el potencial de 

superficie 4 • en mV. 

Calculada a partir Calculada 

de la Kd para ANS de la Km 

-26.4 mV o 

12.4 lllV o 

a partir 

Esta falta en la modulación del potencial de superficie 
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sobre la actividad de hidrólisis, puede deberse a que el sitio 

activo de la pirofosfatasa de membrana se encuentra a una 

distancia mayor de los 30 Aº de la superficie de la membran, ya 

que entre los o y los 30 Aº es donde el potencial de superficie 

ejerce su acci6n. Esto es muy raro, ya que una gran cantidad de 

enzimas y acarreadores que se encuentran en la membrana son 

modificados por el potencial de superficie e inclusive enzimas 

citopl4smicas que son adheridas a una matriz con carga, presentan 

modificada la Km para el sustrato por la influencia del potencial 

de superficie. 

Por todo esto se concluye que la potencial de superficie no 

modifica la accesibilidad del sustrato a la enzima , lo que se 

reflejarla en cambios en la Km, tanto para el sustrato como para el 

activador, asimismo, la activaci6n del Mg2' libre demostrada en la 

primera parte de la tesis, se debe al efecto directo del magnesio 

sobre la pirofosfatasa, lo cual apoya la presencia de sitios de 

pegado para el magnesio en diferentes pirofosfatas citoplAsmicas, 

con un papel modulador de la actividad de estas enzimas. 
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lll.8. COMCLU8l0MB8 Y PIUIBPICTlVAS. 

El complejo catal1tico de la pirofosfatasa de membrana es el 

complejo ternario formado por pirofosfatasa-(Mg)-(Mg-PPi). La 

formación de este complejo se lleva a cabo a través mecanismo 

cinético ordenado en condiciones de equilibrio r&pido, en donde el 

pegado del Mg2' libre precede al del sustrato, es decir sin la 

adición del Mg2' libre a la enzima, esta no reconoce al sustrato. 

El mecanismo de la reacción puede secribirse: 

Mg2' + E • E-Mg + Mg-PPi • E-(Mg)-(Mg-PPi) ---~ Productos 

A diferencia del modelo cinético de Randahl ( 1979) para la 

pirofosfatasa de membrana de la misma bacteria, se eliminó la 

formación del complejo E-(Mg-PPi), previo al pegado del Mg2' libre. 

El estudio con inhibidores competitivos, permite concluir que 

la cinética de hidrólisis presenta un mecanismo ordenado, aunque no 

es claro, si la simplificación de un mecanismo en equilibrio rApido 

es la més adecuada o se requiere plantear una ecuación de velocidad 

en estado estacionario, por lo que es importante continuar este 

anUisis. 

Es importante hacer notar que las pirofosfatasas, tanto 

citoplésmicas como de membrana, son activadas por magnesio libre, 

aunque existen ciertas diferencias, como el intervalo de 

concentración donde ejercen su papel. Asimismo, en la PPiasa 

citoplésmica de levadura, se encontró un mecanismo ordenado donde 

se afiada antes el sustrato que el activador. Estas diferencias 

podr1an tener alguna razón en función de la regulación "in vivo" 
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entre las pirofosfatas. 

La modificación de potencial de superficie, no produjo efecto 

sobre la Km del sustrato, !o cual indica que las modificaciones en 

el potencial de superficie no modula la actividad de la enzima. Una 

explicación de este hecho, seria la magnitud de la distancia entre 

el sitio activo de la enzima y la superficie de la membrana de la 

bacteria. 

Proponemos que el estudio de la pirofosfatasa de membrana es 

un modelo experimental de la transducción de energia entre un 

enlace de alta de energia y la translocación de protones de manera 

reversible. Es por lo tanto importante considerar al protón como 

una parte m4s de la reacción, para lo cual se deberla calcular la 

estequiometria protón/PPi. Asimismo, plantear modelos considerando 

al sustrato, al activador y al protón. Por lo que seria importante 

conocer si los efectos de activación del Mg2' libre, se reflejan en 

el bombeo de protones. 

Por otro lado Nyren y col, (1991) reportaron una purificación 

de la pirofosfatasa de membrana con una columna de afinidad, en el 

laboratorio hemos reproducido parcialmente la purificación de la 

protein, lo que permitirla abrir nuevos enfoques en nuestra 

investigación, como por ejemplo conocer aspectos de la estructura 

de esta enzima, conocer el nümero de subunidades que contiene la 

prote1na, determinar la estequiometr1a del pegado de los metales a 

la enzima, y corroborar, por metódos directos el mecanismo 

propuesto para la enzima. También se podrian hacer estudios de 

modificación quimica y espectofotométricos para correlacionar 

12 



aapactoa entre la estructura y la función de la proteina. 
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Mg2+ is an essential activator of hydrolytic activity 
of membrane-bound pyrophos11hatase of R/10dospiri1111111 l'ltbl'/1111 

Alcjanc.Jro SOSA, Hclclor ORDAZ. lrma ROMERO untl llc/ioc.Joro ('(;LIS• 
Drpar1amcn10 de Hioc11crgética, Jnsti1u10 de Fisiologia Cclul:1r, Unin:uidad Nacional Au1óoma de Mt.!"ico. 
Apartado Postal 70-600, 04510 México, D.F. México 

Thc substrule far the hydrolytic nctivity oímcmbrnne-bound pyrophospha1:tsc is lhe l'P,-Mg'' cumple.,. Thc cnzymc has 
no adivily when thc free Mg'" conccntrnlion is lowcr 1han IOJl.\I (nt 0.5 n1'1·PP,-Mg''), 1111d thercforc free Mp.1• is un 
cuenlial 11clivalor of lhc hydrolytic activity. The X.., ror lhe 1ubs1ra1c changcs in response 10 v;1ria1io11 in free Mg" 
com:cntration, from 10.25 lo 0.6 m~1 when free Mg1' is increascd from O.OJ to 1.0 m•t rcspttlivcly. Thc X,. for Mg1' 

dcpcnds on thc substrate eonccncration: lhe K,. far deercam from 0.52 lo 0.14 m•1 from 0.25 10 11.75 mi.c·PP1-M,g'" 
rcspectivcly. Thc utrapolaled K.., for Mg1' in thc absencc oí the subs1rate is 0.73 mM. lmidodlphnsplrnlc-Ms" and free 
Cah were uscd ;is compctilivc lnhibilon of substralc and activa lar respccli~cly. Thc cquilibrium binding kinclics su~gcsl 
an orden:d meehanism far !he aclivalor and !he substra1c: Mg1' Jons bind the enzyme bcforc PP,-Mg1• in the ror111a1io11 
of thc C01lalytic eomplex, mcmbrnne·bound pyrophosphatase-(Mg1º)-(PP,-Ma1'). 

INTRODUCrJON 

Mcmbranc·bound pyrophosphatasc (EC 3.6.J.IJ of Rlio1/o· 
spjr//111111 ruhru111 ehrom1Uophorcs ca.tulyscs not only thc 
hydrolysis of pyrophosphate but also thc synthcsis of pyro· 
phosphatcwilhenergyderivcd from photosynlhcticclctlron m111· 
spor1 (Baltschcffsky, 1978; DR«:arini·Mclandri dt Melandri, 
1978). Pyrophosphalc hydrolysis in thc chromalophorc mcm· 
branc is linkcd lo !he clcctrogcnic ltanslocation of prolons in a 
fully reversible procc-si (Dahschctrsky "1968; Kcister dt Minien, 
1971; Moyle el al., 1972). 

M ost inorganlc pyrophosphatascs, bolh ey1ophumic and mem· 
branc·bound, use lhe PP,-Mg .. complcx us lhc real subs1r:i1e for 
hydrolysis; free PP1

4º is an inhibitor of this rcaction (Lathi, 
1983). 

Randhal (1979) suggcs1cd 1h1u Mg'" ions modula1c lhe prop· 
ertics oflhecnzymc. lndccd, il has bccn shown (Ce/is rl al., 1985) 
111111 P¡/PP, cxchanGe rca.clion and pyrophospha.lc hydroly~ls 
calalysctl by membt11ne·bound pyrophosphalase ha~e sharply 
dilfcrcnt rcquircmcnts for Mg" ions. In lhc samc way, Celis & 
Romero (1987) have dcmonslta.led that lhc 1wo rcnelions have a 
markcdly diffcrcnl pH rcquircmcnt. 

Sludics on lhc clTccl of bivalcnl eations on thc h)·drolylic 
mction and P./PP1 e1eh1n1e (Cclis 4 Romero, 1987) show lhat 
Mn'* and Co .. parlially supporl thc P.f PP, cxchange rcaclion 
{.SO%), whcrcas bi\'alent cations such as Zn•• and Ca1 • do not. 
In !he hydrolylic rcnclion, Zn1• al low concentralion can rcplacc 
M¡'" in tM formalion of thc substralc. In thc presencc of hi[!h 
concenl11lion1 or substratc for thc hydrolysis (PP,-Ma;''), fr~ 
bivalcÍll cations are inhibilory. 

TtlCIC sets of obscrvalions suggcsl 1ha1 bivn/cnt calions and 
protons rcgul:ilc lhc catalylic propcrlies or membrane·bound 
pyrophosphntasc. Howcver, il is diílicult to determine thc tc[!u• 
latory clfcct of free MG'" on hydrolylic activity bccausc. as hns 
bccn st11tcd, il abo forms the substrate c;-omplc1. Thc tcgululory 
propcrtics and lcinc1ics or Mgh activation of cytuplasmie pyro· 
pho1ph1tasc havc bccn sludicd previously CKlcmmc & Gesl, 
1971; Moc A Butlcr, l972a~ Darry &: Dunaway-Mariuno, 19R7). 
Howe~r. 10 our knowlcdge, lhesc prnpcr1ics have 1101 bcen 
studktl for a mcmbranc-bound pyrophusph.itusc. Sincc this 

• To whum cnrrcspunJcncc 1huulJ be •!.11.lr~~. 

\'ul. lKJ 

p)'tophusp/1at:uc is couplcd to thc prolon grudicnt, \~hcrcus lhe 
C)'loplasmic entymc is no!, thc study uf the rciJuhuion oí lhc 
mcmbrane·bound cnzymc is imporlanl for tite undcrslllndinp of 
lhe mcchanism oícncrgy lrnnsductiou. In 1hc prcscncc work, lhc 
role of free Mi!'" as an csscntinl uclivnlor ur l/1c hydru/ytic 
reactlon ofmcmbrane·bound pyrophosphntasc was studicd. An 
ordcred mcchanism far lhe hydrolytic activi1y of lhc cnrymc is 
suuesled in which Mg•• bimls lo 1hc cnzyn1e he fo re PP ,-M g~· in 
the fom1111ion of 1he ca1alytic complcx. 

J\JATERIALS ANO METIJOOS 

81c1rrl11I 1:rnlh 1nd prrp11t11flmr or d1ron111Coph11rc11 írom 
"lld•l)~R.ru6rum 

Wild·typc R. mht11111 A.T.C.C. J 1170 was (!rown anaerobically 
in thc li(!ht (lungslcn lamp1 of' 40 W ni 30 cm) al .lO -C in a 
mcdium deierihcd by Cohcn·flazire rt 11/. (19S7). U;1c1crial t.-c;-Us 
wcre hancstcd in thc l:llc·cxponcnli;il phasc. 

The cclls were wnshed wilh SU 1m1·KCl/!iU lllAl·~lops buffer, 
pH 7.5. ond chromatnphores \\Crc p1cparcd by sonit'atlon for 
2 min in an MSE soniculor al ful! powcr. in JOm~t-Tri~/llC'I 
buffer. plf 7.5. Ancr centriíu¡mlion ni 2600(1 K fnr :?O 111111, lhe 
supcrn:11anl wascollcc:tedandccnlrifu¡?ctl al IU500Utfor90 min. 
Thc residual M¡'" was eliminatcd from the chrom11tophorcs ~y 
wnshing \!o"ilh !i m~·EDTA/5 mM-EGTA/10 m11°Tri1/HO 
bulTcr. pH 7.!i, followcd by a sccond washin¡ whh JO mAt· 
Tris/l~CI buffer, rll 7.5. Thc linnl pcllet wa1 rnu~pc11dcd in 
JO mM·Tris/HC1 bulTcr, pH 7.!i, al a prolein concenlrution or 
3G-3S ms/ml. Thc chromalophorc prepar11ion was lcpt at •f"C 
and uscd within 1hc nut 3 days. No ehanae: in 1hc hyc.lrolylic 
nttM1y wns dc1ectcd within this lime. Pro1ein wns dclennlRCd by 
the method or Lo1vry rt 11/. (1951), with USA as stnndnrd. 

lf)dU/J.d' or !lJnlphO'lphllle 

Thc hydrol)"IÍC rcaclion wn~ dclcmtincd in 1he dark wi1h n 
(!tccn sarety light undcr the Cllndilions dL~Crihcd' in thc R~ult~ 
nnd discuuion scction. Thc rcncliom \\ere i11ili>1IC\I hy ;1llding 
thc chroma1ophorcs 10 the rcacliun mcJium. und \\ere nrrn:tcd 
wilh fi"n (w/,·) lrichlnrnncelic nL'ld (fürnl conc.'CnlmlionJ. 
Pl1o~rhn1c w:n dclcn11i111:J in lhL· ~111"1i:rmua111 11~ dL'krihc.'CI by 



Fbkc &:. SubbaRow (192S). In thc inilial·vclocity sludic:s, thc 
muimum 1mount or PP,-Mgh cornplcll hydrolyscd was only 
IS% in l.S min:ln this p::riod lhcproduct íormation (phosphlllc) 
h1d no clfecl on thc hydrolytic vclocity. Jnililll vclocilics are 
dcfincd as nmol oí P1 produccd/min pcr rns oí prolcin, 

Cakul11Joa or rrtt me11l lons, U11nds and complu 
Conccnlralions oí metal ion complcll :ind (rec ions in lhc 

rcaction media wcrc calculatcd with \he computcr progrnm of 
F11bllllo (1988), using publishcd llS5oci11tion con1t11nls for all 
componcnts or 1hc rcaction media. All valucs were 1aken írom 
Martcll de. Sillén ( 1971) except for lhc association consl.anl íor thc 
fonnatlon oí Mg'º-EOTA complc.1, which was takcn from 
Fubiato (1'188). In thc cornpulalion~. adjustcd vulucs of the 
association conuants suitable to tcmpcralure und pU ofrcaclion 
media wereused. The program was runin lln IDM ATcompuler 
wilh 1n arithmctie eo·proccssor. 

RE.5ULTS ANO DISCUSSION 

Effed of free M¡ .. on Che hydrolytle 1cthlty of mcmbunt­
bound pyrophosphatase 

The substrate íor the hydrolytic aclivily oí mcmbrane·bound 
pyrophosphatasc is 1he PP1-M¡1 • complex, and rrec Mg1• has an 
appan:nl ac1iva1ing elTcct (Randahl, 1979: Ccliset al .• 1985; Cclis 
de. Romero, 1987). In ordcr to investigate the elTcct of free Mg'" 
on the hydrolytie aetivity, free M¡10 conccntration was increased 
from 0.01 µM to 1.0 mw, kccping PP1-Mg1o constan! at 0.5 mM 
(Flg. 1). ll can be obscrved lhat ll1e hydrolytic aetivity dcpcnds 
strictly on free Ma'" conccnlralion: the appnnmt K,. (or Mgu 
(K~110 •. 1} is 0.28,mM. No PP,-Mg'" hydrolysis 0<.curs whcn free 
Mg'" conccntration is lowcr th:Jn JO ¡1~1. Therefore Mg1' could 
serve as an mcnlial 11ctivator íct thc hydrolytic activil)' oí lhe 
mcmbrane·bound pyrophosphalasc, given thc Mg'" rcquircmcnt 
ror substratc rcco¡nilion by the cnzyme. 

aTecl ur frre M1'" un rr1-M¡" h)drul)'Si1 
ln'order to determine the effcct oí free Mg'" on the hydrolytic 

activity, free M¡1º wa1 fi11cd at four dirrcrent concen1ra1ions, and 
rorcach case 1hcconcen1ration of PP,-Mgl+ wns vnricd (Fig. 2a), 
An increasc in free Mg .. produccd an cnhanccd hydrolylic 
aelivity, but hydrolysis depended on subslratc concenlration in a 
saturable manncr; this is in a¡rcemenl wi1h lhc reporl by 
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~ ':k'::rec1~~"~i~,1!i:~::~~M,r1~~~~!r,~~::nª:~ ~~~;~¡ 
and 1he indklled free M1'" co~nlratlon In rm:srncc or 1.0 m~l· 
EDTA. The innihalinn mcdium conlained SO mlt•Trl\/malco1le 
buffer, rH 6J, 1nJ 1 m1 ul' dlromalophore protcin. lncubalion time 
wul.Smin, 

A. Sou1 and othcts 

Schwarm ,., al. (1986) working wi1h thc mcmhrnne·bo11nd 
pyrophosphaluc or Rlm1/u¡m111Jmmm1u ¡mlumi.r. l11e tluta 
shuwn in Fig. 2{a) wcrc rcrloucd ns 1.incwcnver··llurk flltit~. /\. 
unall change in v •.••. \\'as obtnincd (SIS to 4!12 nmol of l',/min 
pcr mg oí prolcin ni thcd M¡1• conccntrution~ ní 11.0.l In 1.11 lllM 
mpcc1ively). Whc:n lhe free Mg1 ' concentr111io11 wa• rni\etl, lhe 
appartnt K.., fot rr.-Mg1

• <Krr, M ... ,.,, ,1 dccrcascd. Thc cal· 
eulatcd K,. 'llllucs v.crc: 10.25, 2.92, 0.K4 aud 0.6 mt.t ni free MpH 
conccn1ra1ions of O,OJ, 0.1, U.S nnd 1 111~1 rc,pcctivcly. Fip. ~(1•) 

shows 11 linear rclntionship lic1wccn 1hc npp;ucut A',.. í11r 1'1'1 • 

M¡1' obtaincd írom Fig. 2(b) nntl the reciprocul /hcJ free Mp:. 
conccntration. Thc inlcrcepl cm !he ordim1te axii{ll.17 mMI gi\'C!I: 
the K., for PP1-Mg1 ' =it ':11Urnlir.g concculr:llions of free M~~·. 
1·11¡s is in nJlrccrncnl wilh thc rule ur free Mg'' ll' ;m C~SCl11ial 
11c1iv:1tor for PP1-M¡'" h)·drolysis. 

Frre Mg1' 1c1h11iun and 111 dr¡>rndcncc on l'P1-Mgh 
concrnlr1Uon 

The cfTccl oí v:irious free Mg" concentrnlion\ wa• ~ludicd nt 
lhrce conccntratíons oí PP1-Mg1• (Fig. Ja). Tlie hmcase in 
hydrolylic activity depended on free Mg••, but the hydrolytic 
activi1y also lncrcnsed as lhc coucenlralion of PP,-Mg" in· 
crcased. The cakulated 1~ ... values werc 270.6. 362.9 nnJ 
J67.J nmo) oíP1/min pcr mg oíprotcin at 0.2S mM·, O.S nUt· uml 
0.7S mM·PP1-Mg1' respcc1ively. Thc 11pp¡ircnt K.., for MH'º 
decreascd ns PP1-Mg1 ' concenlrnlion incrcused; lhc A·11 .,.,1

• 1 wns 
O.SI, 0.28 nnd 0.12 mM for P1'1-Mg" ni 0.2S, 0.5 1111J U,75 nrn 
rcspcctivcly. Thc K., for Mg" in 1hc nbsencc or sub~trntc wus 
i:atculalcd by ínterpolation of lhe lnterscction poinl lo lhe 
abscinll, nnd a vnlue of0.7J m11 w:u oti111inctl. 

Scgcl (1975) has dcscribed mrid·ct¡Uilibrium :malysis bclwccn 
<in essenlial nctivator and n suhstrnle, and wc lmvc upplied lhis 
approach to dc1em1ine thc typc of mcdmnism. lí lhe 11c1iv'1lor 
concentra1ion is fixed and 1lu1t of lhc substralc is vuried giving 
rise to a eompelilivc pattern, nnd ir the 5uhstn1lc concentralion 
is fhcd nnd thal or1he uctivnlor i~ v:1ried l:!iving rl~c trt a mhcd 
typc in thc double·rcciprotnl plol (fil:!s. 2h nnd J/1), thcsc 
paucrns are characteristie oran obli(tnlcd ordcrcd mcchanism 
fot the binding oí free Mg'" and PP,-Mg'". in which M[t1' binds 
lo the enzyme bcíore PP,-Mg". This mcclrnnism contrn~ls wilh 
thc pallern dcscribcd for lhe )'CllSl cylopfusmic pyrophosphnlasc. 
in which thc suhstrate binds lo the enzyme bcforc Mg1 " lons 
(Knighlna/., 1981). 

lmidud/phosphalc-1\111 ' and frrc Ca,. a'I rnmprllthc lnl1IM1unr 
of PP1-M¡1• h)drol)sls and 11tlh111Jun by free M&1 ' 

In ordcr to substantiale thc ordercd mcchanism in lhc form· 
alion of the calnlylic complex, an imidodiphospha1e-Mg1• 

complcx was uscd 11.1 a compc1i!ive inhibitor oí PP,-Mg1• 

hydrolysis. In addilion, the efTcct ofCu'" ionl wns s1udied on thc 
3c1iva1or elTccl of free Mgh. Thc cross·lnhibitory pattcrns 
(imidodiphosphate-Mg1• versus free Mgh nnd free Cu'" versus 
PP1-Mg1 ') wcrc an:alyscd lo clnriíy whethcr the bimlinJ! or 
PP1-Mg1• and free M¡'" is ordcrcd or rnndom nnd whclhcr il i~ 
in rapid cquílibrium orina stcady stale (Scgcl, 197S: Morrison. 
1979). 

JrniduJiphosphate ha~ hcen rcrmh.-d h, inliihil thecylnpli1~111ic 
pyrophosphatuse of ycnsl (Kclly 1•1 111 .. l97lJ. lite cffctt uf 
imitlocJiphospha1e-Mg1• on lhe hydrolylic nctivity wus nnalpctl 
by thing itsconccntrutlon ni 11.S mM nnd l.O ma1whilc1lm1 oflhe 
PP1-Mg'· was varied al íixcd free Mp.1 " co11ccntr:i1ion (1.11 m•tJ. 
Fíg. 4(aJ shows lmidodir.hosphatc-Mp 1 ' us u compctilh·e in· 
hibitor oí PP,-Mgi• !i;.drol~~is, sim:c thi: Aº,.. íor l'P1·M¡:1 ' 

incrcused from0.68 mal to 2.44 nnt. \\hcr..:u~ r:.. ... dill 1m1 dnmi:c 
(Jll mnol oí P1/min rcr m11 of prulcinl. ThcM: datn ch:nrly 
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(n} Tbc upcrimcnlal conditions wcrc as in Aa. 1, but thc contrntrations oí sodium pyrorhosrhl\IC and MgC\1 v.crc c.ilcu\atcd to h:ivc four 
dilTcrenl cona:n1r1tion1 orrrcc M111 : O.Ol mM (Q), 0.1 m~1 (e},0.5 m~t (6) and 1.0 mt.i l&J. Thc app:ucnt 1..·,. for thc sutntratc ob1.ilncJ in (/•I 
wureplotlcd In (t). 
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(11) Thcupcrimcnlalcondilion' 11ocrc as in f.i1. l. Tbc conccn1r.11inn1 
o( IOdl111n ryrophosphatc and MgCl1 "ere caku1mtcd tn s.i~c thrH 
Oud cona:n1r1tio1n or PP,-M11'': 0.25 mM 101. 0.5 m~I leJ and 
0.75 mM (6,). (b) LinclllCIYCr-Durk plol of lhc fe511ltl from fu) 

indicalc lhal imidodiphosph:Hc-Mg'• competes wi1h PP1-M1'' 
íor bindin1 to lhe eniymc-Mg1' complca. 

Ca'" is Dn inhibitor or 5Cvernl tyrcs or pyrophospha1asc 
(Unykov t't uf .. 1989; Moc & Uutlcr, 1972h). Thc ctfcc:1 or rrcc 
Cah on PP1-Mg'" hydrnlysis was amdyscd by usin~ u,cd ín•c 
Ca•• conce11tr11lion1 111·hilc tha1 oí free M¡¡•· \\ill> ,·arir:d ;1111t 

Ylll.2S) 

PP1-Mg'' wns kcpt 111 0.5 mM (f.ig. <lb). Lincwcnvcr-Rurk 
1nalysis shows that rrcc ca•• acts as a compctltlvc lnhibitor oí 
M¡1• nctivo.1ion, sincc thc K,,. íor M11-1• lntrcJstd 7-fold. írnm 
0.25 to 1.71 m~1. whcrcas thc 1:.,,, did nol chnnl,!c (2.17 nmol oí 
P,/min pcrmg oírro1ein). FttcCa'" binds 101heenzyn1c to íorm 
an cnzymc-Cah compita, compcllng wilh rrcc My'• binding. 
Thc PP1-Ca" comp1ca wns prc\Cnl in thc rcaction mcdium 111 

conccntratlons ransin1 rrom 0.71 m•1 to 0.U07 1111.1 wlu:n free 
Ca'' was fü.cd al O.OS m•1, 11mJ from 0.15 mM to 0.015 mu whcn 
r~ Ca'' was fiatd wi1h 0.1 mt.i. Sin ce a clcarly compctitivc cffcd 
or free ca•• for lhc activatlon or free Mg1• i• observcd. nnd D 

miatd·typc inhibition is not pn:scnl, 1111 crTcct oíPl'1-Ca1 • 011 lhc 
cnzymc c11n be rulcd oul. 

To complete thc anal)·sis, thc clTcct oíimidodiphosphute-Mg1 ' 

on M¡" nctlv:nion and free C111' on lhc substrnlc was studicJ. 
lmidodiphosph1tc-Mg1 • co11cc111rali<m was fbcd 1t U.I ami 
O.IS ffi)I and rrcc Ma•• conccntralion was varicd (at PP1-M1" 
O.S m•1). Fi¡. <l(c) shows 1 ch11n1c in K••'' from 0.2l to U.07<1 m•t 
and 11 decrease in V,. ... (201 lo I~ nmol of P1/min per mg oí 
ptolcin) showin1 uncompc:tltivc inhibilion. Thi1 lnhihition p11t• 
lcm is in a¡rcemcnt whh rapid cquilibrium for lhc orc.Jcrcd 
mcchanism, indicalin¡ lhat PP,-M11' binds to the cnzymc aflcr 
rrccM1''· 

Free Cn'' conccntr11tion was fbcd ni O.OS and 11.I m•1 while 
that oíthcsubs1ratcwas varicd (wilh free Mf" lbcJ ni t.ll nut). 
Thc lnhibhion pallcrn ni;:iin b uncmnrctilivc (Fi¡?. 411). ·1 he 

:::;c~·~dd~~~~~~l~h~;g~8 ~~~~;, c~?r~~ .~i.~ 11 ;~Jm1!1~,; ~1~~,1~~~ 
Thcsc dnln :uc not comi~1cn1 with lhc prcdict"'' inhihitictn 
raucrn 11 ahlc 1): lhcy imfü:;ilc lhal rice e::.:· himl!t tu thc 
cnzymc \Uhstrntc complca. hui tlm1 lhc l'l',· l ':1 1• i~ formcd in 
thc rcnclion mcdium al R concc11trulitm 70 times lo"cr than thc 
substrate 111 free Ctt1' canccn1rn1i1111 ar O.OS 111•1. and )) limes 
lnwcr 1han th:u oí rr,~Mg." 111 a fn."tJ n1t• conccnlrnthm ar 
11.l ni.t. For 1hi' rcusnn bimlm¡! wn,1:1111, 1dc\:1111 r111 c:i:· 

1nhibi1im1 in thc rrcsc1w<' of PI', t. ·a:· a1c lhllicuh h1 mml~!IC 
l\l,1)kov rtt1/.. l'llN). 
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fl1. 4. lalúbllloa p1lltm1 for lml•odlpbo1ph111-M11+ and lrn C1" u lnhlbllon ror thr subllult and llir 1clh1lor clfttl ol lrtt M¡1' 

~:C:~~~=-n~~o C.:~d:~o)~~.~~~ ;~:~~to1~~:.o.~~;;~1':~:.u~kr-~~:k0~1!~~Wn~~!f:~foc~~;1:c1rs1~:/;::~;~l1 •"!1 ~~~~;r,h~:~~c~:~:.11,~.:: 
oí O mM {Q), O.OS mM le) and 0.1 mM (.O,). (t) UncwtaYCr-Burk plol or initial '>clocil)' 'mu1 [í1cc M11"J ni hni.JoJirhu,¡ihatc Mp" 
concentrations or OmM (0), 0.1 mM <•> and O.UmM (.0.). (dJ Llncwe11YCr-Durk plol of inilial \'Cloclly ~cnu1 JPP1-M¡1'1 •t free Ca'' 
concentnitlons oíOmM(Q), O.OSmM (e) 1nd O.I mM (.O,). 

T1W. l. frt(kttd ahd obHnrd latUblllon p•llcrnt lrom lht dala of FI¡. 4 

Typa oflnhibition: competili'>e {C), uncomprtitivc (UC) 11nd non-compctiti'>e (NC). 

rrcd'1ctcdlnhlhitiun rat1crn1 

Obstrved Rapid Rarid 
Subslnilcwhose inhibilion cqullihrlum Slcady·Jlíllc cquilih1ium Scc:11Jy-11i\IC 
conccnlralionwu'>aricd lnhihitot pauern 

PP1-M11• lmidodipho1ph1tc-M1'• e 
M1-. Ca" e 
PP1-M¡ .. Ca'º uc 
M11• lmidodipho1phatc-M11• uc 

Uect ·or rm PP1 on •1droJ1llc •dhll1 
Free PP, is prcsent in !he 1cac1ion mcdium, and it is an 

inhibitor oí pyrophosphatasc:s (Ridlin¡1on & Butler, 1972; Lathi, 
1913). The concentnnlon or rree PP1 was fixcd 11 0.03, 0.1, l.O 
and 5.0 mN, and thal or PP1-Ma•• w11 varied forcach case {Fi¡. 
5o). An incrcasc in rrcc PP1 has an apparent inhibitory cfTcct on 
the h)'drolylic activity. Whcn rrcc PP1 concent111tion was kcpt 
consllnl and that of PP1-M¡h was varicd, thcrc wu a dccreatc 
in rm: M1•• conccntration in a constant ratio dcsc:ribcd by cr;1n. 
(1): 

Thcrt wcn: no apparcnt lnhibilory cffccts al 0.03 and 0.1 nUI· 

random r;ndom º"'""' uulcml 

e e e e 
e e e e 
e NC e llC 
e NC uc Nl' 

PP1, bul thccorrcsponding free Mgt+ conccntrntlons wcrc cnou[lh 
for thc cnzymc lo rcco¡nizc thc suhsiratc (A"••'' ni U.7S lllM 
substralc is 0.12m~1). Al 1.0 nnd S.OmM rn:c 11P1, thc cnr· 
rcspondin¡ conccnlrations oí írcc Mg1• wcrc al lhc IO\lcr limit 
for subs1ralc rcco1nition by thc cnzymc (Tntilc 2J. Altlmu(!h 
thcrc was a high conccntralion oí írcc PP1 IS.O nu11, lhc Cfl7)111C 
aclivity incrcasctl In response lo vnrh11l11ns ill suh~trah: con· 
ccn1r111ion. Thercíorc free PP, ~ems In~ n \\tnk iuhihitnr. Sim:c 
free Ms2• is csscntlal for hydrolytic 11etivily. its tlecrcmenl 
produces an inhihilory elTcct. 

Thc in,cr:i;c nf r111-M1t'' com:c11t1;11i1111~ rr11111 Vi¡?. ~111) \\etc 
M¡UaretJ, nnd a moc.lifietl Li11e1\c11wt llml. pli•I \1;1, 11h1ai1ml 
(Flp.. 51>). Thc lallcr c.laln iudicalc 1111 11¡11111t\'lll lllllHClllll'l."tilin• 
i11hihitio11. This clícet is 1101 cuu'i'll"lll \\ilh lh~ p1\•1i1111,1~ 

111•1:-
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A1. 5, Elfm of tht írtt rr, on tbe h1drol1tlc 1tthll1 

Thc nperimcnlal i:ondhions werc 111 In Fi¡. 1. (a) ConccntrJlions or 
$0dium pyrophosphatr 1nd MgCl1 werr 1:1lc11lattd 10 givr rour 
conantration• of frte PP,: 0.1 mM (0). o.SmM ceJ. l.OmM (A) 
and S.O mN (&). (bJ DoublMei:iproal plots oí thr ruulls from (o), 

TabJr 2. Dtctrur In M¡1' concrn1ullon In tllt uptrlmtnl oí fl¡. S{A') 

Vori11ionln 
Con111n1 PP1 PP,~Ma" 

(mM) (mMJ 

0.0J O l lo SO 
0.1 O.l lolO 
1.0 0.1 lo.S.O 
S.O 0.1 to J.D 

l.)1elo·1 
1 wro·• 
lxJO•I 
2xto·• 

Yuiation ínfret Mg" 
lm~IJ 

0.00J lo 0.165 
0.001 lo 0.05 
0.0001100.00j 
0.0000210 0.001 

rcporlc:d tompctitivc: inhibition íor othc:r pyrophosphalascs 
(Jossc, 1966). Thc obsc:rvcd inhibition is probably duc lo 1 
dccrease in M1 .. conctnlralion, althou1h •n addilional in· 
hibilory c1Tec:1 by free PP1 tannol be rulcd out. 

CONCLUSION 

F~ M¡'" 11 an esscnth1l activalor for lht hydtoly1ic aclivi1y 
· ofmcmbranc-bound pyrophosphatnseor R.r11brm11. Thci:atalylic 

comrlu: is cnzymc-(M¡hHPP,-Mgh). Thc binding or Ma'' 
modíties thc cnzymc's amnity for tht substratc; n similar cfTctl 
was dcscribcJ from cytoplasmic pyrophosphatnse oí ycasl 
(Kni¡hl ti al., 1981) nnd íor cytosolic and mitochondrial 
pyrophosphatase (Ungurylc:"1nl., 1989J. In thc abovt: 0 mcn1ioncd 
pyrophosph:.aluscs, thrcc bivalcnt i:alions pcr active si1c are 
required for aclivity (Coopcrman, 1982; Unp:urytc ~t ni., 1989). 
Onc of thCK metal ion1 binds lo PP1 to íorm lhc substrnte. For 
R. rubmm. \he numbcr or Mg1' ion• that bind to lhc c:nzymc is 
not known. 

Thc bindins, nf lhc ~Uh5tratc 11'/1
1-Mg1 ') produce:~ nn incrcasc 

in rrcc Mu" ulllnily Íllt thc CRl.)'lllC (Fig. ]r1J. Thc K .. íor Mg'' 
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is 0.7l m~t in thc ahscncc oí subslratc. Thc rnpid·rqnilihriu111 
trcalmcnt hrt....-ccn lht csse111ial acli\'ator and t/1c suhslrnle 
sug@csts nn cmlcrcd mcchanis111 in whii:h frcc Mg1o Mnds lo thc 
cniyme bcíOrc thc subslratc. For lhc cytophmnic pyro· 
phosphat;nc oí ycns1, Darry & Dum1wuy0 Mr1riu110 (19871 pro· 
poscd nn ordm:d mcchaniSm in whkh 1hc suhstrntc: binds lo llu: 
cn1)·mc hc:forc M~"· In lhc 1:11\C oí ~low ~uh~lrutc' such n~ 
Cr¡l l,OJPl1

1, lhc himJing stc¡" are in tupid cquilih1i11111, whcrcas 
far PP1-Mg1·, 1he bindin11sli:ps11rc in a stc¡1dy si ate. In tunl1111t, 
In R. mhmm, whcn rr,-Mg1 ' is uscd ns thc substratc, lhc 
hinding s1c1n are in rapid cquilibrium. Studics oí tompclili\·c 
inhibilion su(!gcsl an ordcrcd mcclmnism whkh may be rnpid 
cquillbrlum ar stcady 11atc. For111ul111ion of a complc1c mutlcl 
should be thc go11I of íuturc rcscarth. 

Thc proposcd modcl íor rapid·cqui/Jbrium kinctics fot thc: 
hydrolytic activity of membranc-bound pyrophosphalasc oí 
R.r11br11111is: 

""•'' Eniymc + Mg1
' = E-Mg'" + 

11,,,1e1'' 
Pl1,-Mg'' ~ E-(Mg1'HPP,-Mg'") .... Products 

In n dilTcrcnt way írom Rnndahl's (197\IJ modcl, thcc11iymc­
(PP,-Mg10) comph:x is rulcd out, sincc it prcdii:ls 1h11t, In thc 
abicncc oí írc:c Mg1', lhc K., íor the substrntc appro~chcs 
inrinity. lndccd, ali olhcr routc~ for catulytic complcx·íorrnalion 
wcrc i:liminntcd írom our modcl. 

Rand;ihl (1979) proposcd PP, inhihition of pyrnpho!phnt:isc 
oí R. r11hr11m. Wc sue:gc:st nn ndditinnul strong inhibitury clíc..:I 
duc lo thc dccrcnsc in írcc Mg1 ' in cxpcrimcnlal conditions: 
dirci:t dclcrmination oí lhc inhibition i:onslant íor PP, Is irn· 
practicable. 

Oo1h mcmhrauc-bound nnd i:y1opln~111ic pyrnphospl1111111c~ oí 
severo! orgnnisms rcquirc í1c:c 1mh1I for ni:tivatiun (Rnpopo1l 1•1 

al., 1972; Ungurylc rt al., 1989}. am.J 1hcir subslrntc i~ n mcial 
lon-rP, i:omplcx. In Sj'ilc oísi111i/ar rcquircmcnl~ ínr ali kind• 11í 
pyrophosphatnscs, spccifie dilTcrcnccs in thcir ldnctic pn1pcr1ic:~ 
could be imporlant in thcir rcgul.11ion. Sincc: 1hc mcmbranc· 
bound pyrophosphainsc rrovidcs lhc simplcu mntlcl íor thc: 
slmly ol hydrolysis and synthcsis oíphospho:inhydro tKimh, thc 
tharnctcrislics ond propcrlics oí this cniymc: are relevan! in the 
mcrhanism oí cncrgy trnniduction. 

lhis 11ork 11·u panlally 1ur('UrlrJ hy Oranl 011-90.lSHI ítorn 
Con1cjo Nacional de Ciencia y T t'C'nuh•¡ia, MC1k.1 l\.S. w;t• n fclluw oí 
0.0.1\.f'.I\ .• U.N.A.M. Wc lhank Sn•an~ Ma¡t;lllUn anti IJr. Uk~o 
Oonliilti·Halphcn ror hclpin1 UI V.ilh 1hc En1li1h. 
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