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RESUMEN .

El sustrato real de la actividad hidrolitica de 1la
pirofosfatasa de membrana es el complejo Mg-PPi. El Mg?* libre es
un activador esencial de la reaccién, ya que la enzima no presenta
actividad cuando la concentracién de Mg®* libre es menor de 10 uM,
a pesar de gque la concentracién del sustrato es 0.5 mM. La Km para
el sustrato disminuye al aumentar la concentracién del activador
esencial, produciendo un aumento en la afinidad para el sustrato.
Asimismo, la Km para el Mg® libre cambia con la concentracién del
sustrato. Los estudios cinéticos en equilibrioc rdpidoe sugieren gque
el complejo catalitico es ternario: Enzima-(Mg)-{Mg-PPi), con un
mecanismo ordenado para la formacién del complejo, en donde el Mg?*
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 réipido 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 1los
cromatSforos: fusién de liposomas con cromat6foros e incorporacidn
de detergentes aniénicos o catibnicos a los cromatéfores. Se
encontré que la modificacién del potencial de superficie no ejerce
efecto sobre la cinética de hidro6lisis y se discute que 1la
distancia desde el sitio activo de la enzima a la superficie de la

membrana del cromat6foro podria explicar esta ausencia del efecto.
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CAPITULO I.

INTRODUCCION
I.1. CARACTERISTICAS GEMERALES DE LA FOTOSINTESIS EN BACTERIAS.

En el proceso conocido como fotosintesis, la energia de las
radiaciones electromagnéticas se convierte en energia quimica, ya
sea en la membrana tilacoidal de los cloroplastos o bien en la
membrana plasm&tica de las bacterias fotosintéticas. Durante la
fotosintesis oxigénica se produce oxigeno con base en la siguiente
reaccion:
2H,0" + CO, ==—=mm - (CH0) + H0' + 0,

Sin embargo, la mayoria de las bacterias fotoautotréficas
llevan a cabo fotosintesis anoxigénica, descrita por van Niel en
1935:
2HA + CO, =--=— (CH0) + 2A + HO

En esta reaccién no existe liberaci6n de oxigeno molecular y
el agua es reemplazada por otros reductores como el S,, szo,z‘, H,S
o el hidrégeno molecular., Asimismo, algunas bacterias
fotosintéticas pueden reemplazar tanto al agua como a los
compuestos de azufre, por compuestos orgénicos, tales como el
malato, succinato, B-hidroxibutirato, etc. (Gottschalk, 1986).

Los procesos que intervienen desde la fotosintesis hasta la
sintesis de ATP, esté&n comprendidos en cuatro fases: 1) Captura de
la energia radiante por los pigmentos cosechadores de la luz, 2)
Transferencia de energia hacia el centro de reacciédn (contiene

bacterioclorofila, bacteriofeofitina, quinonas y un Fe no hémico en
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donde ocurre el proceso primario de separacién de carga (energia de
oxido~reduccién), 3) El transporte de electrones iniciado por el
centro de reaccién genera un gradiente electroguimico de H', 4) la
energfa derivada de la cadena de transporte de electrones
(gradiente electroquimico de H') es utilizada para la sintesis de
ATP, transporte de soclutos, etc. (Dawes,1986). Es decir la enérgia
derivada de la 1luz, se utiliza para generar el ATP
(fotofosforilaci6én) por medio de un circuito de protones andlogo 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, 1567a).

I.1.1 TAXONOMIA DE LAS BACTERIAS8 FOTOSINTETICAS.

Las clasificaciones taxonémicas entre los organismos toman en
cuenta relaciones fenotipicas para la determinacién 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 <ol 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 &cido ribonucléico
ribosomal (RNAr), dado que esta molécula se encuentra presente
desde los primeros organismos los cambios en su secuencia sirven

para establecer relaciones filogenéticas.



Las bacterias fotosintéticas estan presentes en los dominios

de Eubacteria y Archeae (arqueobacterias, ver Fig.1).

Bacteria Archaea Eucarya
14 45
6 | Euryarchaeola 16
{12 13 17

|
Crenarchasota | 11

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

Dentro del dominic de Eubacteria se encuentra el mayor nGmero
de especies de Dbacterias, en donde las bacterias
fotosintéticas no forman un grupo genealSgico diferente de las

bacterias no fotosintéticas, es decir los grupos autétofos y

7
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heterétrofos no estan filogenéticamente separados, por ejemplo en
el grupo de las bacterias pGrpuras tanto encontramos bacterias
fotosintéticas como heterStrofas. Las bacterias fotosintéticas que
pertenecen a este dominio se encuentran representadosl en los
siguientes grupos (Fig 1): el de bacterias purpuras no sulfurosas
(Rhodospirilium, Chromatium, Rhodobacter); el de bacterias gram
positivas (Heliobacterjum); el de cianobacteria; el de bacterias
verde-sulfurosas (Chlorobjum) y el de las verdes no sulfurosas
(Chloroflexus).

El dominio de las arqueobacterias comprende cuatro fenotipos
genera.les: las metanégenas, las reductoras de compuestos de azufre,
las terméfilas extremas y las haléfilas. Desde el punto de vista
filogenético no se encuentran separados estos grupos (Fig 1}, sino
qué, muestran una relacién evolutiva muy particular entre estos.
Dentro del grupo de las halobacterias, se encuentran las (nicas
arquoebacterias fotosintéticas, estos organismos viven a
concentraciones salinas elevadas (4.3 M de NaCl) y realizan
fotosintesis no oxido-reductora. Su aparato fotosintético es muy
diferente al resto de los organismos fotosintéticos, ya que en
lugar de BCl (bacterioclorofila) o €1 (clorofila), presenta una
proteina asociada a membrana llamada bacteriorrodopsina. Esta
proteina puede llegar a representar el 90% de la proteina de la
membrana de la bacteria, si se cultiva en presencia de luz y bajas
tensiones de oxigeno, La bacteriorrodopsina es una proteina
monomérica que atraviesa 7 veces la membrana; el polipéptido tiene

un peso molecular de 26 Kilodaltones (Eisenbach y Caplan, 1979).



I.1.2. BACTERIAS FOTOSINTETICAS8 RHODOSPIRILLALES.

De acuerdo con la clasificacién de Pfenning y Truper (1971},
las bacterias fotosintéticas usadas en este trabajo pertenecen al
orden Rhodospirillales y de acuerdo con la clasificacién de Woese
(1987) pertenecen al subgrupo a-1 de las bacterias plrpuras. Este
orden incluye dos subtrdenes (Pfenning y Truper 1971) que son:
Rhodospirillineae y chlorobiineas.

El suborden Rhodospirillineae comprende organismos que
contienen Bcl "a" o "b", los pigmentos se localizan en la membrana
plasmdtica, gque se invagina al interior del citoplasma, formando
los cromatéforos. Este suborden contiene dos familias:
Rhodospillineae y Chromatiaceae.

El suborden cChlorobiniieae comprende bacterias con Bel “c",
wq®, o "e", los pigmentos est4n localizados en estructuras
especiales llamadas clorosomas, los cuales estidn unidos a la
membrana citopldasmica. Este suborden contiene dos familias:

Chlorobiaceae y Chloroflexaceae.

I.1.3. DEBCRIPCCION DE Rhodospirillum rubrum

Tomando en cuenta la clasificacién de Trupper (1876) 1la

bacteria Rhodospirillum rubrum pertenece al:

orden: Rhodospirillales
Suborden: Rhodospirillineae
Familia: Rhodospirillaceae
Género: Rhodospirillum
Especie: Rhodospirillum rubrupm

La especie Rhodospirillum rubrum, poseé una forma espiral
' 9



y mide 0.8 um de ancho por 7 a 10 #n de largo; se multiplica por
fisién binaria; presenta flagelos polares y una pared celular
separada de la membrana celular por un espacio periplasmiceo. La
membrana celular envuelve al citoplasma y contiene el sistema de
transporte de electrones, los complejos cosechadores de luz y el
cantro de reaccién (Fig 2). si el crecimiento se lleva a cabo en
candiciones de baja concentracién de oxigeno y luz, presenta
invaginaciones de la membrana plasmitica denominadas cromatéforos
(Clayton y Sistrom, 1978). En el espacic periplismico existen
protefnas que participan en el transporte de electrones como el
citocromo C,. En condiciones aertbicas sin luz, obtiene energia a
partir de la oxidacién de substratos orgdnicos. En esta fase
respiratoria no desarrolla los cromatSforos. Esta bacteria almacena
glucégeno o polif~-hidroxibutirato come reservorio de energia
(Merrick, 1978) y requiere de biotina para su crecimiento. Utiliza
cono donadores de electrones y come fuente de  carbono los
siguientes compuestos: acetato, butirato, propionato, piruvato,
lactato, succinato, etanol y requiere de los aminodcidos:
aspartato, glutamato y arginina o bien amonic o N,, por 1o tanto
esta Dbacteria eaes fijadora del nitrSgeno molecular. Bajo
condiciones respiratorias presenta las siquientes  actividades
enzim&ticas: NADH oxidasa, fumarato reductasa dependiente de NADH,
NADH deshidrogenasa,

deshidrogenasa succinica y citocrome c oxidasa (Laskin y
Lechevalier, 1988). R. rubrum es una bacteria Gram-negativa que

contiene en su membrana 19% de fosfatidiletanolamina, 10% de

10



Figura 2. Esquema de la transduccién energética en bacterias
plGrpuras no sulfurosas

P-870 ;: Centro de reaccién
I: Bacteriofeofitina
Fe:Q,: Fierro-Quinona

Q¢ Quinona Secundaria

b, ¥ b,: Citocromos b

Fe-S: Complejo Fierro-Azufre
C,:Citocromo C

FoF,: ATP sintasa

PPi: pirofosfatasa

11



fosfatidilcolina y 5% de cardiolipina (Rogers, 1986) . Al igual que
todas las bacterias Gram-negativas, posee una cublerta de
peptidoglicano de 2 nm de grosor que cubre la pared celular, juntas
estas dos estructuras le dan rigidez y su forma

caracteristica a la bacteria.

Las quinonas que contiene son ubiquinonas y el caroteno
predominante es espiriloxantina. El espectro de la membrana del
cromat6foro presenta una banda de absorcién a los 550 nm debido a
la espiriloxantina y un pico de absorcién sencillo y simétrico de
bacterioclorofila a los 825 nm (Clayton y Sistrom 1978)

La ubiguinona 10 (UQ,,) se encuentra en la membrana tanto en
el cultivo fotosintético como en el cultivo respiratoric, pero su
concentracién es mayor durante el cultivo fotosintético. La
actividad de NADH-oxidasa disminuye por la destruccién de la UQ,,

por luz ultravioleta (Nishikawa y col, 1973).

I.2. TRANSFORMACIONES DE EMERGIA MEMBRANAS .

Un avance crucial en el campo de la bionergética, fue el
descubrimiento de que la mayor parte del ATP sintetizado en la
célula, proviene de los complejos enzimiticos asociados a las
membranas de la mitocondria (membrana interna), la membrana
tilacoide de los cloroplastos y la membrana citoplasmatica de
los procariontes (Harold, 1986). Estas membranas, acopladas a la
transformacién energética, estan caracterizadas por dos tipos de
estructuras protéicas:

a) la H'ATP-sintetasa, que se encarga de la sintesis del ATP, y

12



b) un seqgundo sistema que esta determinado por la fuente de energia
primaria, de tal suerte gque en la membrana interna de 1la
mitocondria y en la membrana plasmitica de las bacterias se
encuentra la cadena respiratoria, que cataliza la transferencia de
equivalentes de 6xido-reduccién hasta el oxigeno u otro aceptor
(fosforilacidén oxidativa), mientras que en plantas y en bacterias
fotosintéticas se encuentra la unidad fotosintética, compuesta de
complejos cosechadores de luz y centros de reacciédn adem&s de los
complejos de citocromos que forman una cadena de transporte de
electrones ciclica (Nicholls, 1982) y estos en su regreso impulsan
la sintesis de ATP a través de la ATP sintasa (ver Fig 3).

La teoria que ha permitido explicar de el mecanismo de
transferencia de la energia de oxido-reduccién del transporte de
electrones para fosforilar el ADP es la teoria quimiosmética .

TEORIA QUIMNIOBMOTICA. la teorfa quimiosmética postula que las
enzimas y los acarreadores de electrones estan dispuestos
asimétricamente en la membrana, de tal manera que catalizan el
transporte vectorial de protones, con la concomitante formacién de
un gradiente de potencial tanto quimico como eléctrico en la
membrana (Mitchell, 1966 y Mitchell, 1979)

Los puntos esenciales de esta teorfa son (Fig 3.) @

a) La transferencia de electrones por la cadena redox provoca el
bombeo de protones en direccién de la regién 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.

13



c) La existencia de una protefna integral de membrana, la ATPasa
translocadora de protones, que cataliza la siguiente reaccidn.
H* + ADP™ + HPO® + nH', .----- ~ nH'.. + ATP® + HyO

En donde "n" es el numero de gramos-iones de H+ translocados por
mol de ATP, lo gue es expresado como el cociente H'/ATP. E1 otro
protén en la ecuacién corresponde a un proceso escalar
(Mitchell,1967). Dado que esta reaccién es reversible, 1la
acumulacién de protones en el exterior, puede dirigir la sintesis
del ATP con la concomitante entrada de protones. El resultado de la
translocacién de protones trae consigo la generacién de un
gradiente eléctrico o gradiente de potencial de membrana (Ay) y un
potencial gquimico expresado como la diferencia de la concentracidn
de protones ApH (pHext-pHint). Estos dos pardmetros sumados forman
la fuerza prot6n motriz, que no es mas que la expresién de una
diferencia de potencial electroquimico de H' (Fig 3). La expresién

que define la fuerza proténmotriz (fpm) es:

fpm = Ay - Z ApH

En donde Ay es el gradiente de potencial electrico y "2 ApH"
es una expresién del potencial quimico en unidades de milivoltios

(mV) .2 equivale a 2.303 RT/F, en donde R es la cte. universal de

los gases, T es la temperatura y F es la cte. de Faraday. -

14



Ap =AYy = ZApH

Membrana

Exterior PR s
Matriz mitocondrial o

citoplasma bacteriano

Figura 3. Esquema general de la teoria guimiosmética.
C.R. es la cadena respiratoria.

I.3. LA ESTRUCTURA DEL PPi Y PROPIEDADES GENERALES.

-]
1

La estructura del enlace fosfoanhidro o-'lg-o-'p-o juega un
papel importante en los procesos de transduccién doe en%rgia, ya gue
este enlace es la principal forma de energia quimica en los
sistemas vivos. E1 pirofosfato inorgdnico (PPi) es el compuesto
m&s simple que contiene esta estructura . El PPi es producto de
diversas reacciones biosintéticas tales como la sintesis de DNA,
RNA, aminofcidos, nucleétidos, lipidos, urea, &cidos grasos, etc.
Ya que muchas de estas reacciones son reversibles, se pens6 durante
mucho tiempo que el Gnico papel del PPi era el de ser hidrolizado
por las pirofosfatasas citoplésmicas (PPiasas), formandose asi una
barrera termodindmica que impide el reverso de estas reacciones

15



biosintéticas. Ademds 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 concentracién del PPi libre en el
citoplasma de células animales {(Guynn y col, 1973) y células
vegetales (Black y col, 1987) bajo condiciones fisioldgicas, lo que
muestra que la concentracién del PPi se encuentra por arriba de la
concentracién predicha por el equilibrio de la reaccién de la
PPiasa citoplésmica, En la especie de argqueobacteria
Methanobacterium thermoautotrophicum el PPi se encuentra en una
concentracién de 2.5 a 40 mM (Keltjens y col, 1988), dependiendo de
las condiciones del medio de cultivo. Lo que sugiere, una
participacidédn mis compleja del PPi en el metabolismo.

Estudios del AG® de hidrélisis del PP1, muestran que no es
posible descartarlo como donador de energia para distintas
reacciones metab6licas. Se ha visto que la energia libre de
hidrélisis de la reaccién, es muy parecida a la cnergia de
hidr6lisis del enlace gama del ATP en ausencia de cationes
divalentes, pero en presencia de estos, el AG® se vuelve menos
negativo, ya que el ADP es mas afin por el Mg?* que el Pi. El valor
calculado por Flodgard y Fleron en 1974 para la hidrélisis del PPi
fue de -4.0 Kcal/mol, en presencia de 1mM de Hgb, 150 mM de K y
pH de 7.4, y de -5.63 Kcal/mol en ausencia de Mg®2+, lo cual esté
en concordancia con lo publicado por Lawson y col (1976), quienes
calcularon una energia libre de hidr6lisis de -5.27 Kcal/mol, en
presencia de 1mM 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. PIROFOSFATASA, PROPIEDADES GENERMLES.

Las Pirofosfatasas son enzimas gue se encargan de hidrolizar
la unién fosfoanhidro del PPi inorgdnico, de acuerdo con la
siguiente reaccién:

PPi + H0 =-ww-~= 2Pi.

Se conoce la existencia de tres tipos de pirofosfatasas:

a) PIROFOSFATABA CITOPLRB\IIICA. . 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 propledades cataliticas (Cooperman, 1982, Rapoport y col
1972, Barry y Dunaway-Mariano, 1987). Asimismo se conocen dos tipos
de PPiasa citopldsmicas: una con actividad 6ptima en medio &cido y
otra con actividad éptima en medio alcalino.

La PPiasa citopl&smica se ha estudiado extensamente en
levadura, y se sabe que es una enzima homodimérica, la cual
requiere de icnes Mg® 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 gue los cationes
divalentes regqulan su actividad {(Ridlington y Butler, 1972).

En la PPiasa de la bacteria fotosinté&tica R. pubrum, se ha
propuesto una regulacién alostérica debida al efecto de 1los
cationes divalentes (Klemme y Gest, 1971). Las reacciones parciales
de la enzima son: el recambio del oxigeno isotépico pesado de
HPO,~H,0 y el recambio radicactivo del PPi~*Pi (Cooperman, 1982).
b) PIROFOSFATASA DE MEMBRANA. L.a PPiasa de membrana fue descubierta

por Baltscheffsky y col en 1966, en la bacteria fotosintética R.
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rubrum. Esta enzima no solo cataliza la hidr6lisis del PPi, sino
también su sintesis, al utilizar el gradiente electroquimico de H'
generado por el transporte de electrones. La PPiasa de membrana se
ha encontrade en otras 3 especies de bacterias fotosintéticas: en
Rhodobacter viridis se reporté reduccién del succinato en 1la
oscuridad con PPi como fuente de energia (Jones y Saunders,
1972); en

BRhodobacter palustris se demostré actividad de transhidrogenacién
debida al PPi (Schwarm y col, 1986); en cromatSforos de
Chromatjiun D. sp se ha observado un cambio electrocrémico del
espectro de absorcién del caroteno, inducido por la hidrélisis 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 higado y corazén de res (Volk y col, 1982 y Volk y Mansurova,
1984).

c) PIROFOBPATABA DE TONOPLABTO. Recientemente se ha descubierto una
pirofosfatasa membranal 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 energia. Su actividad es
independiente de la H'ATP sintetasa. Ambas enzimas generan un
gradiente electroquimico de protones, a través de la membrana del
tonoplasto, el cual se utiliza para el transporte de iones y la
regulacién del pH interno. Dupaix y col (1989) ha logrado utilizar
el gradiente electroquimico de H' generado por la pirofosfatasa

para llevar a cabo sintesis de ATP.
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Dadas todas estas evidencias, es clara la importancia del PPi
y de 1las PPiasas en las reacciones metabbdlicas de muchos
organismos, por lo que seria interesante conocer los mecanismos

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

PIROFOBFATASBA DE MEMBRANA DE Rhodospirillum rubrum
La bacteria fotosintética no sulfurosa R. rubrum contiene

pirofosfatasa citoplésmica y de membrana. Klemme y Guest (1971a)
encontraron que mias del 90% de la actividad de PPiasa corresponde
a la citoplismica. La PPiasa de membrana de R. rubrup no solo
hidroliza el PPi, sino también lo sintetiza con la energia derivada
de la cadena de transporte de electrones, que es alimentada por la
luz. Asimismo se ha encontrado actividad de PPiasa en membranas
de R. rubrum crecidas en condiciones respiratorias en la obscuridad
(Remexo y col 1991).

La PPiasa es una enzima muy parecida a la ATPasa, en el
sentido de gue se encarga de hidrolizar la unién fosfoanhidro del
enlace fosfoanhidro, por lo que se pensé en algGn tiempo que era
una reaccién 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 especi{ficos: la

ATPasa se inhibe con cloruro de litio 2 M, en cambio la PPiasa se
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inhibe con 3.1% de butanol. De esta manera, se concluyé gue son dos
sistemas enzimidticos diferentes acoplados al gradiente de
potencial electroquimico protones.

- Johanson (1975), inhibié 1la actividad de H'-ATPasa con
anticuerpos monoespecificos, sin modificar la actividad de 1la
PPiasa.

- En cromatéforos de R. rubrum, que contienen actividad tanto de
ATPasa como de PPisa, Keister y Minton (1971) demostraron la
sintesis de ATP debido a 1la formacién de un gradiente
electroquimico de protones durante la hidré6lisis del PPi; por esta
razén no se encontré el fosfato marcado del ¥ppi en el ATP. De esta
manera, se concluy$ que son dos sistemas enzimidticos diferentes,
acoplados al gradiente electroguimico de protones. Con respecto a
la actividad hidrolitica de la PPiasa de membrana de la bacteria
fotosintética R. rubrum, se sabe que esté acoplada a muchos
procesos dependientes de energia (Fig 4)

tales como: la reversa de transporte de electrones (Baltscheffsky
y col, 1968); la formacién de un gradiente de potencial eléctrico
evidenciado por el corrimiento electrocrémico del espectro de
absorcién del caroteno (Baltcheffsky y col, 1969); la
alcalinizacién del espacio externo del cromatéforo (Moyle y col,
1976 ); el transporte de iones (Isaev y col, 1970); las reacciones
de transhidrogenacién (Keister y Yike, 1967); la formacién de ATP
como consecuencia de la formacién de un gradiente de potencial

electroquimico de protones (Keister y Minton, 1971). La PPiasa de
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Figura 4. Esquema de las reacciones acopladas a ia
pirofostatasa de membrana a través del gradiente electroquimico de
protones
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membrana de R. rubrum, es capaz de sintetizar PPi, como respuesta
a la formacién de un gradiente de potencial quimico (ApH),c a la
presencia de un gradiente de potencial eléctrico (4y) generado por
un gradiente de iones K+ (Strid y col, 1987). Estas evidencias
demostraron que la PPiasa es una enzima que cataliza la
translocacién electrogénica de protones en un proceso totalmente
reversible, La PPiasa de membrana de R, xubrum cataliza dos
reacciones: hidrélisis del PPi y sintesis del PPi y es posible
medir dos reacciones parciales: intercambio radicactive ¥pPi-pPi y
el intercambio isotépico pesado de HPO,~H,0. El estudio de estas
reacciones de intercambio ha sido muy Gtil, porque ha permitido
conocer los pasos intermedios de la actividad de sintesis e
hidrélisis del PPi.

a) Actividad de PPiasa (hidrélisis).

La hidr6lisis del PPi requiere del catién divalente Mg¥+,
tanto para formar el complejo de hidrélisis, 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 Zn® a bajas concentraciones, es buen substituto del
Mg®* en la hidr6lisis, mientras que otros cationes divalentes como
el ca®, y el Fe, no substituyen al Mg” en la hidrélisis. El pH
Sptimo para la reacién de hidrélisis en el cromaté6foro de R. rubrum
es de 6.5, mientras que el pH O6ptimo para la reaccién de recambio
%pj-ppi es de 7.5. Se ha visto (Celis y Romero, 1987) en la

reaccién de recambio Y2Pi-PPi que la Km para el Pi varia con el pH,
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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.
rubrum (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
electroquimico de protones, estimulan la actividad (Baltscheffsky
y col, 1966b, Baltscheffsky, 1986, Nyren y col 1984), mientras que
los andlogos del sustrato como el metilendifosfato (MDP) y el
imidodifosfato (1DP) son inhibidores. Randahl (1979) observS que
los reactivos de grupos -SH, ejercen una inhibiecién a o°,
mientras que a 30°C, casi no inhiben. Esto podria explicarse como
resultado de camblos conformacionales dependientes de temperatura,
lo que traeria como consecuencia la exposicién de los grupos -SH de
la proteina. Nishikawa y col (1973), han visto que la actividad de
PPiasa disminuye en la luz a pesar de que existan condiciones de
baja sintesis 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 fosfolipidos
particulares de la membrana, ya gue bajo la accién de 1la
fosfolipasa A, la actividad disminuye y al agregar fosfolipidos
totales de soya esta se recupera (Klemme y col, 1971b).

b) Sintesis del PPi.

La sintesis del PPi se lleva a cabo en condiciones de
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iluminacién y también requiere de MgcCl, 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
sintesis. En presencia de 10 mM de NaF se inhibe totalmente 1la
sintesis (Nyren y col, 1986).

Guillory y Fisher (1972), estudiaron el efecto de la
intensidad luminosa sobre la sintesis del ATP y del PPi, y
encontraron velocidades miximas de sintesis de PPi a intensidades
luminosas menores que las requeridas para el ATP. El pH 6ptimo
para esta actividad es de 7.5 .

strid y col, (1987) generaron gradientes de potencial
eléctrico con el ion K+ ( A¥ ), y gradientes de protones en los
cromat6foros de R. m, logrande las sintesis del PPiI y del
ATP, ya que los cromatéforos 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 gue se de la
sintesis 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)Intercambio Pi-PPi.

La actividad del intercambio del Pi con el PPi,presenta el
mismo pH 6ptimo que en la actividad de sintesis (7.5), ya que de
hecho, este tipo de intercambioc es una reaccién parcial de la
sfntesis. Esta actividad fue descubierta por Keister y Minton

(1971b) en los cromatSforos de R. rubrum.
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La reaccidén se inhibe por desacoplantes de la fosforilacién
tales como el p-triclorometoxi carbonil-cianuro~fenilhidrazona
(CCCP) y el antibistico 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 (Celis y Romero, 1987), ya gue el pH afecta la Km para el
Pi y para el Mg®. Asimismo, los cationes divalentes como el Mn® y
el Co?* son substitutos del Mg® para formar el sustrato (con un 50
% de la actividad obtenida con el Mg?*), mientras que los cationes
ca® y el 2n?*, no sustiuyen al Mg® en la reaccidn. pPor otro lado,
1los requerimientos de Mg®* afiadido a la reaccién 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'HgHPO‘ con una Km de 1.5 mM. Se ha visto que para la actividad
de recambio el Mg®* libre es importante y probablemente juega un
papel activador.
d)Intercambio HPO -H,0.

Los cromat6foros de R. rubrum, catalizan un rdpido recambio
del oxigeno del pirofosfato por el oxigeno del agua. Esta reaccién
es inhibida por inhibidores de la PPiasa de membrana, como el
fluoruro y el metilendifosfato (Harvey y Keister 1981) y se
considera una reaccin parcial de la hidr6lis del PPi. Se requiere
de MgcCl, en una relacién MgCl,/Pi de 0.8 para alcanzar las
velocidades &ptimas. Harvey y Keister (1981), utilizando
inhibidores especificos, encontraron que esta actividad de

intercambio en la bacteria fotosintética R. rubrum, se debe
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exclusivamente a la PPiasa membranal, a pesar de que la ATPasa
tiene el potencial suficiente para llevarla a cabo.

El desacoplante CCCP no presenta un gran efecto sobre la
reaccién, por lo que podria sugerirse que el intercambio Pi-H,0 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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IX.9. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es la caracterizacién cinética de
la actividad hidrolitica de la pirofosfatasa de membrana de
Rhodospirillum rubrum, en especial los siguientes aspectos:
1) Estudiar la cinética del efecto activador del Mg®* libre sobre
la velocidad de hidrélisis, para discriminar el mecanismo cinéticos
de activacién (esencial o no esencial).
2) Determinar la cinética de hidrélisis con respecto al
sustrato, manteniendo constante la concentracién del activador.
3) Determinar el efecto del sustrato sobre la activacién debida
al Mg® libre.
4) Conocer el orden de adicién del sustrato y del activador a la
enzima, es decir si es ordenado o al azar.
5)° Determinar el tipo de inhibicién debida al PPi libre, dada la
dificultad de determinar directamente la Ki, se emplearan 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 r&pido.
7) Determinar si el efecto activador del Mg?* libre, es por la
interaccidn directa del magnesio sobre la enzima, © por el
enmascaramiento de la carga de superficie negativa del cromatéforo.
Por lo tanto se modificard el potencial de superficie de 1la
membrana del cromatéforo y se estudiara el posible efecto que tenga

en la actividad enzimitica en estas preparaciones de membrana.
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CAPITULO II.
MATERIALES Y METODOS
1X.1. CULTIVO DE LAB BACTERIAS
Se utilizé la cepa silvestre (ATCC 11170) de la bacteria
fotosintética Rhodospirillum rubrum en todos los experimentos.

II.1.1. MEDIOS DE CULTIVO
Los cultivos de esta bacteria se realizaron en medio sélido y
liquido:

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

Extracto de Levadura o0 de CarnN€....vsiversscseessasesd g
Peptona de gelatinaec.icee.reeieeneeesneneceronseneess2 G
Agar Bacteriol6gico....ciiieiiiiiiiiiieieiiiioneaaael §

El medio fue esterilizadc 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 prepar6 el medio liquido con base al
método de Cohen-Bazire y col (1957), el cual es una modificacién
del propuesto por Hunter (1950). El medio de cultivo reguirié
preparar las siguientes soluciones:

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

N{CH,CO0H)3eeuruorrnnseoneesss 20,0 g
M50, THOuuvesevsneersusiers..28.9 @
CaCl, 6H;0ureeuuvnrensresasinsasB? g
(NH, ) MO 0p 4H,0u . vvuveess.res 0,185 g

FeSO, 7H,0...cuvvevunne
Solucién de Metales "44v,

..0.195 g
cieves..100 ml

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

EDTAssvevrrrnsrsrrersnnssverrerenssanes2:5 ¢
FesSo, 7HO... cetcieenssasB.0 g
ZnS0, THO..oceverirreceneosnsenseasll.0O mg
MRSO, . ceeessarescnssrssasessencssssa1.54 mg
MNCl, 4HOuvvevesvnsvesvanassnnsssssl37 g
CUSO; SH ,0uevevoesecncrosersssesse0.392 g
Co(NOg), 6,00 0vvnienievnnnns.....0.248 g
Na B0 ,6H,0....... teeereeees0.177 g

EZSO‘.........................aprox. 4 gotas

La solucién se afora a 1.0 L con agua destilada y se ajusta el pH
a 6.8.
ii) KH,PO,, 136.08g se aforan a 1.0 L con agua destilad§. se
ajusta el pH a 6.8.
iii) Acido succinico, 100g se aforan a 1.0 L con agua destilada,
se ajusta el pH a 6.8.
;v) (NH,),SO ,, 100g se aforan a 1.0 L con agua destilada.
v) NacCl, 50g se aforan a 1.0 L con agua destilada.
vi) Acido L-glutdmico, 259 se aforan a 250 ml con agua destilada.
vii) Acido L-aspirtico, Sg 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) Base Concentrada...coesessssanacss250 ml
i1)  KHPO. .veievseorarereraeansaasse250 M2
iii) Acido Succinico...vrvevsresaseess250 ml
iv) (NH. )80 0 cescervrvasnssncensensss62.5 ml
vio oNack s
vi) Acido L-glut&mico...icsseseasnvees5 ml
vii) Acido L-aspArtico......,cciecuee: 25 ml
viii) Extracto de Carne.......civevese. 12.5 g
ix) Acido Nicotinico........¢eive0e...12.5 ng
X) Tiamina. ...c.cecvracrroecraseneaeees6.25 mg
xi) Biotina....covvrevnrcncrrensnrnresss0.125 mg
El medio se ajustd a un pH de 6.8 y se esteriliz6 en el
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autoclave durante 45 minutos. Cuando el medio estid caliente se
forma un precipitado que se disuelve a temperatura ambiente . El

medio es translGeido y de un color amarillo claro.

17.1.2. SIEMBRA DE BACTERIAS.

La siembra de las bacterias se realizé6 en placa, en inéculos
muy diluidos para formar colonias sencillas. Se tomé una muestra
del inéculo para sembrarlas por puncién en frascos con medio
s6lido. Posteriormente se incubaron durante 12 hrs en la obscuridad
para consumir el oxigeno debido al crecimiento respiratorio de las
bacterias. A continuacién se expusieron los inoculos a la luz
(focos con filamento de tugsteno de 40 watts colocadas a 30 cm de
distancia de los frascos a una temperatura de 30°C.)

Una vez formado el cultivo bajo condiciones fotosintéticas,
este puede conservarse viable para las resiembras durante varios
meses. La obtencién de grandes cantidades de bacteria se realiza
en cultivos liquidos de la siguiente manera:

Se le agrega medio liquido a los frascos de medio sélido 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 30°C. A los 6 dias aproximadamente
se obtiene el cultivo fotosintético, el cual se vacia en matraces
de 100 ml con medio liguido, agregando la suficiente cantidad para
no mojar el tapon de hule esteril, pero dejando la menor cantidad
de oxigeno posible. Se repite de nuevo el ciclo obscuridad-iuz

indicado para obtener un cultivo en condiciones fotosintéticas.
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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.

I1.1.3. COSECHA DE BACTERIAS.

Se procedié a cosechar el cultivo a los 7 dias
aproximadamente, cuando este alcanzé la fase logaritmica tardia en
la curva de densidad Sptica del cultivo contra tiempo. La densidad
Sptica del cultivo de bacterias se detects con un fotocolorimetro
con filtro rojo (fotocolorimetro Klett-Summerson).

La cosecha se realizé por centrifugaciones sucesivas del
medio de cultivo a 8,000 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 sge
centrifugaron a 8,000 x g durante 15 minutos eliminando asi los
residuos del medio., Las pastillas son pesadas y registradas como

peso hiimedo, para ser almacenadas en un ultrarrefrigerador a -70°C.

II.2. OBTENCION DE CROMATOFCROS.

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

utilizande el procedimiento repo}:tado por Baccarini-Melandri y col,
(1970) :
-Se resuspenden las bacterias en un amortiguador Tris-Cl pH 7.5 en
relacién 1:10 (peso:volumen), se homogenizan y se les agrega Mgso,
y DNAasa esta dltima en proporcién de 1 mg por 100 g de peso himedo
de bacterias.

-Se sonican en volimenes de 20 ml durante 2 minutos en un
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sonicador tipo M.S.E. a la maxima potencia, en un bafio de hielo a
0°C (Scholes y col., 1969).

~-S5e centrifugan a 20,000 x g durante 20 min, para remover las
células sin romper, c&psulas, etc, que quedan en el precipitado.
-Se toma el sobrenadante y se centrifuga a 100,000 x g durante 80
min.

-El precipitado de cromatdforos se resuspende en un amortiguador
Tris-Cl 10 mM con EDTA 5 mM y EGTA 2mM a pH de 7.5, para remover
los cationes divalentes como el Mg?®* presentes en la preparacién y
se centrifuga a 100,000 x g durante 80 min.

-El precipitado obtenido se resuspende en Tris-~Cl 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 concentracién de protefna aproximada de 25
mg/ml y se almacena a 4°C durante los siguientes tres dfas en donde
conservan su actividad o bien a -70°C en donde conservan su

actividad durante 6 meses.

II.3. DETERMINACION DE PROTEIMNA.

La cantidad de proteina para los ensayos se determiné por el
método de Lowry y col, (1951), utilizando estandares de albtmina
de suero de bovino (BSA), con un intervalo de sensibililidad de &

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

10 mM, pH 7.5 en relacién 1/10 (p/v)

l
Se agrega 1 mg de DNRasa y 5 mg de MgS04
Se 'sonican en lotes de 15 ml durante 2 min a 0°C.
¢
Se centrifuga a 20 000 X g, durante 20 min a 4°C.
! |
Se recupera el Sobrenadante Se elimina el Precipitado

|

Se centrifuga a 100 000 X g durante 80 min a 4°C.
Se’ resuspende el precipitado en EDTA SmM y
EGTA 3 mM y se centrifuga a 100 000 X g durante
80 min.

Se resuspende el precipitado en Tris HCl S0mM

pH 7.5 y se centrifuga a

a 100 000 X g durante 80 min a 4°C.

Se resuspende el pecipitado (cromatéforos) en
Tris HC1 50 mM pH 7.5 en relacién 1:3 (p/v)

y se determina la concentracién de proteina.

Figura 5. Esquema de la obtencién de los cromatéforos.
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II.3.1. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE BCl

El contenido de bacterioclorofila de los cromat6foros s;
determiné por la absorcién a 770 nm de un extracto de acetona /
metanol (7/2, v/v), agitidndose vigorosamente durante algunos
minutos y se centrifugé a 3000 rpm durante 5 minutos en una
centrifuga clinica. La absorbencia del sobrenadante se lee en el
espectrofotémetro a una longitud de onda de 770 nm (Clayton y

Sistrom, 1978 ).

II.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PIROFPOSYATASA.

La actividad enzimitica se determiné a partir de 1la
cuantificaci6on del fosfato (Pi) liberado, por la hidrélisis del
PPi, a 30°C en presencia de MgCl,.

El ensayo se realiz6 en la obscuridad, para evitar la
sintesis del PPi promovida por la energia de la luz y por tal
motivo se utilizé un cuarto iluminado con 1luz verde (Schiff,
1972) .

La reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 0.5 ml,
agregando 1mg de proteina de cromatSforo por tubo. El1 medio de
reaccién contiene Tris-maléico 50 mM pH 6.5, pirofosfato de sodio,
clorurc de magnesio, EDTA, necesario para obtener la
concentraciones que se indican en el pie de figura de las gr&ficas.
La reaccién se inicié con la adicién de enzima (cromatéforos) al
medio de reaccién. El tiempo de reaccitn correspondié a un avance
méximo de la reaccién de 15% (velocidades iniciales). La aparicién

de producto (Pi) bajo las condiciones experimentales, no produjo
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ningin efecto inhibitorio. La reaccién enzimitica se paré agregando
al medio de reaccién 0.1ml de &cido tricloroacético (TCA) al 30 &
(p/v). Finalmente se centrifugd el ensayo a 3,000 rpm durante 10min
y se determind la cantidad de Pi liberado en el sobrenadante. Para
la determinacién de Pi se utilizé el método de Summer (1944), el
cual es una modificacién del de Fiskie y Subarrow (1925) con un
m&ximo de detecci6én de fosfatos de 1600 nmoles. El método se basa
en la formacién del complejo de molibdato-fosfato (color amarillo
huevo), el cual se reduce con sulfato de p-metilamino fenol (ELON),
que da una coloracién azul.la absorbencia se determina a 660 nm de
longitud de onda.

Para la cuantificacidn se realizaron curvas patrones con
estandares de H;PO,. La velocidad de hidrélisis se expresé en

nmoles de Pi producido/min/mg de proteina.

II.5. CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES DE LOS METALES, LIGANDOS
LIBRES Y LOS COMPLEJOS PRESENTES BN BEL MEDIO DE REACCIONM.

Para calcular la concentraciones de pirofosfato de sodio,
cloruro de magnesic y EDTA necesarias para mantener la
concentracién del catién libre constante y variar la concentracién
del complejo Mg=-PPi o viceversa, se utiliz6 el programa de Fabaiato
(1988) . Asimismo en los experimentos de inhibicién, para mantener
constante la concentraci6n de los inhibidores (Ca?* libre o Mg-IDP)
y variar la concentraci6n del Mg® libre o el Mg-PPi se utilizé
también este programa.

El programa permite calcular, a partir de los equilibrios
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quimicos entre el metal y ligando,
M+ L ee--— ML
la concentracién del complejo, el cual est& caracterizado por una
constante de asociacién:
K, = [ML] / (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 fin de obtener la
concentracién de metal o ligando 1libre, partiendo de 1la
concentracién 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 asociacién (K,) utilizadas, se tomaron de
Martell y Sillén (1971) y de Fabiato (1988). El logaritmo de la

constante de asociacién es:

Complejo Log de la X
PPi H 8.3
PPi H, 6.0
PPi Hy 2.7
PPi H, 2.5
PPi~Mg 6.0
PPi-Ca 5.46
1DP-Mg 4.5
IDP-Ca 4.39
EDTA-Mg 4.61
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IX.6. MODIFICACION DEL POTENCIAL DE SUPERFICIE DE LOS CROMATOFOROS.

La carga de superficie de los cromatéforos se modificé, por
dos métodos: 1)fusién de los cromatdoforos con liposomas (con
diferentes proporciénes de carga positiva y negativa) e
2) incubacién de 1los cromatéforos con detergentes anidnicos y
catiénico.

1-Fusién de 1lip con C téforos:

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 sonicacién
se realizé en un bafioc de hielo, con un sonicador modelo Sonifier
2'50, en la posicién nimero 4, durante tres intervalos de 2 min
(para evitar calentamiento de la muestra).

La fusién de liposomas (Fig 6) se realizd mezclando 3 ml de
cromatéforos (concentracién amg/ml) con 3 ml de liposomas a una
concentracién de 200mg lipido/ml. La mezcla se mantuvo a 30°C y la
fusioén se inici6 al disminuir el pH a 6.0, por la adicién deFHcl.
A los 15 y 30 min se agregan dos alicuotas de 1.5 ml de liposomas
y se mantuvo el pH en 6.0. A los 45 minutos, el pH ge ajustd a 7.8
afiadiendo NaOH. Las relaciones p/p en mg de las mezclas gque
contenian dos lipidos fueron las siguientes: 120mg/40mg por ml de
fosfatidilcolina/dicetilfosfato, respectivamente y 120 mg/20 mg por
ml de fosfatidilcolina/ estearilamina respectivamente. En el
contrel, se afadi6 el amortiguador sin liposomas a los cromatéforos
y se siguié el cambio de pH mencionado. Este método es una

modificacién del propuesto por Garcia y Drews (1984).
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LA FUSION SE LLEVA ACABO A 30°C

3 ml de cromatéforos a una concentracién de amg/ml en presencia

del amortiguador Tris-Cl 50mM pH 7.8

3 ml de liposomas a una concentracién de 200 mg de lipido/ml
SE ARADE HCL Y SE CAMBIA EL pH A 6.0 0 min
Se inicia la fusién
1.5 ml de liposomas a una concentracién de 15 min

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

1.5 ml de liposomas a una concentracién de 30 min
200 mg lipido/ml, se mantiene el pH en 6,0

SE ANADE NaOH Y SE LLEVA EL pH A 7.8 45 min

fin de la fusién

Figura 6. Fusién de liposomas con cromatéforos, por el método
de cambio de pH.
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Para corroborar la fusién de liposomas con los cromatéforos,
se corrieron las muestras en gradientes continuos de sacarosa de 10
al 40%, en un rotor SW4l a 35,000 rpm durante 12 hrs. Se
fraccionaron las muestras del gradiente de sacarosa y se determiné
la bacterioclorofila con la absorbencia a 880nm, que corresponde a
los complejos pigmento-proteina del cromatéforo (Clayton, 1963) . Se
encontraron dos fracciones de diferente densidad, una que
correspondi6é a los cromat6foros intactos con una densidad alta (35%
p/v de sacarosa) y otra de menor densidad que corresponde a los
proteoliposomas (25% p/v de sacarosa, ver RESULTADOS Y DISCUSION).

2~-Incubacién de cromatéforos en detergentes anidénicos o
catiénicos.

Se preicubaron los cromatéforos durante 20 min en agitacién

suave a 4°C en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) 200uM

y en cetil trimetil amonio (CTAB) 200uM, se centrifugaron a
100,000 X g durante 80 min y se resuspendié la pastilla en Tris HCl
10 mM pH 7.5 a una concentracién de proteina de 30mg/ml. Este

mé&todo est& reportado por Wojtczak y Nalecz, (1978).

IT.7. BSTIKACION DEL CANBIO DRL POTEMCIAL DE SUPRRFICIRE.

Se estimé el cambio del de superficie, utilizando el 8-
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 modificacién del potencial de superficie se determiné 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
utilizé un fluordmetro Perkin-Elmer utilizando una longitud de onda

de excitacién de 366 nm y de emisién de 460 nm.
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CAPITOLO IIX.
RESULTADOS Y DISCUBION.
III.1. CONDICIONES PRELIMINARES.

La actividad hidrélitica de la pirofosfatasa de membrana se
midi6 en el cromatéforo de la bacteria fotosintética Rhodospirilium
xbrum .

Se realizaron estudios preliminares de la actividad
hidrolitica, para determinar las condiciones de velocidades
iniciales. El tiempo que se escogié para la incubacién fue de 1.5
a 2 min, lo que corresponde a un avance de la reaccién del 15%, es
decir el 15% del substrato comc méximo se transformo en producto.
La medida de la actividad enzimitica se realizé incubando a la
enzima en presencia del sustrato (Mg-PPi) y del activador (Mg®
libre), a 30°C, en el amortiguador Tris-maléico 50 mM pH 6.5, y la
reacciébn se inici6é agregando las membranas del cromatéforo como se
indica en "MATERIAL Y METODOS"Y.

El pH 6ptimo para la reacci6n de hidr6lisis es de 6.5 (Celis
Yy Romero 1986). Ya que una parte importante del anilisis involucra
fijar la concentracién del complejo (Mg=-PPi) y conjuntamente variar
la concentracién del metal libre (Mg?') o viceversa, se utilizé el
programa de computadora de Fabiato (1988), con el cual se
calcularon las concentraciones totales de MgCl, y pirofostato de
sodio necesario para obtener las concentraciones deseadas del
complejo Mg-PPi y de Mg®* libre.

En las condiciones experimentales descritas en este trabajo,

la aparicién del producto (Pi), no ejerce ningGn efecto inhibitorio
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sobre la reaccién de la hidrélis del sustrato. Asimismo, parece que
la falta de regulacién en la osmolaridad de los ensayos, no ejerce
ninguna modificacién en las condiciones estudiadas, ya que las
determinaciones en presencia de detergentes no modifican 1la
cinética de hidr6lisis, es decir las preparaciones probablemente no

se encuentran acopladas.

I1I.2. BFECTO DEL MAGMESIO LIBRE SOBRE LA ACTIVIDAD HIDROLITICA DE
LA PIROFOSFATASA DE MEMBRANA

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 Celis y col, 1985). Asimismo se
ha visto que los metales libres, -como el Mg®, juegan un papel
activador en la cinética de diversas pirofosfatasas (Unguryte y
col, 1989, Barry Yy Dunaway-Mariano, 1987). Por esta razén, se
investigé la dependencia de la hidré6lisis del sustrato con respecto
a la concentracién de Mg?* libre. El disefio experimental consisti6
en variar la concentracién del Mg* libre desde 0.01uM hasta 1.0 mM,
manteniendo constante la concentracién del complejo Mg-PPi (0.5

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

hidr6lisis del sustrato depende extrict te de la concentracién
del Mg®* libre, mostrando una cinética de saturacién, con una Km
aparente para el Mg® libre de 0.28 mM. Adem&s, con 0.5 mM de Mg-
PPi no se presenta actividad a concentraciones menores de 10 uM, lo

cual sugiere fuertemente gque el Mg®* libre es un activador esencial
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Figura 7. Efecto del Mg® libre sobre la actividad hidrolitica
de la pirofosfatasa de membrana, Se calculd la cantidad necesaria
de MgCl, y Na,P,0, para mantener la concentracién de Mg-PPi en 0.5
mM y la concentracién indicada de Mg?* libre. El1 medio de incubacién

contiene Tris-maléico SO mM pH 6.5 y 1 mg de poteina. El tiempo de
incubacién fue de 1.5 min.
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de la reaccién de hidr6lisis. La nomenclatura de activador esencial
proviene de los estudios en equilibrio r&pido propuesto por Segel
{(1975) . Este complejo catalitico seria, el complejo ternario
enzima-activador-sustrato.

En la pirofosfatasa de membrana, tanto de la bacteria
fotosintética Rhodogpirillum rubrum como de la bacteria
Rhodopseudomonas palustris (Schwarm y col, 1986), se ha visto que
el Mg®* libre es un activador de la reaccién de hidrdlisis, pero
10 que no se habia planteado es que el Mg® libre fuera un activador

esencial en Rhodospirillum rubrum.

III.3. BRFECTO DBL lq" LIBRE EN LA HIDROLISIS DEL COMPLBJO MNg-
PPi.

otro de los objetivos importantes de este trabajo, es
caracterizar la cinética de activacién de la pirofosfatasa de
membrana de Rhodospirillum rubrum, por lo que se consider6 al
activador y al sustrato como diferentes ligandos de la enzima.
Seglin el efecto que sSe desee estudiar, se fijé6 o varid 1la
concentracién de cualquiera de estos ligandos. Por lo tanto, para
estudiar el efecto del Mg” sobre la hidr6lisis del sustrato, se
£ij6 la concentracién del Mg* 1libre en cuatro diferentes
concentraciones (0.03, 0.1, 0.5 y 1.0 mM) y se vari6 la
concentracién del sustrato en cada condicidén (Fig 8A) . Estas cuatro
concentraciones de Mg?* libre permitieron estudiar estos efectos en
un intervalo amplio de concentracion . Es claro que conforme se

incrementa la concentraci6n del Mg?* libre la actividad de
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Figura 8. Efecto del Mg®* libre sobre 1a hidrslisis del del

complejo Mg-PPi.

mismas de la figura 1. La concentracion del Mg

constante en 0.03mM (©), 0.1mM

A) Las condiciones experimentales fueron las
libre se mantuve
(®), 0.5 mM (4) 1.0 mM (A) y me

varid la concentracién del Ng-PPi como se indica, B)regrafico de
Lineawaver-Burk de la fig 2A. C) Regra&fico de la Km aparante contra
el inverso de la concentracién del Mg?* libre.
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hidrélisis aumenta. Esto mismo se ha visto en la bacteria
fotosintética Rhodobacter palugtris (Schwarm y col 1986), lo que
sugiere similitudes cinéticas entre estas dos enzimas transductoras
de energia.

En la figura 8B se nuestran 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 0.03 a 1.0 mM de
Mg?* libre respectivamente. Mientras que la Km aparente para el
sustrato cambia con la concentracién de ng’
libre, de manera que la Km para el Mg-PPi disminuye de 10.26 a 0.6
mM conforme la concentracién del activador aumenta de 0.03 a 1.0
nM de Mg®; es decir, el incremento de Mg®* 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 concentracién del Mg®*., La ordenada al origen
muestra que el valor de la Km para el sustrato cuando el Mg?* libre
est8 en concentraciones saturantes es de 0.17 mM, mientras que a
baja concentracién de Mg®* libre, la enzima pierde afinidad por el
sustrato. Este resultado concuerda con la activacién esencial por
el Mg® libre, es decir, el complejo catalitico seria un complejo

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

II1.3.1 BPECTO DEL SUSTRATO (Mg-PPi) PARA LA ACTIVACION DEBIDA AL
ug® LIBRE.
Continuando con la caracterizacitn cinética de la actividad

hidrélitica de la pirofosfatasa de membrana, se estudid el efecto

46



de la concentracién del sustrato (Mg-PPi) sobre la activacién del
Mg® libre. Para ello se fijé6 la concentracién del Mg-PPi en tres
concentraciones, 0.25, 0.5 y 0.75 mM, y se vari6 en cada condicién
la concentracién del Mg®* 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
activacién. En los tres casos la actividad de hidrélisis muestra
una curva de saturacion con respecto a la concentracién de Hg”, con
una mayor actividad hidrolitica conforme se presenta mayor
concentracién del sustrato.

Asimismo en la grafica de dobles reciprocas de la Fig. 9A, se
observa un aumento de la vmax aparente conforme se incrementa la
concentracién 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, 0.5 y 0.75 mM de Mg-PPi respectivamente). Se
observé que la constante de disociacién para el Mg®* 1libre
disminuye (0.51, 0.28, 0.12 mM) conforme se incrementa 1la
concentracién del sustrato (0.25, 0.5 y 0.75 mM de Mg-PPi
respectivamente), como si se presentaran efectos cooperativos entre
el activador y el sustrato; es decir, al incrementar Ila
concentracién del sustrato se produce un incremento en la afinidad
de la enzima con respecto al activador esencial (Mg? libre). En el
regrAfico que se muestra en la figura 9B, se aprecia una familia de
rectas gque 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 concentracién del Mg-PPi,
activacién debida al Mg? libre en la reacci6n hidrolitica. A) Las
condiciones experimentales son las mismas de la Fig 7. Se £ij6 la
concentracién de Mg-PPi en 0.25 mM (o), 0.5 mM (@) ¥ 0.75 M (,) ¥
se vari6 la concentracién del Mg®* libre como se indica en 1la
fiqura. B) Regrifico de Lineawever-Burk para los datos de la figura
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concentracién de Mg-PPi, cuando la pendiente tiende a infinito
se obtendria una curva "teérica", que permitiria determinar la Km
para Mg? en ausencia de sustrato (Segel, 1975), por lo que
interpolando en el eje de las abscisas por debajo de la
intersecci6n, da un valor de 0.73mM, que se interpreta como la
constante de disociacifn para el activador en ausencia del Mg-
PPi.

El estudio de enzimas que presentan un activador esencial
puede ser tratado bajo las condiciones de equilibrio répido (Segel,
1975) o bien suponiendo condiciones de estado estacionario
{(Morrison, 1973).

En condiciones de equilibrio ripido, se puede plantear la
ecuacién de velocidad para cada uno de los mecanismos posibles: al
azar u ordenado. A su vez, la ecuaci6én de velocidad inicial se
rearregla en funcién de uno de los ligandos (activador o sustrato).
De agul la importancia de fijar la concentracién de un ligando y
variar la concentracién del otro. Para obtener la ecuacién de
velocidad en funcién una sola variable, ya sea el activador o el
sustrato. Finalmente la ecuaci6én se rearregla (por ejemplo en
Lineawever-Burk) y se obtienen los diferentes patrones segun el
mecanismo cinético (Tabla I). La ecuacién de velocidad en funcién
de la concentracién de Mg-PPi, suponiendo condiciones de equlibrio
r&pido y un mecanismo ordenado donde interacciona primero el Mg®

con la enzima es:

2 Kgeni ), Kigy 1
< mx(1+ ) PSSR & 8

1
Mg MgPPI ' Vmax
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En donde se observa que el pardmetrc de Vmax no se modifica,
mientras que la Km para el substrato se modifica en funcién de la
concentracién de Mg®. Por otro lado la ecuacién de velocidad en
funcién de Mg?*, suponiendo condicicnes de equilibrio r&pido y un
mecanismo ordenade donde interacciona el Mg primero con la

enzima, es la siguiente ecuacién:

2. Ky ( Kw 1, 1 (3, K (2)
v Vmax MgPPi' Mg Vmax MgpPPi

En dode se observa que tanto la Vmax como la pendiente se
modifican por el mismo factor de concentracién de Mg=-PPi.

En este sentido se encontré un regrafico del tipo "competitivo®
cuando, la concentracidn del Mg® libre se mantiene constante y la
del Mg-PPi se varié (Fig 8.B). Asimismo, se observé un patron
"mixto" con interseccién a la izquierda del eje de las ordenas y
con valor positivo, cuando se £ij6 la concentraci6n del Mg-PPi y se
varié la concentracién del Mg? libre (Fig. 9B). Si el sistema se
encuentra en equilibrio ré&pido (Tabla I) entonces la cinética de
hidrélisis sigue un mecanismo ordenado deacuerdo con el siguiente
esquema:

Mg®* + E =~ E-(Mg) + Mg-PPi = (Mg)-E~(Mg-PPi) = Productos
en donde el Mg®* libre interacciona con la enzima antes que el
sustrato, y precisamente la formacién del complejo enzima~activador
favorace la unién del Mg-PPi, para dar lugar al complejo catalitico

enzima-activador-sustrato.
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Tabla I. Patrones Ciné&ticos para los posibles mecanismos de la
pirofosfatasa, considerando al Mg-PPL como sustrato y al Mg®* como

activador esencial.

Mecanismo: variacién del Mg® variacién del MgPPi
Se Fija el Mg-PPi Se fija el Mg*

Azar Nc* e=1 NC a=1
M a»1 M a1

ordenado:

Mg®* libre

interacciona, con Mixto Competitivo

la enzima antes

que el MgPPi

Ordenado:

MgPPi interacciona Competitivo Mixto

con la enzima antes

que el Mg* libre.

# NC= nocompetitivo; M= Mixto
a significa gque tanto modifica el pegado del primer ligando al

segundo. En a = 1 no existe ninguna modificacién.

51



La pirofosfatasa citoplasmica de levadura (Knight y col 1981),
también requiere de Mg?* libre como activador y se ha encontrado
un mecanismo ordenado para esta enzima, pero a diferencia de la
pirotosfatasa de membrana, en la pirofosfatasa citopl&smica se pega
primero el sustrato y después el Mg®* libre. Esta diferencia
particular en los mecanismos podria tener implicaciones en la

posible regulacién y en el papel de ambas enzimas "in vivo."

III.4. RSTUDIOS COM INNIBIDORES COMPETITIVOS DEL SUSTRATO Y DBL
ACTIVADOR PARA EVIDEMCIAR BRI MECANISNO CINETICO DE LA PIROFOSPATASA
DE NEMBRAMA.

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 casc de la cinética de la
pirofosfatasa de membrana, se utilizé este enfoque con la idea de
confirmar si el mecanismo cinético de la enzima es ordenado, como
sugieren los datos de las figuras 8B, 9B, las ecuaciones 1y 2y la
tabla I.

Se eligi6 al imidodifosfato ya que es un inhibidor competitivo
de la pirofostfatasa citoplasmica (Moe y Butler, 1972). Previamente
se observs que el complejo Mg-IDP y el complejo 2n-IDP no son
sustratos de la pirofosfata de membrana (datos no mostrados).
Asinismo, por trabajos previos del laboratorio (Celis y Romero
1987), se sabe que el calcio ejerce un papel inhibitorio, por lo
cual se escogi6 al Ca? libre como inhibidor de la activacién debida
al Ng¥.
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En este tipo de estudioc 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 (Mg®) vy se estudlia el efecto del
inhibidor competitivo para el activador (Ca®) sobre el sustrato
(Mg~PPi). E1 tipo de patrones inhibitorios (competitivo,
nocompetitivo o acompetitivo) es caracteristico de cada mecanismo,
ya sea en condiciones de equilibrio ripido o estado estacionario.
Dado que se plantearon los diferentes mecanismos cinéticos, se
formularon las ecuaciones de velocidad en funci6n del activador o
el sustrato suponiendo que el Ca® libre es un inhibidor competitivo
de la activador y el Mg-IDP es inhibidor competitivo del gustrato
y se determind el tipo de patr6én inhibitorio correspondiente para
cada mecanismo cinético, lo que se resume en la tabla II.

El imidodifostato es un andlogo estructural del pirofosfato.
Para estudiar su efecto inhibitorio sobre el sustrato se fijé la
concetracién del Mg-IDP en 0.5 y 1.0 nM y la del Mg®* libre en 1.0
mM, mientras que se varié la concentracién del sustrato. La figura
10A, muestra que el Mg-IDP es un inhibidor competitivo, ya que la
Km para @l sustrato se incrementa desde 0.68 mM a 2.44 mM cuando se
incrementa el Mg-~IDP de 0.0 a 1.0 mM, mientras gque la Vmax no
cambia (331 mmol de Pi producido/mg de poteina/min). Es claro que
el Mg-IDP compite con el Mg-PPi por su unién al complejo enzima-
Mg.

Se ha reportado que el Ca® es un inhibidor de diferentes
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Tabla II.

mecanismos cinéticos, utilizando inhibidores competitivos para el

Mg® y el Mg-PPi.

Patrones

observados y esperados para diferentes

Variaci6n de : Inhibidor Patron observado+
Mg=-PP1 Mg-IDP [
Mg® ca? [¢]
Mg-PPi ca? ue
Mg®* Mg-IDP uc
Patrones Inhibitoriocs Esperados
Equilibrio Estado Equilibrio Estado
Répido al Estacionario Rapido Estacionario
Azar al Azar Ordenado * Ordenado *
C [ (o] [+]
c c c [
(o] NC (o4 uc
o] NC uce NC

* E1 Mg®* libre interacciona con la enzima antes que el Mg-PPi

+ Inhibicién Competitiva= c ;

Inhibici6én Nocompetitiva= NC
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pirofosfatasas (Baykov y col 1989, Moe y Butler, 1972). Se estudid
su efecto fijando la concentracién del Ca® libre en 0.05 y 0.1 mM,
a una concentraci6n de Mg-PPi de 0.5 mM, mientras que se varié la
concentracién del Mg? libre. La figura 10B muestra que el calcio
libre es un inhibidor competitivo de la activacién por el Mg®
libre, ya que la Km para el Mg? libre se incrementa siete veces,
de 0.25 a 1.71 mM cuando el Cca?* libre varia de 0.0 a 0.1 mM,
mientras gque la Vmax no cambia (237 nmoles de Pi producido/mg de
poteina/min) . Este dato muestra que el ca® libre se une a la enzima
para formar el complejo enzima-Ca, es decir el ca® libre compite
con el Hg“ libre para formar el complejo enzima-metal.

Ya que en el medio de reaccién se encuentra presente el complejo
ca-PPi (posible inhibidor de 1la reaccién), se calculé 1la
concentracién de éste complejo bajo las condiciones del experimento
anterior (Fig 10B). El complejo Ca-PPi vari6 de 0,77 hasta 0,007 nM
cuando el Ca’ libre se mantuvo constante en 0.05 mM y varié desde
0.15 hasta 0.015 mM cuando el Ca® libre se fij6 en concentracién
de 0.1 mM. Sin embargo, debido a que se presenta un efecto
claramente competitivo del Ca® libre y no una inhibicién mixta,
podemos eliminar un posible efecto del Ca-PPi, bajo estas
condiciones experimentales.

Para completar este anAlisis se estudi6 el efecto del Mg-IDP
sobre la activacién debida al Mg? libre, para lo cual se £ijé la
concentracién del inhibidor Mg-~IDP en 0.1 y 0.15 mM, mientras

que se varid la concentracién del activador (Mg**) a una
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Figura 10. Patrones Inhibitorios, utilizando al Mg-IDP y al
ca® 1ibre como inhibidores competitivos del sustrato y del
activador. Las condicionas experimentales son las de la figura 6.
Regréficos de Lineawever-Burk para : A) Velocidades iniciales (Vo)
a concentraciones de Mg-PPi con concentracién fija de Mg-1DP; B) Vo
a concentraciones de Mg’ 1ibre con concentracién fija de ca® libre;
C) Vo a concentraciones de Kg®* libre con concentracién fija de Mg-
ID; yin) Vo a concentracicnes de Mg-PPi con concentracitn fija de
Ca® libre

56



concentracién fija del Mg-PPi (0.5 mM). La figura 10C, muestra una
inhibicién del tipo acompetitivo, ya que la Km cambia de 0.23 a
0.74 y la Vmax tambi&én cambia de 201 a 150 nmol de Pi producido/mg
de poteina/min desde 0.0 a 0.15 mM de Mg-IDP

respectivamente. Este dato sugiere que el Mg® libre se pega a la
enzima antes que el Mg-PPi, lo cual es consistente con el patrén de
inhibicién esperado para el mecanismo ordenado (tabla I1I),

Se estudié la inhibicién del Ca®* libre sobre la hidrélisis del
sustrato, fijando su concentracién en 0.05 y 0.1 mM, mientras que
la concentracién del sustrato se varié en presencia de una
concentracién fija de Mg®* libre (1.0 mM). El tipo de inhibicién es
acompetitiva (Fig 10D), 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
poéelna/min. Este dato no es consistente con el patrén de
inhibici6étn competitivo esperado (tabla II). Por otro lado el tipo
de inhibicién acompetitiva sugiere que el ca® 1libre se une al
complejo enzima sustrato. Esta discordancia puede deberse a la
tormacién del complejo Ca-PPi. En el medio de reaccién se encuentra
presente el Ca-PPi a una setenta y siete veces menor que el
sustrato cuando la concentracién del Ca?** libre es de 0.05 mM,
mientras que el Ca-PPi se encuentra a una concentracion treinta y
tres veces menor que el sustrato en concentraciones de 0.1 mM de
ca? 1libre. Al respecto, en la pirofosfatasa de membrana de
mitocondria, Unguryte y col, (1989) encuentran al igual que en este
trabajo, una inhibicién acompetitiva para el Ca®* libre con respecto

al sustrato y explican que la formacién del complejo ca-PPi,
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podrian interferir en la obtencién de efectos limpios en la
cinética de inhibicién, por lo que es diffcil, a través de este
tipo de experimentos, determinar las constantes cinéticas para la
inhibici6n del ca®* libre o del complejo Ca-PPi.

Como est& indicado en la tabla II, los patrones de inhibicién
para el mecanismo ordenado son consistentes, excepto por la
inhibici6n acompetitiva del Ca?* libre cuando el sustrato se varia.
Es claro que no se presenta un mecanismo al azar, sino uno
ordenado, en donde el Mg® se interacciona con la enzima antes que
el sustrato. Este mecidnismo se apoya en el anilisis de la cinética
en la figura 8A y S5A. Con los datos de la tabla II, no es claro si
la simplificacién del mecanismo en equilibrio r&apido es la m&s
adecuada o se requiere hacer ecuaciones de velocidad en estado
estacionario y este es un punto que deber& ser clarificado. Es
importante hacer notar que, en la pirofosfatasa citoplésmica de
levadura , el estudio con inhibidores competitivos y con sustratos
débiles tales como el Cr(H,0)-PPi, sugiere un mecanismo en
equilibrio rapido, pero cuando se utiliza el Mg-PPi como sustrato,
se encuentra que el mecanismo es en estado estacionarioc (Barry y
Dunaway -Mariano 1987). Este resultado contrasta con el mecanismo en
equilibrio r&pido propuesto para R, rubpum utilizando Mg-PPi como

sustrato.

IIX.S. PAPEL DEL PIROFOSFATO LIBRE EN EL MECANIBMO DE LA
PIROFOSPATASA DR NEMBRAMA.

Se ha propuesto que el PPi libre es un inhibidor competitivo
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para diferentes pirofosfatasas (Lathi, 1983), Por tal motivo se
astudié el efecto del pirofosfato libre en la cinética de
hidrélisis, Para ello, se £ij6 la concentracisén del PPi libre en
0.03, 0.1, 1.0y 5.0 mM, y se varié la concentracién del sustrato.
Se eligieron estas concentraciones porgque es un intervalo amplio
en concentracisn para estudiar el efecto del PPi. En la figura 10A
se aprecia una aparente inhibicitn del PPi a concentraciones de
1.0 y 5.0 mM, asimismo, se aprecian curvas sigmoideas, en lugar de
las curvas hiperbéSlicas. Para analizar este efecto y el de la
inhibicién por PPi, se calculd la concentracién del Mg?* libre, ya
que en el momento de fijar la concentracién del PPi libre y variar
la concentracién del Mg~PPi, se produce un incremento en la
concentracién del Mg libre y mientras se fije el PPi a mayer
concentracién la del Mg® disminuye, acorde con las siguientes

ecuaciones:

KOy gy = (MgI(PPi] / [M@-PPi] .ceovnvvrvnnnananen(3)
K8, o/ [PPi] = Constante = [Mg) /[Mg-PPi}........(4)

A concentraciones de 0.03 y 0.1 mM de PPi libre , no se ve
inhibicién, ya sea porque el la concentracién del PPi libre se
encuentra por debajo de su Ki y/o porgue la concentracién del Mg®
libre es lo suficientemente grande para activar la enzima, (tabla
III). Por otro lado, a concentraciones de PPi libre de 1.0 y 5.0 mM
se presenta una inhibicién, que puede deberse al PPi libre y/o a la
disminucién del Mg¥ libre, ya que, la Km para Mg libre es de 0.12

mM en presencia de 0.75 mM de sustrato y calculando la Km para el
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Figura 11. Efecto del PPi libre en la reaccién hidrolitica.
Las condiciones experimentales son las mismas de la figura 7.
A) Se fij6 1la concentrracién del PPi libre en cuatro
concentraciones, 0.03 mM (0), 0.1 mM (@), 1 mM(a) y 5aM (a) Yy se
vari6é la concentracién del Mg-PPi como se indica en la figura. B)
Regréfico de Lineweaver-Burk de la Fig 11A.
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Mg en presencia de 3.0 o 5.0 mM de MgPPi es 50 y

respectivemente (tabla III).

30 uM

Tabla III. decremento de la concentracién de Mg® libre , bajo las

condiciones de la Figura 11A.

PPi constante { Variacién del Constante Variacién del
[mM] Mg-PPi [mM) Mg /Mg-PPi Mg libre [mM]
0.03 0.1 a 5.0 3.3 X 107 0.003 = 0.15

0.1 0.1 a 5.0 1.0 X 1072 0.001 - 0.005
1.0 0.1 a 5.0 1.0 x 1073 0.0001~ 0.005
5.0 0.1 a 5.0 2.0 X 10% 0.00002-0.001
Es decir, en este tipo de inhibicién se pueden presentar

efectos mezclados de inhibicién por el PPi libre, y una diaminucién

en la concentracién del activador esencial.

En la figura 10B,

se observa que la grifica de las dobles

reciprocas para estos datos muestra una aparente inhibicién neo

competitiva
inhibicion

competitiva

para el PPi libre,

reportada

lo cual no concuerda,

para

otras

con la

pirofostatasas

reportadas (Moe y Butler 1972). Dada esta mezcla de efectos, este

enfoque no es un método adecuado para

inhibici6n del PPi libre.
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Sse fij6 1la concentracién del sustrato y se vari6 la
concentracién del PPi libre, pero como se observa en la ecuacién 3,
al fijar la concentraciétn del sustrato e incrementar 1la
concentracién del PPi libre, se produce una disminuciéq del Mg®
libre. Al calcular la concentracione del Mg?* libre presente en el
medio de reaccién, resulté que el Mg?* 1libre disminuye en dos
ordenes de magnitud de la Km para el Mg®*. Dicho de otra manera, la
inhibicién en este disefio experimental (datos no mostrados), se
debe a la disminucién en la concentracién del Mg?* libre, ya que se
ha propuesto al Mg® libre como un activador esencial, per lo que
se impide 1la formacién del complejo catalitico: enzima-

activador-sustrato.

I1X.%.1. DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE INHIBICION PARA EL PPi
LIBRE.

Dadc gque por métodos directos no es posible evaluar 1la
constante de inhibici6én del PPi libre (Ki), se determiné 1la
constante a través de un método indirecto, que consiste en proteger
la actividad de la enzima por la inactivacién del modificador
quimico EDC. El disefio de proteccidn consistié en preincubar a la
enzima con diferentes concentraciones de PPi, en presencia de EDC.
Para realizar la medida de 1la actividad se complet6 la cantidad
necesaria de Na,P, 0, y MgCl,, para mantener la concentracién de 1.0
mM del sustrato y 1 mM del Mg® libre. Este tipo de estudios
cinéticos, empleando modificadores quimicos irreversibles, permite

evaluar las constantes cinéticas con resultados comparables a los
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obtenidos con los estudios de velocidades iniciales (Franco y col
1985), La efectividad en la proteccién depende de la afinidad de la
enzima por el ligando, por lo que este m&todo permite evaluar la
constante de disociacién del ligando a la enzima.

Por trabajos del laboratorio (Romero, I. 1991) se demostrd que
el EDC es un modificador irreversible de la reaccifn de hidr6lisis
de_l sustrato. A partir de la grafica del logaritmo del porcentaje
de actividad remanente de la inhibicién con EDC en funcién del
tiempo, se obtuvieron las constantes de inactivacién de
pesudoprimer orden para las diferentes concentraciones de EDC. El
regr&fico de estas constantes de inactivacién en funcién de la
concentracién del EDC, esti determinada por la ecuacién:

K, =K M'..........(5)

donde: K, = la constante de pseudo primer orden; K = la constante
de 22 orden; M = la concentracién del modificador y 1 = el orden de
la reaccitn. Este regréfico dié una 1linea recta (dates no
mostrados), lo que quiere decir que el modificador quimico no forma
un complejo reversible con la enzima (Horique y col, 1979).
Asimismo presenta una constante de 28 orden de 36.9 M' min'. A
partir del regé&fico del logaritmo de la constante de pseudoprimer
orden en funcién del logaritmo de la concentracién del modificador,
se obtuvo un orden de reaccién de 0.5 (Romero, 1991).

Estos datos son importantes para fundamentar la determinacién
de la constante de disociacién del PPi a la enzima (K,;), Ya que el
pegado del PPi protege de alguna manera a la enzima de 1la

inhibicién por EDC. La reaccién que describe la formacién del
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complejo enzima-EDC y la enzima-PPi~EDC se ilustra de la siguiente

manera:
K,
Enzima + EDC -=e—c—wu- = Enzima~EDC (forma inactiva)
+
PPi
Kpp
Enzima-PPi productos.

En donde la constante aparente de inactivacién esta dada por
la ecuacién:

L

1/ Kapp = - P (1]
(1 + bPPi / Kpp)

La ecuacién rearreglada en su forma inversa nos da:
1/Kapp = (1/K, Kpp) [PPi] + 1/K| sevvvcriirrnnraanea(?)

un regré&fico del inverso de la Kapp en funcién de la concentracién
del PPi durante la preincubacién, nos da una linea
recta, en donde su abscisa al origen es el valor negativo de de la
constante de disociacién del PPi (Kpp), y este valor puede ser
comparado con una constante de inhibicién del PPi

Utilizando este enfoque se determiné la constante de

inactivaci6én de pseudo primer orden a diferentes concentraciones
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Figura 12. Proteccién del PPi de la inhibicién por el EDC.
A) logaritmo de la actividad remanente de la PPiasa inhibida por
EDC (3 mM), en funcién del tiempo de preincubacién, a diferentes
- concentraciones de PPi. La actividad se midis a 1mM de Mg-PPi y 1mM
de Mg?* libre. B) Regr&fico de las inverso de la constante de
inactivaci6n aparente (1/Kapp) en funcién de la concentracién de
PPi preincubado.
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del PPi, graficando curso ten;poral del logaritmo de la actividad
remanente {(Fig 12). El1 regrafico del inverso de la constante
aparente de inactivacién, en funcién de la concentracién del PPi
utilizado en la preincubacién, es lineal como lo indica la ecuacién
7, con una abscisa al origen de 3.16 mM que es la Kd para el PPi,
el cual seria el valor de la constate de inhibicién.

Este dato es muy importante, ya que establece que las
concentraciones del orden milimolar de PPi libre producen efectos
inhibitorios. Este valor de 3.16 mM concuerda con la figura 10, ya
que solamente a concentraciones mayores de 0.1 mM se observa la
inhibicién por el PPi libre, mientras que en el orden de uM, no se
aprecia inhibicién. Asimiasmo, bajo las condiciones de los
experimentos en las figuras 8 y 9, la concentracién del PPi libre
se encuentra por debajo de concentraciones uM (K,; es de 3.16 mM),
por lo que revalida, que bajo las condicicnes empleadas en los
experimentos de activacién por magnesio, no se presentan efectos de
una aparente activacién debida a la disminucién en la concentracisn

del PPi libre como lo indica la ecuacién 3.

IXI.6. EFECTO DEL POTENCIAL DE SUPERRPICIE SOBRE LA ACTIVIDAD DR
NIDROLISIS DE LA PIROFOBFATASA DE MEMBRANA.

Uno de los objetivos de el trabajo, consistié en determinar
si el efecto activador atribuido al Mg* libre, se debia a un efecto
directo del Mg® sobre la enzima o bien al enmascaramiento del
potencial de superficie de la membrana del cromatSforo. Dado que

la carga de la superficie de la membrana y del sustrato (Mg-PPi%’)
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son negativas, podrian darse efectos de repulsién entre el sustrato
y el potencial de superficie de la membrana. Al agregar el Mg
libre, estas cargas positivas apantallan la carga de la membrana y
asi el sustrato fuera m&s 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 dque
modifique la actividad enzimatica (Wotjack y Nalecz 1978), por lo
cual fue necesario esclarecer si existia un papel del potencial
guperficie en la cinética de esta enzima. Para tal estudio se
modific6 la carga de superficie del cromat6foro de R, rubrum con
dos técnicas: 1) fusién de liposomas (con diferente proporcién de
carga) con los cromatéforos y 2) la incubaci6én con detergentes
ani6nicos (SDS) o catibénicos (CTAB), a concentraciones inferiores
a la concentracién micelar critica. El cmc del 5D5 es 1.0 mM Yy del

CTAB es 8.0 mM.

III.6.1. FUSION DE LIPOBOMAS CON CROMATOFOROE DE LA BACTERIA
POTOSINTSTICA Rbodospirillum subrum.

Para la fusion de liposomas con los cromatéforos, se
prepararon tres tipos de liposomas: a) liposomas de asolectina
fosfatidilcolina (Sigma type III); b) liposomas de asolectina con
dicetil fosfato en relacién 120 mg/40 mg ml™' y c) liposomas de
asolectina con estearilamina en relacién 120 mg /20 mg ml™'. El
procedimiento de fusién consistié en un cambio de pH, de 7.5 a 6.5
y para el término de la fusién los liposomas se regresaron al pH

original, como se describe en "Material y Métodos",
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Figura 13. Esquema hipotético de la posible participacién del

potencial de superficie en la modulacién de la enzima.
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Para comprobar la fusién de los liposomas, se corrié wun
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
pigmento proteina de los complejos antena que estan presentes en
los cromatéforos. En la figura 14, se observa dos poblaciones de
diferente densidad en el gradiente de sacarosa, la fraccién de alta
densidad (35% de sacarosa p/V), que corresponde a 1os cromatSforos
intactos, como se aprecia en el control, y la fraccién de baja
densidad (25% de sacarosa p/v), que corresponde a los cromat6foros
fusionados con los liposomas. Una vez demostrada la fusisdn, se
midi6é la actividad hidrolitica de la enzima con 1las tres
preparaciones de membrana mencionadas, como se observa en la figura
14, la modificacién cinética se da en la Vmax, pero no en la Km que
se mantiene en un valor de 0.29 mM. Es Aificil explicar porqué
diminuye la Vmax, pero una posiblidad es la dependencia de lipidos
que presenta la pirofosfatas de membrana para su actividad (Klemme
y <ol, 1971), ya que si ésta se incuba con fosfolipasa "A" se
pier&e la actividad, y si a la misma preparacién se le incuba con
fosfolipidos , la actividad se recupera, por lo que la dilucién de
lipidos durante la fusién de los cromat&foros 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
Yy 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

repeale o atrae los sustratos positivos o negativos, produciendo una
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Figura 15. Actividad hidrolitica de la PPiasa de las
diferentes preparaciocnes de membrana. Se varié el sustrato como se
indica en la figura y se mantuvo constante la concentracién del Mg®

libre en 1.0 mM.
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mayor o menor concentraciétn del sustrato (segn su carga) en la
vecindad de la superficie de la membrana, y por lo tanto, se
presenta diferente accesibilidad al sitio activo de 1las enzimas

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

IIX1.6.2. EBTINACION DE LA MODIFICACION DEL POTENCIAL DF SBUPERFICIE
EN LOS CROMATOYOROS FUSIOMADOS COM LIPOSOSMAS.

Una parte importante de este estudio consistié en demostrar
gue el potencial de superficie de los cromatSforos se medificé por
el procedimiento de fusién , para lo cual se titularon 1los
cromat6foros con Anilino naftaleno sulfonato (ANS', 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 modificacién del potencial de superficie en la membrana del
cromatéforo.

Cabe aclarar que la magnitud de la modificacién de la Km
producida por el efecto del potencial de superficie, debe ser
comparable a la magnitud de la modificaciénde la Kd para =l ANS.
Deacuerdo con la distribuci6én de Boltzman la realcién entre la Kd
o la Km y el potencial de superficie esta dado por la siguiente
ecuacibn:

KA=K°d eXp (2F A¥S /RT) .evvereereacenscocecsannans(B)

Donde Kd = la constante de disociacién de la molécula en
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presencia de potencial de superficie; K°d es la constante de
disociacién de 1la molécula en ausencia de potencial de
superficie;Ay 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 ecuacién:

A¥=RT/ZFIn{Kd/Kdo) ............... c0. (9)

En donde Kd es iqual a la cte de disociaci6n para el ANS en
membranas controles y Kdo es igual a la cte de disociacién del ANS
en las preparaciones fusionadas con liposomas.

;

Asimismo, la ecuacién andloga en funcién de las Km de las

diferentes preparaciones de membrana:

AY=RT/ZFIn(Km/Kmo) ... «.ovvev.. .. (10)

En donde Km corresponde a las membranas sin modificar y la Km,
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 deberian
coincidir con los cambios obtenidos utilizando la Km. Los
resultados sugieren gque el potencial de superficie no altera 1la
afinidad del sustrato a la enzima. Es decir no se modificé la
accesibilidad del sustrato a la enzima.
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accesibilidad del sustrato a la enzima.

Diferencias en el potencial de

superficie 4 ¥ en mv

Preparacién de

Calculado a partir

calculado a partir

+ EA

menbrana de la Kd para ANS de las Km
Cromatoforos +PC ~0.3 0
Cromatéforos + PC -46.2 0

+PC

Cromatéforos + PC 14.0 []
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IIX.6.3. MODIFICACION DEL POTENCIAL DE SUPBRFICIE DRL CROMATOFORO
COM DETRRGENTES ANIONICOS O CATIONICOS. »

Dado gque durante 1la fusién de los liposomas con los
cromatéforos se modificd la velocidad méxima de la reaccidén (Vmax)
Y no la Km, se empled otro método para alterar la carga de
superficie del cromaté6foro. E1 segundo tipo de metodologia
empleado, consistié en incubar los cromatéforos con detergentes
aniénicos o catiénicos como se indica en "Material y Métodos", los
cuales se particionan en la membrana del cromat6foro y modifican el
potencial de superficie del cromat&foro. Los detergentes empleados
fueron el aniénico SDS° y el catiénico CTAB® a una concentracién
de 200 uM (el cmc del SDS es 1.0 mM y del CTAB es 8.0 mM). Se
determinaron las constantes cinéticas en presencia de la variacién
en la concentracién del sustrato y 1mM de Mg® libre constante en
las diferentes preparaciones de membrana: cromatSforos incubados en
SDS, cromatoéforos incubados en CTAB y el control. En la figura 17A
no se observa ninguna modificacién en la Km ni en la Vmax de estas
preparaciones de membrana. Asimismo, al variar el Mg®* libre y fijar
la concentracién de sustrato en 0.5 mM no aprecia ninguna

alteracidn en la constante de activacién de la enzima (Fig 17B).

IIXI.7. BSTIMACION DE LA MODIFICACION DEL POTEMCIAL DE SUPERFPICIR
EN EN LAS DIFPERENTES PREPARACIONES DE MEMBRAMA.

De igual manera que las membranas fusionadas con liposomas,
se procedi6 a titular con ANS las preparaciones de membrana

incubadas con detergentes ani6nicos o catiénicos. Se obtuvo la Ks
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0.5 mM
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para el ANS en las tres preparaciones de membrana. Se puede
apreciar (Fig. 18) gque la Kd para las preparaciones con SDS es més
grande (29.4 mM) que la Ks del control (10,3 mM). Asimismo para las
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 modificé en las diferentes preparaciones. Dado que la
Km para estas preparaciones y la cinética de activacién no se
modificS, se concluye que el potencial de superficie no modula la
accesibilidad del sustrato a la pirofosfatasa de membrana.

De la misma manera que se calculé, el cambio del potencial de
superficie en la fusién de cromat6foros con liposomas, acorde con
las ecuaciones 9 y 10, se calculél la diferencia de potencial para

estas preparaciones:

Diferencia en el potencial de

superficie 4 ¥ en mv.

Preparacién de Calculada a partir Calculada a partir
membrana de la Xd para ANS de la Km
CromatSforos -26.4 mV 0

incubados con SDS

Cromatéforos 12.4 mv 0

incubados en CTAB

Esta falta en la modulacién del potencial de superficie
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sobre la actividad de hidrSlisis, puede deberse a que el sitio
activo de la pirofosfatasa de membrana se encuentra a una
distancia mayor de los 30 A® de la superficie de la nembran, ya
que entre los 0 y los 30 A° es donde el potencial de superficie
ejerce su accién. Esto es muy raro, ya que una gran cantidad de
enzimas y acarreadores gque se encuentran en la membrana son
modificados por el potencial de superficie e inclusive enzimas
citoplésmicas 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 potenclal de superficie no
modifica la accesibilidad del sustrato a la enzima , lo que se
reflejarfa en cambios en la Km, tanto para el sustrato como para el
activador, asimismo, la activacién del Mg® 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 citopldsmicas,

con un papel modulador de la actividad de estas enzimas.



IIX.8. CONCLUBIOMNES Y PERSPECTIVAS.

El complejo catalitico de la pirofosfatasa de membrana es el
complejo ternario formado por pirofosfatasa-(Mg)-(Mg-PPi). La
formacién de este complejo se lleva a cabo a través mecanismo
¢inético ordenadc en condiciones de egquilibrio rdpido, en donde el
pegado del Mg? libre precede al del sustrato, es decir sin la
adicién del Mg® libre a la enzima, esta no reconoce al sustrato.

El mecanismo de la reaccién puede secribirse:

Mg® + 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 eliminé la

formacién del complejo E-(Mg-PPi), previo al pegado del Mg® libre.

El estudio con inhibidores competitivos, permite concluir que
la cinética de hidré6lisis presenta un mecanismo ordenado, aungue no
es claro, si la simplificacién de un mecanismo en equilibrio rapido
es la m&s adecuada o se requiere plantear una ecuacién de velocidad
en estado estacionario, por lo que es importante continuar este
analisis.

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
concentracién donde ejercen su papel. Asimismo, en la PPiasa
citopl&smica de levadura, se encontrS6 un mecanismo ordenado donde
se afiade antes el sustrato que el activador. Estas diferencias

podrian tener alguna razén en funcién de la regulacién "in vivo®

[}



entre las pirofosfatas.

La modificacién de potencial de superficie, no produjo efecto
sobre la Km del sustrato, lo cual indica que las modificaciones en
el potencial de superficie no modula la actividad de la enzima. Una
explicacién de este hecho, seria la magnitud de la distancia entre
el sitio activo de 1a 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 transduccién de energia entre un
enlace de alta de energfia y la translocacién de protones de manera
reversible. Es por lo tanto importante considerar al protén como
una parte m&s de la reaccién, para lo cual se deberia calcular la
estequiometria prot&n/PPi. Asimismo, plantear modelos considerando
al sustrato, al activador y al protén. Por lo que seria importante
conocer si los efectos de activacién del Mg? libre, se reflejan en
el bombec de protones.

Por otro lado Nyren y col, (1991) reportarcn una purificacién
de la pirofosfatasa de membrana con una columna de afinidad, en el
laboratorio hemos reproducido parcialmente la purificacién de 1la
protein, lo que permitirifa abrir nuevos enfoques en nuestra
investigacién, como por ejemplo conocer aspectos de la estructura
de esta enzima, conocer el niimero de subunidades que contiene la
proteina, determinar la estequiometria del pegado de los metales a
la enzima, y corroborar, por met&édos directos el mecanismo
propuesto para la enzima. También se podrian hacer estudios de

modificacién quimica y espectofotométricos para correlacionar



aspectos entre la estructura y la funci6n de la proteina.
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Mg?* is an essential activator of hydrolytic activity
of membrane-bound pyrophosphatase of Rhodospivillum rubrum

Alejandro SOSA, Héctor ORDAZ, Irma ROMERO amd Heliodoro CELIS®
Departamento de Bioenergética, Institulo de Fisiofogia Celular, Universidad Nacional Autdoma de México,

Apartado Posial 20-600, U4510 México, D.F. México

‘The substrate for the hydrolytic activity of membranc-bound pyrophosphatase is the PP ~Mp** complex. The enzyme has
no activily when the free Mg?* concentration is lower than 10 x31 {at 0.5 ms-PP~Mg™*). and thercfore frec Mg is an
essential activator of the hydrolytic activity. The X for the substrate changes in response to variution in free Mg
conceniration, from 10.25 to 0.6 ma when frec Mg is increased from 0.03 1o 1.0 mat respectively. The X, for Mg"
depends on thic substrate concentration: the A, for decreases from 0.52 to 0.14 ma from 0.25 tc (.75 mm-PP -Mg**
respectively, The extrapolated X, for Mg** in the absence of the substrate is 0.73 mu, Imidodiphosphule-Mg** and free
Ca®* were used as competitive inhibitors of substrate and activator respectively. The cquilibriune binding kinctics suggest
an ordered mechanism for the activator nnd the subxlrnu Mg" lons bind the enzyme before PP-Mg™ in the foranation

of the catalytic complex, b [ 37 (Mg**}HPP-Mg").
INTRODUCTION pyrophosphatase is coupled to the proton gradicnt, whereas the
c)luplnxmu: enzyme is nof, the study of the rq.umnon of the
A bound ;

pyr (EC 1.6.1.1) of Rhodo-
Spirithen  rubrwm chromatophores catulyses nol only (he
Ilydrolyms al‘ pyroplwsplml: but nlso the synllu:sls of pyra-

gy derived from photosy tran-
sport ( 1978; B ini-Mel i & Melandri,
1978). F hate h is in the mem-

d enzymicisi for the und of
the meehanisim of enorgy transduction. In the prescnce work, the
role of free Mgt as an essential uctivator of the hydrulytic
reaction of membrane-bound pyrophosphatase was studicd. An
ordered mcehanism for the hydrolytic activity of the enryme is
in which Mg** binds 1o the enzyme before PP-M g in

brane is linked to the elecirogenic translocation of prolons in &
Tully reversible process (Balischefsky 1968; Kcister & Minton,
1971; Moyle et al 1972).

Mosti pyrophosph botls icand mem-
branc-bound, usc the PP~Mg** camplex as the rcal substrale for
hydrolysis; free PP is an inhibitor of this reaction {Lathi,
1983).

Randhal (1973} suggested that Mg!* ions modulate the prop-
crtics of the cnzyme, Indeed, it has been shown (Celis et af., 1985)
that P,/PP, exchunge reaction and pyrophosphate hydrolysis
calalysed by membranc-bound pyrophosphatase have sharply
different requircments for Mg!* ions. In the same way, Celis &
Romero (1987) have demonstrated that the twe reactions have a
markedly different pH requirement.

Studics on the cffcet of bivalent cations on the hydrolytic
reaction and P,/PP, exchange (Celis & Romero, 1987) show that
Mn** and Co" pastially suppor the P,/PP, exchange reaction
{50%), whercas bivalent cations such as Zn* and Ca?* do not.
In the hydrolytic reaction, Zn®* at low concentration can replace
Mg" in the formation of the substirate. In the presence of high
concenlrations of substraie for the hydrolysis (PP,-Mg"), free
bivalent cations are inhibitory.

These seis of observations suggest that bivalent cations and
protons regulate the catalytic properties of membrane-bound
pyrophosphalase. However, it is diflicult 10 determine the regu-
latory cffect of free Mg!* on hydrelytic activity because. us has
been siated, il also forms the substralc complex. The regululory
propertics and kinctics of Mg!* activation of cyloplasmic pyro-
phosphatase have been studicd previousty (Klomme & Gest,
1971; Moc & Buller, 19720 Burry & Dunlwny~Mnn.mn. 1987).
Hnwever. to our knnwlcdgc. lhcse pmpcmes have not been
studicd for a Since this

the formation of the catalytic complex.

MATERIALS AND METIIODS

Bacterial grawth and prl‘pwﬂlllm of chromatophores frum
nild-ype R, rubrum

Wild-type R.rubttun A.T.C.C. 11170 was grown anaerobically
in the light (tungstcn lamps of 40 W at 30¢m) at Y0°C in n
medium describhed by Cohen-Nazire o7 of. (1957). Bucterial cells
were harvested in the late-cxponential phuse,

The cells were washed with 56 inst-KCI/50 ma-Mops bufler,
pH 7.5, and chromatophares were prepared by sonication for
2 min in an MSE sonicator at full power, in 10 mu-Tris/UHICH
buffer, pH 7.5. ARer centrifugation at 26000 g for 20 min, he
supernatant wuxccllcclcdundccnlnrugcdal IUSUUUgI'urW min.
The residual Mg™ was i d from the ch by
washing  with 5 mm-EDTA/S mm-EGTA/ZI0 mu-Tm/HCI
bulfer, pH 7.5, followed by a sccond washing with 10 ma.
Tris/HCI builer, pfl 7.5. The final peficl was resuspended in
10 mu-Tris/HCH buler, pH 7.5, at a protcin concentration of
30-38 mg/m). The chromatophore preparation was kept at 4°C
and used within the next 3 days. No change in the hydrolytic
activity was detected within this lime. Protein was determined by
the method of Lowry ef uf. (1958), with USA as standard,

Hadolysls of pyrophosphate

The hydeolytic reaction was determined in the dark with o
green safety light under the conditions described in the Results
and discussion scction. The rcactions were nitiated hy adding
the chromatophores lo the reaction medium, und were nrmlcd
with 6%, {w/s) tr ic acid (fhal
Phosphate was delermined in Ihe superatint us described by

* To whum cerrespondence should be addressed.
Val. 33
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Fiske & SubbaRow (1925). In the mmul-vclocuy slmhu the

A, Sosa nud otlicrs

Sclmnrm ot ol (l‘)ﬂﬁ) \mrkmg witl the membrane-bound

maximum amount of PP~-Mg** complex b; lysed was only
15 % in 1.8 min; in this period the product fnrmauon (phosphate)
had no effect on the hydrolytic velocity. Initial velocitics are
defined as nmol of P, produced/min per mg of protein,

Calculstion of free metal {ons, ligands and complex
Concentrations of metal ion complex and free jons in the
resclion media were wilth the program of

pubustris. The date
shuwn in Fig. Z(n) were rcplollcd as Lincwestver--Burk plots. A
small change in ¥, was oblaincd (315 to 482 nmol of 1 /min
per mg of protein at fived Mg concentrations of (.03 10 1.0 mm
tespectively). When the free Mp? conceatration was raiscd, the
apparent K, for PP=Mg" (Kyy sy ) decreased. The cal-
culated & values were 10, 25, 2.92. .84 and 0.6 mm at frce Mg®*
i of 0,03, 0.1, 0.5 and | mm respectively. Fig. X¢)

Fabiato (1988), using published associution r:ommnls for all
components of the reaction media, Al valucs were taken from
Marlcll & Sillén (1971) excepl for the association constanl for the
formation of Mg'*~-EDTA complex, which was taken from
I-ubmln (1988). !n the computations, adjusied values of the

suitable lo and pH of reaction
media were used. The program was run m an 1BM AT computer
with an arithmetic co-processor,

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of free Mg'* on the hydrolylic acthvily of membrane-
bound pyrophosphatase

‘The substrate for the hydrolytic activity of membrane-bound
pyrophosphalasc is the PP -Mg® complex, and reec Mgt hasan
apparenl activating eiTeet (Randahl, 1979; Celis er al., 1985; Celis
& Romero, 1987). In order to investigale the effect of free Mg™
on the hydrolytic activity, frec Mg" concentration was increased
from 0.01 #M (o 1.0 m, keeping PP-Mg"* constant at 0.5 mm
(Fig. 1). It can be observed that the hydrolytic activity depends
slrictly on free Mg concentration: the apparenl X for Mg
(Kssiunn) i80.28 mM. No PP-Mg** hydrolysis occurs £ when free
Mg* concenlration is fower than 10 sm. Thercfore Mg could
serve as an essential activator for the hydrolytic activity of the
membrane-bound pyrophosphatase, given the Mg?* requirement
Tor substrale recognition by the enzyme.

Effect of free My'* on PP-Mg** hydrulysis

In'order to determine the sffeet of free Mg®* on the hydrolytic
activity, frec Mg was fixed at four different concentrations, and
for cach case the concenlration of PP,-Mg!* was varied (Fig. 2a).
An increase in free Mg™ produccd an enhanced hydrolyhc
activity, bul hydrolysi: on substrate
saturable manner; this is in agreement with the renml by

shows a linear relationship between the spparent X, for PI7, -
Mg* obtained from Fig. 2(4) and the reciprocal fixed froe Mg
concentration. The intercept on the ordinate axis (0.17 mmi gi
the K, for PP,~Mg!* au saturating concentrations of frec M
This is in agreement with the rofe of free Mp? as un essential
activator for PP,-Mg™* hydrolysis.

Free Mgt acthation and its dependeace on PP -Rigt*
conceniration

The cffect of various free Mg® concentrations was studied it
thiee concentrations of PP-Mg! (Fig. Ja). The increase in
hydrolytic activily depended on free Mg*, but the hydrolytic
aclivily also incrcased as the concentration of PP~Mg' in-
creased. The calculated 12, values were 270.6, 3629 and
367.3 nmo! of P,/min per mg of protcin a1 0.25 sm-, 0.5 mat-and
D 75 m- I’P, Mgt respectively. 'lhc apparent K, for Mp**

d as PP,-Mg"* d: the A',., | was
0,51, 0.28 and 0.12 mit for PP-Mg** ut 0.25, 0.5 and 55 nn
rcspccuv:ly Thc Ka ror Mg" in lhc absence of substrale wus
ion of the i point to the

abscissa, 'md a value of 0.73 ma was abtained.

Segel (1975) has described rapid-cquilibrium analysis beiween
an essential ectivator and A substrale, and we hive applicd this
approach 1o determine the type of mcchanism, IF the nctivitor
concentration is fixed and that of the substrate is varied giving
risc (o a competitive pattern, and if the substrale concentration
is fixed and that of the activator ix varicd piving risc to 3 mived
type in the double-reciprocal plot (Fips. 26 and ), these
paucrns are ch istic of an obli ordered i
for the binding of free Mg?* and PP~Mg"*, in which Mg!* binds
1o the enzyme before PP~Mg!*. This mechanism contrusts with
the pattern described for the yeast cytoplasmic pyrophosplitase,
in which the substratc binds to the enzyme before Mg?* ions
(Kanight er af., 1981).
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Fig. 1. Effect of free Mg on the hydrolytic acthily of membrane-bound
Pyrophosphatase
The necessary jons of sod and MgCl,
were cakculated 10 mwinain the PP,-M." concenteation at 0.5t
and the indicated frec Mg** concenlration In presence of 1.0 mi-
EDTA. The incubation medium containcd SO mas-Tris/malcate
bufTer, pH 6.5, and | mg of chromatophore protein. Incubation time
was 1.5 min, .

Mg®* and frec Ca®* as competitive Inhititors
of PP,-Mg?* hydrolysis and actlvatlon by feee Mg®*

In order 1o substantiate the ordered mechanism in the form-
ation of the callytic complex, an imidodiphiosphate-Mg®*
complex was used as a competitive inhibilor of PP-Mpg®
hydrolysis. [n addition, the sffect of Cu?* ions was studicd on the
activator effect of free Mg, The cross-inhibitory patierns
(imidodiphosphale-Mg?* versus (rec Mp?* and free Cu?* versus
PP-Mg™) were analysed to clarify whether the binding of
PP-Mg* and free Mg™* is ordered or random and whether it is
in rapid equilibrium or in & steady state (Segel. 1975 Morrison,
1979).

Imidodiphosphate has been reported to inhibit the exytoplasmic
pyrophosphatase of yeast (Kelly e al., 1973). The clieet of
imidodiphosphate-Mg?* on the hydralytic nctivity wus analysed
by fising its concentration at 1.5 ma and 1.0 st while that of the
PP-Mg* was varicd at rucd fr:c Mg!* concentration (1.0 ms1).
Fug A{a) shows imid g us g ine
hibitor of PP,-Mg* hydml\us. sinee the K, for 07, -Mg®
increased from 0.68 mat to 244 s, wherea 1, s, Hit 101 Chitnge
(331 unal of P/min pee mg of protein). These ditta clearly

1902



Mgt acti of b bound hosol

formed {nmolmin

ber mg of proteind
- &
8RB

e

© o0z 04 08 08

~ B
P
s

By, 107 PP MG (i)
~ o
> B

.
&
o

§ 10 15 20 25 3 35
1iFres Mg™} tmuYy

2 4 [
*fiepetghy ity
Fig, 3. Effect of free Mg** lons on the hydrolysis of the PP-Mg** :nmplu

(a) The experimental conditions were as in Fig. |, but the
diflerent concenitations of free Mg s 0.03 mm (O, 0.1 mae {
was teplotied in (¢).

and MgCl, were caleulated 1o have four

Smu (A) -nd I U ma (Al ‘The Ipmr:nl K, for the subsirate obtabned in (h)
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Fig.3. D!p:ﬂun of PP-Mg" coacentration on the acibvation of free

PP,-Mg" was kepl ot 0.5mm (Fig. 4b). Lincwenver-Burk
analysis shows thal free Ca®* acts as a compelitive inhibilor of
Mg" aclivation, since the X, for Mg** increased 7-fold. from
0.25 to L.7L mM, whereas the 17, did nol change (237 nmol of
P,/min per mg of protein), Free Ca™ binds to the enzyme to form
an enzyme-Ca** complex, compeling with free Mg** binding.
‘The PP-Ca** complex was prescnt in the reaction medium at
concentrations sanging from 0.77 mam 1o 0.007 mm when lice
Ca? was fixcd at 0.05 ma, and from 0.15 mM ta 0.015 mm when
[ree Ca'* was fixed wilh 0.1 mas. Since a clearly competilive effect
of free Ca®* for the activation of free Mg® is observed, and o
mized-lype inhibition is not present, un effeet of PP-Cu?* on the
enzyme cun be ruled oul.

To complete the analysis, the ¢Mect of imidodiphosphate-Mg?*
on Mg" ncﬂvauon and fn:c Ca® on the substrutc was studied.

M ion was fixed at 0.F and

0.1 my and frec Mg** concentration was vatied (at PP-Mg**
0.5 mu). Fig. l(r)lhem a change in K, o from 0.23 10 0. 01‘ mM
and a decrease in ¥, (20! 10150 nmol of I‘,/mm per my of
protein) showing ibition pat-
femn is in agreement with rapid :qulhbnum ror the ordeicd
mechanism, indicating that PP.-Mg** binds (o the enzyme afler
free Mg**.

Free Cat* concemration was fixed nt 0.05 and 0.1 ma while
that ol‘lhc substrate was varied (with (ree Mg?* fixed ot 1.0 o).
The inhibition pattern apain is wncompetitive { 4a). The

(l)Thcclmnnlcnlnlcnndmwm wereasin Fig. 1.
of sodjum pyrophosphate und MgCl, were calculated to give ﬂme
Mxed concentrations of PP,-Mg™: 0.25 mum (O), 0.5 mu (@) and
.75 mM (A). (8) Lineweaver=Durk piot of the results from fu)

indicate thal imidodiphosphalc-Mg®* competes with PP-Mg"*
for binding to the enzymc-Mg!* comples.

Ca* is an inhibitor of scveral types of pyrophasphatase
(Baykov o7 al., 1989; Moc & Butler, 1972h). The cifect of frce
Ca'* on PP-Mg!* hydrolysis was analysed by using fised free
Ca?* concentrations white that of free Mg was varied and

Vol. 283

K, e decrease changed from 0.73 t0 0,19 und the 1, ulso
decrensed from 433 to 118 nmol of P,/min pee mg ol puotcin,
These data are not consistent with the predicied inhihilion
pattcen (Table 1): they indicate that friee Ca® hinds o the
enzyme substrate complex, but that the 1 s formed in
the reaction medium at & concentration 70 times lower than the
substrate at a free Ca®* concenieation of 0.05 s, and 33 times
lower than that of PP-Mg® =t 4 fvee (i concentration ol
0.0 ma. For this reason binding constants wlevam i -~
inhibition in the presence of #8, Co® e dilicuht to an
(Haykov o al., 1989).
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Fig. 4, Inkibition patiesns for ImidodIphosphate-Mg®* and free Ca'* as Inhibltors for the sutirate and the mcthator cifect of free Mg®

The experimental conditions wete as In Fig. {. {a} Lineweaver-Burk plot of initiat velocity versus |PP-Mg®] a1 imidodiphosphate-Mg
concentrations of 0 mu (), 0.5 mm (@) and 1.0 mst (A). () Lineweaver-Durk plot of initial velocity versus i

1
ree Mg al free Ca'* concententlons

of OmmM (p), 0.03mu (@) and 0.1 mu (A). fe} Lineweaver-Burk plot of initial welocity versus {free Mg®'| st Jmidodiphospliate Mp®*
concenitrations of 0 mm (Q), 0.1 mu (@) and 0.15mu (A). (d) Lineweaver-Durk plot of iniliul velocily versus [PP-Mg"| at free Ca®'

cancentrations of 0 mu {Q), 0.05 mu (@) and 0.1 mae (A).

Table 1. Predicted and observed Eahibition patterns from the data of Fig. 4

Types of inhibiti petitive (C), (UC) and (NC}.
Predicied inhibition patterns
Observed Rapid Rapid
Substrale whose inhibition equilibrium Steady.state equilitrrium Steady-state
concentration was varicd Inhibitor pattern tandom random ordered ordered
imidodiphosphate-Mg** (o4 c < [
Ca™ C c C c C
Ca' uc c NC c uc
Imidodiphosphate-Mg"* uc c NC u NC
Effect of free PP, on hydrolytic actlvity PP, but th ding free Mg** were enouplt

Free PP, is present in the reaction medium, and it is an
inhibitor of pyrophosphatases {Ridlington & Butler, 1972; Lathi,
1983). The concentration of free PP, was fixed a1 0.0, 0.1, 1.0
and 5.0 mu, and that of PP-Mg®* was varied for each case {Fig.
Sa). An increase in [rce PP, has an apparent inhibitory effect on
the hydrolytic activily. When free PP, concentration was kept
constant and that of PP=Mg®* was varied, there was a decrease
in free Mg" concentration in s constant ralio described by cqn.

for the cnzymce to recognize the substrate (A g al 075 mm
substrate is 0.)2mm). Al LO and 5.0mM free 2P, the core
responding concentrations of free Mg" were at the lower imit
for subsiratc recognition by the cnzyme (Tabe 2). Although
there was a high concentration of free PP, (S.00 ma), the enryme
aclivily increased in response Lo voriutions it substrate cons
centralion. Therefore free PP, scems 1o be a weak inhibitor. Since
free Mg?* is essential for hydrolytic uctivity. its decrement
produces an inhihitory efTect.

1):
o . Mgt The inverse of PP-Mg?* concentrations from Fig. Sta) were
Kor, wa ll‘l’-MN E’lﬁ 1)) red, and a medificd Lineweaver Burk plor was ohtsined
¥ .

There were no apparent inhibitory effects at 0.03 and 0.3 mu-

. 5b). The latter data indicate an apparent nun-compw
inhibition. This cllect is nol comisient with (e previewly

Juny
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Fig. 5, EMect of the free PP, on the hydrolytlc scthity
The experimental conditions were as in Fig. 1. (a) Concentrations of
sodium pyrophosphate and MgCl, were calculated to give four

concentrations of free PP,: 0.1 my (O). 0.5 mm (@), 1.0mm (A)
and 5.0 mM (A ). (&) Double-teciprocal plots of the resulls from (a),

is 0.73 mat in the absence of substrate. The rapid-cquilibrivm
treatment between (he essential aclivalor and the subsirate
suggests an ordered mechanism in which free Mg?* binds 1o the
enzyme before the substrate, For the cytoplasmic pyro-
phosphatase of yeast, Barry & Dumiwuy-Mariano (1987) pro-
posed an ordered mechanism in which the substrate binds to (he
enzyme hefare Ma?s. In ihe cuse of slow subsirates such as
Ce(?1,00PP,, thie binding steps are in rapid cquilibvion, whereas
for PP-Mg!=, the binding stcps are in a steady state. In contrasl,
in R. rubrum, when PP=Mg?* is used as the substrate, the
binding stcps are in rapid equilibrium. Swdics of compelitive
inhibition supgest an ordered mechanism which may be mpid
equilibrium or steady stue. Formulation of a campleie mode!
should be the goa! of future resciech,
Tllt pruposed model for mp-d cquxhbnum km:u:s for the
ytic aclivity of of
R, rubrum is:

At
Enzyme + Mg ===< E-Mg" +

ey el
PP-Mg™ == E~(Mp*)-(PP,-Mg" )R Products
In a different way from Randahl’s (1979) model, the cuzynic-
(PP,-Mg**) complex is ruled oul, since it predicts that, in the
absence of free Mg?*, the K,, for the substrale approaches
infinity. Indecd, all other routes for catalytic complex-formalion
were climinated from our model,
Randahl (1979} ¢ PP, inhibition of 7
of R. rubrunr. We suggest an additional slmnu inhibitory elfect
due to the decrease in free Mg? in cxperimental conditions:
dim:[ determination of the inhibition constant for PP, Is im-

Table 2. Decrease In Mg canceatration In the experiment of Fig. S(a)

Vayialion in

Conslant PP,  PP~-Mg" " Variation in free Mg®*
{mm) (mm) Cm '-'1’—.“‘—'(-,
003 0.1to$0  33Iwig™? 0.00) 10 0,165
ot 0,) 10 50 110! 0,001 10 0.08
1.0 0.1 1o $0 0.000) 10 0.005
50 0.1to S0 0.00002 10 0.001
reparted hibili for other p h

(Josse, 1966) The ebserved inhibition is probably due to 2
decrease in Mg?* concentration, although an additional in-
hibitory effect by free PP, cannol be ruled out.

CONCLUSION

Frée Mg" I: an essermnl activator for the hydratytic l:u ly
"ol of R. rubrim. T

complex is :nxyme-(M]"HPl’ ~Mg?*). The binding of Mg"*
modifies (he enzyme's allinity for the substrate; a similar effect
was described from cytoplasmic pyrophosphatase of ycast
{Knight e af, 1981) and for cytosolic and mitochondrial
pyrophosphatase (Ungurylc cf ., 1989}, In the above.mentioned
pyrophospliatascs, three bivalent cations per aclive site are
required for activity {Cooperman, 1982; Unguryle ef al., 1989).
One of these melat ions binds to PP, (o form the subsirate. For
R, rubrusn, e number of Mg2* ions hat bind lo the enzyme is
not known,

The binding of the substrate (P1*,-Mg?*) produces an increase
in free Mg® ullinity for thie cnzyme (Fig. 31). The K, for Mg

Vol. 281

Both b b J and fasmi hosph of
several organisms require fice metal for m:uv.xlmu |R1pnpml ol
al, 1972; Unguryie et of., 1989). and their substrate is a nreial
Iun Pl’ :nmplex In spile of similar mqulmmcnlt for aft kinds of

spmﬁc i in their kinctic propertics
could be § in their Since the
bound pyrophosphatase provides the simplest model for the
study ol hydrolysis and synthesis of phosphoanhydro bonds, the
characicristics and propertics of this cnzyme are relevant in the
mechanism of cnergy (ransduction,
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Canscjo Nacional de Cicncia y Teenologia, México. A.S. wirs a fellow of
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