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RESUMEN 

El presente trabajo muestra Ja presencia de do• PPJasaa lnor¡áaica1 di1tintu en Ja 

cianobacteria Splrulina maxlma. capnce1 de hldrolizar selectivamente PPI: una PPiaaa 

citoplásrnlca y una membrana), La PPiasa citoplásnúca hldroliza preferentemente el 

complejo M¡-PPI, mientras que la PPiasa membranal hldroliza al complejo Zn-PPl, a 1u1 

pH óptimos respectivos, Las enzimas muestnin perfiles de pH, activación por cationes 

divaJcntes y comportamiento frente a inhibldores, muy diferente&. No se observó 

estimulación de la actividad de la PPiasa membrana( con el desacoplante CCCP. La 

actividad hldroUtica de la PPiaaa membrana! solubilizada con Triton X-100 se estimula con 

(01folípldo1, mientras que In PPiasa citoplásmica se Inhibe. Se purificó parcialmente la 

PPiaaa citoplásmica por precipitación salina y dos cromatografía a de intercambio aniónico 

diferente11, que permite Hegar hasta 54 veces de purificación. En gele• nativo• revelado• 

por actividad, la PPlasa citoplásmica migra a mayor distancia que la membranal, 

posiblemente debido a que contiene un número mayor de aminoácidos polare•. 

Se ha propuesto a Ja PPiasa memhranal como modelo del primer canal tran1locador 

de protone1 a través de la membrana: por otro lado, el pirofo&fato es una molécula que pudo 

haber participado en las primeras transducciones energéticas y como agente condesante 

en la tierra primitiva. Las cianobacterias aparecieron en la tierra hace 3.5 1: 10' años, pero 

a pesar de no ser descendientes directas de las primeras células, son un buen modelo de 

organismo11 (provenientes de un linaje realmente antiguo) donde buscar PPiasas con el fin 

de determinar la antigüedad de dicha enzima. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

1.0 Generalidades 

1.1 Biología de las cianobacterins 

Las bacteri&1 fotoaintéticaa aerobias se clasifican de acuerdo a au1 caracteríatica1 

morfoló1ica1 (CB1tenholz y Watcrbury, 1987), principalmente: 

Grupo 1 
Orden 

Grupo 11 

Cyanobacteria 
Oscillutoriales 
Chroococales 
Pleurocapaalu 
Stigoncmatales 
Nostocnlca 

Prochlorales 

Las cianobacterlas poseen una pared celular Gram-negatlva de 1 a 10 nm de espesor 

y ezcepcionalmente de 200 nm. La pared está perforada con orificios en arreglo anular, 

lon&itudinal o de un poro único. Tanto la· membrana es.terna como la membrana 

cltoplásmlca poseen una gran cantidad de carotenoldcs. Alrededor de la envoltura celular 

se encuentra un mucílago formado por microfibrillas de polisacáridos y proteínaa, 

constituyendo una vaina. Algunas cianobacterias acumulan en el mucílago pigmentos 

rojos, amarillos y azulea de composic16n desconocida, probablemente para protegene de 

la luz ultravioleta (Rambler y col., 1977; Muchlatcin y Castcnholz, 1983). 

La mayoría de las cianobocterins se dividen por fisión binaria, produciendo 

poblaciones unicelulares (cuando carecen de vaina) o 11pluricclulares" cuando poseen vaina. 

En este caso, las células hijas permanecen unidas formando tricomaw que se fragmentan y 

ramifican. 

A pesar de que no se han encontrado flagelos en cianobacteria, éstas we mueven en 

forma deslizante. El mecanismo aún no es claro pero es similar al giro de un tornillo. 

La característica distintiva de las cianobactcrias, con respecto al resto de las 

eubacterias fotosintéticas, es la composición, arreglo y disposición del aparato fotosintétlco. 
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En la mayoría de la1 especies, éste se encuentra en las membranas tilacoldale11 

aparentemente independientes de In membrana cltopldsmica y que se encuentran 

dispuestas en forma concéntrica y espiral alrededor del centro del citopla1ma (figura l). 

La1 membranas tilacoidales están formadas por 2 membrann1 do 70 A de grosor, separada• 

por un e1pacio de 3 a 5 nm. So denominaron membranas tilacoidcs por su 1imilitud con 101 

tilacoide1 contenido1 en 101 cloroplastos de las plantas. Sobre la membrana tilacoide se 

encuentran Jos complejo1 coscchadorcR de luz dispuestos en hileras ordenadas y a ambo1 

lados de la membrana, llamados ficobHisomas. El género~ es la escepción: carece 

de tilacoide& y poseo unas estructuras cilíndricas parecidas a ficobillsoma1 en posición 

perpendicuJares a Ja membrana citopJásmfca (Gugliclmi y col., 1981). 

Las cianobacterlas contienen cucl"pos de inclusión: a) gránulos de glucó¡eno: &0n 

ovoides o elongados y generalmente &e encuentran entre los tilacoides; b) gránulo1 de 

ciano!iclna: son poJím~roS de nrginina y dcido aspártlco¡ c) carboxisomas: contienen a Ja 

enzima ribulosa bisfosfato curboxilasa (RullisCO} y posiblemente son un reservorio do 

dicha enzima o el sitio do fijación do C01¡ d) gránulos de politosfato; e) vacuolas de gas: 100 

vesículas impermeables al agua, de 2 nm de grosor y compuestas por protelna1. 

La región central del citoplasma contiene los riboaomas y el genoma circular 

eubacteriano. El genoma cianobacterinno tiene un peso molecular entre 1.Gy 8.6 :r 10' Da. 

Dentro de las colonias de cianobacterias pueden encontrarse células especializadas; 

los heterocl&tos, los acinctos y las hormogonias. Los órdenes Nostocalcs y Stigonematales 

presentan heterocl&to1, que son célula• especializadas en fijar N11 impermi!ables al o,. Son 

células bacterianas que pierden las membranas tilacoidales, los gránulo• de cianoficina y 

Jos ficobilisomas, retienen solamente la actividad del totosistcma 1, principalmente la 

actividad de fotofosforilación. Los hetcrocistos se mantienen metabólieomente coa 

carbohidrato& y/o dcidos orgánicos provenientes de las células vegetativas a través de poros 

comunicantes¡ y ellos e:rportan el Nz fijado en forma orgánica (Stewart, 1980). 
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Lo• acineto1 sólo 10 encuentran el el orden Nostocales. Son "e1pora1 latea.te1" 

producida& en condiciones donde el N, escasea. Poseen una pared celular gruesa, contienen 

cianoricina, glucógeno, Upldos, carotenoldcs y una alta concentración de RNA. Carucen de 

polifosfatos y son células resistentes a la desecación, congelación y al almacenamfonto en 

sedimentos anaerobios, y al parecer no requieren de un periodo de repoao ea.tea de 

¡ermlnar, 

Las hormogonla1 san hileras de célula1 sin vaina, fragmentadas y móviles. Su 

función podría ser de prop:\gulo. 

Las cianobacterias son los principales organismos planctónico11 probablemente 

debido a la capacidad de regular su flotación por medio de las ve1ícula1 de gu; y de 101 

tapetes microbianos {l\.fcNamara, 1989). En lagos eutrófico1 son capaces de fijar N1 cuando 

éste escasea en forma orgánica, y pueden ultillzar baja1 intensidades luminoaas. Parte de 

su édto se debe a que escretan sustancias tales como hidroxamatos y siderocromos. capace1 

de inhibir el crecimiento de otros organismos y de captar Feh en lagoe donde este metal es 

un ractor limitante para el crecimiento, respectivamente. Las poblaciones de 

cinnobactcrias son controladas por cianóíogos específicos, por mil:obacterias lítica• y por 

hongo11 ucuáUcos. 

No eslste temperatura óptimo para el culHvo de las cianobacterins, ya que pueden 

vivir desde temperaturas de congelamiento hasta 74ºC, en lagunas costeras, en zona1 

intermareales y en zonas áridas. También pueden vivir en altas concentracione11&1lna1 

y tolerar H1S, que llegan a consumir. Forman relaciones simbióticas con hongos, alrat y 

plantas superiores (con cícadafl, por ejemplo), p~rticipando como "cloropla1to111 o fijando 

N1 (Castenholz y Waterbury, 1987). 



Figura 1 La cianobacteria Spirullna masima. 

A la derecha: esquema de §:. masima: A: estructura celular de una 

cianobacteria (tomado de Caztenholz y Watcrbury, 1989); B: composición del aparato 

fotosintético clanobacteriano (adapatado de Voet y Voet, 1990, y Glazer, 1989). 
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Antigüedad de IH clanobacterias. 

Ea muy probable que 101 primeros organismo1 que produjeron odgeno y cambiaron 

la compo1iclón atmosférica, fueron las cianobacterias, antes llamadas algaa verde-azules. 

Dominaron el paisaje dui"Bnte el Arqueano, en el Proterozoico. El fin de su au¡e se debe, 

muy probablemente, al ó:dto de las alga& eucariótlcaa y plantas que 1&1 sucedieron, 

Su1 restos fósiles se encuentran en los siguientes depósitos: 

Polo Norte, Australia 3.5 slot años 

Flg'l'ree, Sudáfrica 3.1 z 10' años 

Dulawayan, Rhodeaia 3.0•2.8 1: 10' años 

Guntftint, Canadá 2.5·1.7 :a: 101 año• 

Bitter Spring1, Norte de Austrnlia 0.82 1: H>' años 

Dichos resto1 lorman parte de los estromatolitos que contienen fósiles unicelularea 

y coloniales, mezclado1 con lodo, arcilla y restos orgánicoi, 

Las cianobacterias trascendieron en lo historia de la vida por el producto de desecho 

de su nueva forma de fotosintetizar: el o:dgeno. La gran aportación de la fotosíntesis oxido· 

reductora ozigánica es la integración a la cadena fotosintética de un nuevo centro de 

reacción (P680, ver más adelante}, capaz de absorber luz con alto contenido energático 

{menor lonritud de onda) y equipado con un complejo enzimático que rompe la molécula 

mds abundante en el planeta: el agua (Fogg y col., 1973; Margulis, 1982). 

Las cianobacterlas forman una unidad filogenétlca coherente que sólo contiene 

orranismos fotosintéticos que utllizan clorofila a, escepto Prochloron que también contiene 

clorofila b. El análisis de la secuencia de nucleótidos del 16S rRNA permite establecer que 

laa cianobacterias son un grupo. de eubacterias con una baja tasa de auatitución de 

nucleótldos en la secuencia del lGS rRNA a Jo largo de la evolución de dichas eubacteriaa, 

ubicándolas en la base de la rama de las eubacterias (flg. 2) CWoese, 1987; Woeae y col., 

1990). 
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Descripción del género Spirulina Turnio 1829 

Splrulina e1 una cianobactcria filamentosa no·hetcrocístlca que ac divide 

exclusivamente por fisión binaria en un plano. Crece en forma de hélice muy enrollada y 

carece de vaina. La cadena de células puede llegar a medir hasta 5 µm. Su coloración em 

variable: desde azul-verdoso hasta rojo. Habita en agua1 dulce11 marinas y 1alobre11 laro1 

salinos y aguas termale1 (50'"C), Ea un género preferentemente acuático y no 1e conoce 

ninguna especie que establezca relaciones endo· o exosimbióticas (Castenholz y Waterburr, 

1989). 

1.2 La fotosíntesis orlgénica óxido-reductora 

Todas las cadenas tróficas inician con la captura de Ja energía solar a través del 

proceso de la fotosínte1is óxido-reductora. La ecuación general de este proceso fue 

propuesta por Van Nicl (1935): 

luz 
H,A + CO, ----+ CCH,OJ + A 

donde A es el donador de hidrógeno y (CH20) representa carbohidrato. En el caso de Ja 

fotosíntesis óddo·reductora anaerobia (eubacteria1 púrpuras y verdes) H,A puede ser HsS, 

8 10 3", 8 1 o ácidos orgánicos. En la fotosíntesis ó1:ido·reductora aerobia (cloroplastoa y 

eubacteriaa fotosintética1 oxigénicas) H1A e• 8 10 (Cramer y Knaff, 1991). 

Existe otro tipo de fotosíntesis: la fotosíntesis no-oxidoreductora, que sólo la 

presentan las arqueobacterias halófilas de Ja especie Halobncterium halobium (Oesterhelt 

y Stoeckenius, 1973). El proceso lo lleva a cabo la proteína membrana) bacteriolTOdopsina, 

que posee un grupo prostético unido covalentemente: el retinal. Esta molécula cambia de 

conformación y de protonación del tipo base de Scbift al absorber luz. Dicho cambio de 

protonación permite protonar y desprotonar residuos vecinos y lograr bombear un protón 

desde el interior hasta el exterior de la célula. El bombeo genera un ilpH que consume la 
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Figura 2 

Bacteria Archaea 

: Eur¡archaeota 
: 12 

Crcnarchaeota l 11 
a ~o 

91 

14 

Arbol filogenétlco moatrando 101 tres linage1 celulares. 

7 

Eucarya 

17 

El orden de ramificación y la longitud de cada rama se basan en la comparación de 

secuenciBB de rRNA. Bacteria: 1, termotogales¡ 2, las fiavobacterias y bacteria• relacionadas¡ 

3, cianobacterias¡ 4, bacteri&1 púrpuras¡ &, bacterias Gram·positivas; y 6, bacteria1 verde1 

no-sulfuroaas. Arcbea: el Reino Crenarchaeota: 7, Pyrodlctlum: y 8, Thermoproteus; y el 

Reino Euryarchaeota: 9, termococales; 10, metanococales; 11, metanobacterialea; 12, 

metanomicroblales¡ y halófilas e:1trcma1. Eukarya: 14, animales¡ 15, ciliados; 16, planta• 

verdes¡ 17, hongos¡ 18, flagelados¡ y 19, microsporidio. (Tomado de Woese y col., 1990) 
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ATP1lntasa para producir ATP en condiciones do baja concentración de 0 1, 

J..os componentes de la fotosíntesis oxlgénica son: el fotoslstema 11 1 formado por 101 

complejo& antena,. un centro de reacción P680 y un complejo productor de 0 1; y el 

fotosistema J, formado por complejos antena y un centro de reacción P700. Entre el 

foto1istema 1 y el 11 e:idste una cadena transportadora de electronea formada por una poza 

de quinona11 el cltocromo h,f y plastoclanina, capaz de generar un ApH al tranlferirse los 

clectoncs desde PGSO hacia P700. Al czltnrse el P700 los electrones f1uyen a travé1 de do1 

aceptares, de la proteína fierro-azufre, de la f'erredoxina, hasta la ferredosina· 

NADP-reductasa para producir NADPH y un ApH favorable para la 1ínteal1 de ATP (fi¡. 1) 

{Cramer y Knaff, 1991) 

En las cianobactcrios y algas rojas, los complejos captadores de luz son 101 

ficobillsomas, encargados de dirigir In energía de ezitación absorbida hacia 101 centro1 de 

reac.cióD. El ficobilisoma está formado por los complejos pigmento--proteina llamado1 

ficobiliproteínas. Dichos complejo• se distinguen por el color de 101 grupo• pro1tético1 

(billnas) unidos a ellos: ficocianobilina (azul), ficoeritrobilina (rojo), ficobiliviollna 

(púrpura) y ficourobllina (café). Los complejos pigmcnto·proteína son: aloficocianica, 

ficocianina, ficocritrina, ficoeritrocianina, diferenciables por el número y tipo de bilina1 

unidos a ellos (Glazer, 1989), 

El ficobilisoma pesa entre 7 x 10" a 15 x 101 Da y tiene un arreglo triangular: el 

centro está formado por un tri mero de aloficocianina y 6 cilindros formados porficocianina 

y ficocritrlna. La transferencia de energía fluye desde tos estremos distales de los cilindro• 

hacia el centro del trímero y de éste hacia el centro de reacción P680 integral de membrana 

(Glazer, 1989), 
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1.3 Estructura del pirofosfato y su participación en vías metabólicaa 

La estructura pirofosfato se encuentrn como producto en alguna• vía1 metabóllcu: 

A• AJ\.IP, GMP, CMP, TMP, Ul\IP y otros ligandos, o -OH en PPl 

El compuesto más sencillo que posee esta estructura es el pirotolfato lnorránico, 

PPi. Gran parte de las vías en que partlcJpa son revenible1 y la hidrólJais de PPi puede 

diri¡ir la reacción en sentido de la síntesis. Dicha hidrólisis la lleva a cabo la emlma 

pirotosfatasa inorgd nicn. 

En ausencia de cationes divalentcs, la energía Ubre de hidróllsis de PPi es cercana 

a Ja del enlace gamma del ATP ('1G"' • • B.O kcal/mol), pero en presencia de Mgi. el d.Gº' 

aumenta (· 4.0 kcaUmol), haciéndose menos negativo debido a que la estabilidad y Ja 

constante de afinidad del complejo l\.lg-PPi es mucho mayor que las del producto Mr-Pi. 

El PPi participa en reacciones hidro!Cticaa y sintéticms en al¡unaa de Ja vías 

metabólicas más importantes: en el metabolismo de lipidos por la acetiICoA slntasa; Ja 

activación de aminoácidos por la aminoaciURNA sintasa¡ en la síntesis de DNA por Ja 

acción de Ja DNA poJJmcrasa¡ en la síntesis de RNA por Ja RNA poJimerasa y en la síntesis 

de nuclcósido·difosfatados por Ja glucosil·l·P·nucleotidiltransferasa (Baltschetr1ky y Nyrén, 

19114). 

El PPi inorgánico puede participar como donador de Pi o como donador de energía. 

Las enzimas que utilizan PPI como donador de Pi son: PPi-fosfofructodicinasa y la piruvato 

fosfatodicinasa. Como donador de energía participa en la1 reaccione. catalizada1 por la 

ATP·sulfurilasa, por la acetato PPi·fosfotransferasa, por Ja acetato cinaaa, por la acetil CoA 

sintasa y Ja PPi·serina·fosfotransfcrasas (Baltscheffsky y Nyrén, 1984}, 

En bacterias fotosintéticas anaeróbicas se ha demostrado la formación de PPi a 
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apar1ir de Pi inorgánico. Dicha 1íntesls es dependiente de luz, de 6pH y .6.iv y la lleva a cabo 

una PPiasa membranal (Balt1cheffsky y col., 1966¡ Guillory y Fisher, 1972; Nyrén y col., 1986; 

Strid y col., 1981; Nore y col., 1990), En Rhodo1plrillum rubrum so puede acoplar la 

hidrólisi1 de PPi a varias reaccione• dependiente• de energía: transporte de electrones en 

revena, corrimiento electrocrómico del carotcno, tran1hidrogenaclone11 reducción de NAD• 

y síntesis de ATP (Kcister y l'tlinton, 1971¡ Dutton y Baltlcheffsky, 1972¡ Baltlcheff1ky y 

Nyrén, 1984). 

1.4 Las pirofosfatasas inorgánicas 

E:dsten dos tipos de plrofosfatasas inorgd.nica1 (pirofosfato hidrolasas: E.C.3.6.1,1.): 

citoplásmicas y membranalcs. Ambas enzimas hidrolizan, preferentemente, el complejo Mg· 

PPI. Los PPiasas citoplásmicas son enzimas ubicuas en la Naturaleza. Su función es 

hidrollzar PPi desplazando el equilibrio de reacciones en sentido de la bio~late1l1 de 

moléculas (Tabla ]) liberando calor. 

La primera PPiasa membranal reportada fue la de "ª1 rubrum (Baltscheffsky y von 

Stedingk, 1966), Después se encontró en algunas otras bacterias fotosintéticas anaeróbicas: 

Rhodobnctcr vlrldls y Rhodobactcr b1astica CNorc y col., 1990). El sitio ncti\'o de ln PPiasa 

membrana) se encuentra en la misma dirección que Ja porción F1 de las F·ATPasns/slntasaa. 

Ezisten reportes de PPiasa membranal en eucariontes: mitocondria y vacuola (ver 

referencias de la Tabla ]), Tanto la hidrólisis como la síntesis de PPi involucra la 

translocación de e•; sin embargo, hasta la fecha no se reportado la síntesi• de PPi por las 

PPiasasvacuolares. Es posible estudiar el mecanismo de la enzima por medio de reaooione1 

parciales como el recambio Pi·PPI, que es una reacción parcial tanto de la síntesis como de 

la hidrólisis (Cel11 y col.,1985; Celia y Romero, 1987). 

Recientemente se reportó una PPiasa asociada a la membrana citoplásmica de Ja 

arqueobacteria Sulfolobus acidocaldarius (J'tleyerySchüfer, 1992). No transloca e•, 1-u sitio 
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activo 1e encuentra orientado hacia el estcrior de la célula y 1u principal función parece 

1er la hidróll1i1 de un sustrato del ciclo de pollisopreno doUcol. Los autores no demue1tran 

que se trate de una pirofo1fat&1a inorgánica ni eapeclfican 1i ae trata de una proteina 

anfiprótica o integral de membrana. 

Recientemente, Sarafian y col. (1991) clonaron y aequenciaron la PPiasa de la 

membrana vocuolar de Arabidopsia thn1iana. y alinearon la 1equencia de aminoácido1 del 

sitio de unión de Mg·PPi de dicha enzima contra otra• PPiasas, tanto membranalc1 como 

citoplásmicas. Observaron que las PPiasas de membrana vacuolar no comparten similitud 

en la scquencia do aminoácidos con las PPiasns citoplásmlca11 lo que significa que dichas 

enzimas pertenecen a dos familias de proteínas que divergieron en época& muy tempranat 

en la evolución de las primeras células, es decir, son protclnos filogcnéticamente distantes. 

Las PPiasas citoplásmicas se dividen en dos: las de tipo eubacteriano, repretentado 

por homotetrámeros y homohexámeros con ºsubunldades de 19 a 21 kDa; y lea de tipo 

eucariótico, representad<! por homodímero1 con subunidades de 32·35 kDa (Wakagi y col., 

1992). La1 PPiasas arqueobactcrianas son similares, al menos estructuralmente, al tipo 

eubacteriono (Tablo 1). 

Dado los pocos reportes de PPiasos de membrana vacuolar, as( como de PPiasas 

membranalcs cubncterionos, no se han determinado relaciones filogcnéUcas entre cllat111in 

embargo es claro que, con respecto al funcionamiento y en experimento& de reacción 

cnizada con anticuerpos monoclonales, no están relacionadas con las PPiasas citoplásmica1 

(Nore y col., 1991; Cooperman y col., 1992). 



Tabla 1 Alguna• plrofoif'ata1a1 lnorgánlca1 

A. Plrotosfatasas cltoplásmlcns 

EUBACTERIA PM S.U.;PM Referencia 

Rhodosphillum 
rubrum 00 n.d. Klemme y Gue1t, 1971 

Rhodobacter 
palustria 65 2; 32 Schwarm y col., 1986 

Rhodobacter 
gelatinoaa 100 o,d, Klemme y col., 1971 

Rhodobacter 
cap1ulata 60 n.d. IOemme y col., 1971 

Rhodobactcr 
spheroides 60 n.d. Klemme y col., 1971 

Escherichia 
coli 118 6; 20 Wong y col., 1970 

Desulfovlbrio 
vulgaris 39 1 Llu y Gall, 1990 

Bacillus 
stearothermophilus 54 3¡ 18 Hachimori y col., 1979 

PS3 54 3; 18 H&.chimorl y col., 1979 

Thiobacillus thiooxidans 88 4; 20 Tomioaga y Mari, 1977 

ARQUEOBACTERIA 

Thennoetasma 
acidophtlum 110 6; 20.5 Richter y Schüfer, 1992 

Thermus aquatlcus 84 4; -20 Verhoeven y col., 1988 

'111ermus 
fiavus 70K 96 4; 24 Kasho y Avaeva, 1984 

Sulfolobus 
acidocaldarlus 80 4; 21 Wakagl y col., 1992 

EUCARIONTES 

Rata, hígado 60-70 2; 35-38 Smlrno\'a y col., 1988 

~::!1¡~f:::1YCCS 64 2; 32 Caben y col., 1978 
Bovino, retina 72 2; 36 Yang y Wenset, 1992 

Kluyveromyces lactis -39 n.d, Stark y Mitner, 1989 

Arabidopsis thaliana 29.7 n.d. Keiber y Signer, 1991 

Saccharomyces pombe 32.4 n.d. Kawasaki y col., 1990 

12 
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Tabla 1 (contlnuación) 

B. PlroCosfata&a1 membrauales 

EUBACTERIA PM S.U.•PM Referencia 

Rhodo1pirillum 
rubrum 56 n.d. Nyrén y col., 1991 

EUCARIONTES 

Arnbidopais 
64.5• Sarafian y col., 1992 thaliana {vacuola) 1 
75 

Mitocondrin 1 60 a 28, JI 30 
corazón 11185 a 28, n 30,"(40, ó60 Volk y col., 1983 

Mitocondrin hígado 60 2; 28-35 Voik y Baykov, 1984 

rv-:.~u~~f aria 
67 1 Sarafían y Poole, 

1989¡ llrttten y col., 
1989 

Vlgna radiata 73 1 Mae1hima y Yoshida, 
(vacuola) 1989 

Acatabularia 
acetnbulum 
(vacuolol 73 n.d. lkeda y col., 1991 
m: peso mo ccu ar en K.un¡ ..,,u.: suuuntunocs; n.u.: no ae1.erm1nauo. 

1.5 Evolución de los sistemas transductoll'l!8 de energía. 

La1 vfa1 metabólicas de los organismo• constituyen una inmensa red de reaccionea 

químicas que permiten cnraer energía del medio ambiente para sintetizar la1 

macromoléculns necesarias para perpetuar In vida. Esta compleja red está finamente 

regulada dur&:nte el desarrollo de los organismos. A pe&ar de que las vías metabólicas e1tán 

formadas por un sin fin de reacciones, éstas pertenecen sólo a 101 sil(Uientea tipo1: 

hidrataciones, deshidrataciones, osido-reducclones, adiciones, 1u1titucione1 e 

i1omerizacione1. 

La energía libre de una reacción depende de la naturaleza de loa reactante1 y de •11 

concentración: 

AG • AG" + RTln [C][DJ/[AJ[B] 

Para que una reacción ocun-a espontáneamente, la energía libre total debe aer 
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negativa, la con1tante de equilibrio de la reacción debe ser mayor de 1, e• decir, el 

equilibrio debe e1tar de1plazado hacia 101 productos: 

A+D-4'C+D 

Cuando una reacción no ocun-c espontáneamente, se puede acoplar a otra cuyo &G 

sea menor, de tal manera que el cambio total en energía libre de la auma de amba1 

reaccione1 sea negativo y así ocurra espontáneamente; por ejemplo, la1 reaccione• 

acopladas a la bidróll1i1 de PPi: 

NTP + ROB -> RONMP + PPI 

PPl+B0-->2Pi 

NTP + ROB + H10 --> RONJ\IP + 2PI 

NMP • nucleótido monofodorilado. 

üG" •+ve 

Esta es la estrategia centrul de todas las vías metabólicas. La ener¡ía eztl"Bída del 

medio ambiente se transfiere intcrmo1ccularmente a travéa de grupos fosfato (ATP, PPi, 

tostoenolpiruvato, acetilfosfato, glucosa·l-fosfato, etc.) o grupos acilo (coenzima A>; y de 

moléculas que acarrean electrones (NADH, FADHu quinona1 y grupo1 hemo) (Cramer y 

Knaff, 1991). 

Acerca de la naturaleza de la primera fuente de energía en el mundo prebiótico, se 

ha propuesto la participación de la luz lN, descargas eléctricas, ondas de choque y energía 

geot.Srmica que llevaron a cabo reacciones reductoras y de síntesis para la aparición de la• 

primeras mohfoulas de la Vida. Sin embargo, el primer paso importante en la1 primera• 

fonna1 de vida fue el acoplamiento de reacciones químicas (de Duve, 1991). Fritz Llpmann 

propuso que las fosforilnciones o. nivel de sustra~o utilizando PPi en lugar de ATP lueron 

181 primeras reacciones acopladas CLipmann, 1941; Lipman, 1965). Es:isten alguna• 

evidencias que apoyan lo anterior: 

a) El PPi posee un valor intermedio de AG" (-8.0 kcaVmol, sin Mg'•), es decir, es lo 
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suficientemente establo y al mismo tiempo posee suficiente energía libre para 

realizar trabajo, 

b) Se puede obtener a partir de PI en sistemas de síntesis abidtica y ea probable que 

se encontrara en la Sopn Primitiva funcionando como agente condensante 

(Baltschcffsky, 1971: Broda, 1975; Rodríguez y Orgcl, 1991). 

e) La aínte1l1 de ATP en condiciones de TicITa Primitiva se cree termodindmicamente 

desfavornblc, ya que ezhiten algunos pasos llmitnntcs: 1) la condensación de1 HCN 

para formar los precursores de la ndcnlna. A partir de los primeros e1:pcrlmento1 

de síntesis prebiótica, se calculó la cantidad de HCN producido (- 4.5 :r 10' k¡ aJ 

año). Sin embargo, tanto el HCN como el H1CO son sensible• a la luz UV y sólo 

pudieron participar en condensaciones en microambicntcs prote¡idos de la 

radiación y en donde so acumularan dicho11 reactivos. El paso limltante es el ataque 

el CN· sobre HCN para formar dímcros1 trímeros y tetrámero• activable1 por luz UV 

produciendo el precursor de la adenina: 4-aminoimidazol·5·carbonitrilo. 2) La 

síntesis prebiótica do azúcares: la condensación de lfiCO en pre1encia de alúmina 

o CaC01 produce gluconldchído, con el cual &e inicia una casacada de reaccione• 

autocatalCtlcas de condensación aldólicas y enolizaciones, produciendo trio1u, 

tetrosas y otros nzücarcs mits complejos. Sin embargo, los azúcaree sintetizado• ee 

degradarán fácilmente si no se emplean rápidamente en la formación de nucleósido1. 

3) La seleción de moléculas en mezcl:11 racémlcas: a, n, D· o L·; así como la 

condensación do la base nitrogenada adenina, la ribosa y el fosfato en posición l' y 

5', respectivamente, y no otra cualquiera. En una mezcla donde el número de 

cnnntiómcros producidos es grande, Ja probabilidad de encontrar la molécula que 

no provocara impedimentos estéricos durante la polimerización de las cadena1 de 

nucleótidos, es baja (Joyce, 1989). 
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Lo antes e:s:puesto impllca que las primeras fonnaa de vida fueron heterótrofu. Sin 

embargo, oslste una hipótesis alterna que propone un organi1mo ance1tral con 

metabolismo autocatalítico (Wachterhailser, 1988), Dicha hipótesis pretende eq>Uca cómo 

la1 moléculas participantes en el metabolismo autocataUtico rr.accionaron 1610 en do1 

dimensiones, e1 decir, adosadas en la interfase a una superficie cargada y a alta1 

temperaturas. La superficie estaba compuesta por pirita, FeS1, producida por la1 reacción 

de o:ddo-rcducción entre el Feh y el H"S através del ciclo del Fe, activado por luz UV (de 

Duve, 1991), Al ciclo del Fe se acopla la generación do Uoésterea, que funcionan como 

rescrvorioa de energía, como cutalizadores y como participantes en reaccionea de oKido­

reducción y de ncllación. En la inteñase entre el aguo y la pirita se pudieron acumular 

fosfolípido1 que, ni saturar la superficie, compartamentalizaroo 101 sustrato• de las 

reacciones antes descritos, logrando desprenderse de la superficie y formar una 

protocélula. La principal aportación de la hipótesis de Wnchterhaüser ea que reltrin1e el 

movimiento de las moléculas a sólo algunas orientaciones posible• debido a su interac.ción 

con la superficie, en comparación con el gran movimiento que tendrían si se encuentran 

en solución. Lo anterior podría ayudar a comprender cómo pudieron aparecer y 

seleccionane tas primeras moléculas catalíticas (Koshland, 1975), Sin embargo, queda aún 

sin explicación la quiralidad do las reacciones enzimáticas. 

El paso decisivo hacia la aparlcíon de los primeros sistemas vivos fue la formación 

de una membrana que encapsulara moléculas, permitiendo 101 siguientes fenómeno&: 1) la 

interacción cooperativa entre diferentes moléculas catalíticas y replicativas, evitando 1u 

di1peni6n y abriendn la posibllidad de llevar a cabo procesos químicos e1pec{fico1; 2) la 

creación de mlcroambientes internos substancialmente diferentes delesterior, mantenido&, 

al meno& parcialmente, por diferencias en permeabilidad y por sistemas selectivos de 

transporte: y 3) la acumulación de moléculas autoreplicativa1 <Lazcano y col., 1992), La 

compartamentalización permitió imprimir vectorialidad y asimetría a ta1 reacciones 
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químicas en los primeros sistemas celularea (Koch y Schmidt, 1991). 

El principal problema que presentaron la• primera• célula1 fue el de la re¡ulaclón 

osmótica, ya que 101 diferentes potenciales de dirusión de 101 1oluto1 provocan la 

acumulación y/o pérdida de ffsO y 1ale1, y finalmente la 1111•. Para controlar el volumen 

celular fue necesario bombear iones atravé1 de la membrana, donde el e• y Na•, dado 1u1 

altas concentraciones, participaron como ca·, anti o slmportadores no-selectivo•. Dicho 

transporte se pudo acoplar a la importación de nutrientes hacia la célula cuando ésto• se 

agotaron (Stoeckenius, 1978; Wilson y Lin, 1981), Sin embargo, se de1conoce tanto el 

mecanismo de acoplamiento de Jos gradientes elcctroquímicoa de a• y/o Na•, asf como la 

naturaleza de las primeras moléculas transportadoras a través de la membrana, aunque 

se puede sospechar que fueron péptldos sencillos de origen prebiótico con un numero 

suficiente de aminoácidos con arreglo en a·hélice amfifílica, conductancia y selectividad 

por cationes monovalentes (Lear y col., 1988). 

1.5.1 Las B'·PPiasas membranales como modelo de la enzima anceatral 

transportadora de protones 

La B'·PPiasa de!!:. nihnim es una enzima que acopla reacciones de o•ido·reducción 

y Cosforilación, al igual que lo hacen las F·ATPnsas/slntasas (BnJtschcffsky y Nyrén, 1982). 

Sin embargo, su función aparente más importante es conservar el gradiente electroquímico 

Util para la síntesis de ATP en condiciones donde el complejo fotosintético no 1e encuentra 

funcionando al 100%, es decir, funciona como una bomba primaria (Nyrén y Strid, 1991). 

Las e·-PPiasas vacuolares son enzima• que al hidrolizar pp¡ conservan parcialmente la 

energía del enloce fosfoanhidro, en forma de un gradiente transmcmbranal de e•, Utll para 

el transporto de solutos (Rea y col., 1992¡ Sarafian y col,, 1992), 

Por lo tanto es muy probable que, si se llega a demostrar que las pirofosfatasu son 

enzimas realmente antiguas, existentes en un ancestro comlln, hayan funcionado como 
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bomba1 primaria•, reeu]ando el pH interno y rcnerando un ¡radiente electroquímico de a• 

neceaario para el transporte de soluto1. Esta Idea está apoyada por la1 1l1ulente1 

ob1ervaclones: 

a) requiere 1u1trato1 (PPO mucho más sencillo1 que la ATPaaa (de Duve, 1991, Joyce, 

1989), 

b) ea una enzima integral de membrana, tranalocadora de e•, mucho má11encilla, tanto 

estructural como funcionalmente, que las n:•·ATPasas (F y V}, capaz de realizar el 

mismo trabajo: acoplar la hidrólisis de un enlace fosfoanhldro para establecer un 

¡radlcnte electroquímico (Mukohata e Ihara, 1990), 

e) es posible que comparta cierta similitud estructural con el proteollpido e de la1 F­

ATPasas (Nore y col., 1992), aunque Ja alineación total de las F· y V-ATPasas con la1 

pirofosfatasa1 de membrana vacuolar de!!:, vulgaris y~ radiata no ea •i&'Dificativa 

(Rea y col., 1992). 

Para establecer relacione• evolutivas sería necesario un análisi1 má• detallado 

utilizando 1ecueacia1 conceuso o sitios altamente cousenados, como son 101 catalítico• o 

101 cruces transmembranales involucrados con el bombeo de e•. Para tal electo se pueden 

considerar 101 trabajoa de Sarafian y col., 1992¡ Denda y col., 1989; Milnery col-. 1990 y Rea 

y col., 1992, donde se ha establecido que el porcentaje de similitud entre las e•·PPiasaa es 

considerable, lo que permite afirmar que forman una nueva familia de proteinaa 

tranalocadores de iones: las PPinsas de membrana vacuolnr, que probablemente están 

emparentadas con la PPiasa de 1h rubrum (Rea y col., 1992), 

¿Cuál ea eJ origen de las a•·PPiasas? Esta es una pregunta que actualmente sólo ea 

posible contestar con cierta especulación, pero que es capaz de imprimir un ambiente de 

ex:pectaclóa y entusiasmo al campo de la bioenergética, tanto desde el punto de vi1ta 

fisiológico como desde el evolutivo. Al rcapecto Balt1cheff1d'y y Nyrén {1982) propusieron 
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quo el primer canal transporiador de H• a través de la membrana fue una enzima parecida 

a la PPiasa de membrana de!!:. rubrum. portadora de un canal, relacionada probablemente 

con la subunldad F, de la ATPasa/sintasa. La subunidad F1 se enaambló al canal, 

coe:listiendo así con la PPiasa de membrana, como actualmente ocurre en la eubacteria 

pUrpura &. rubrum. Con el tiempo, algunos organi1mo1 pudieron haber perdido la PPia1a 

membranal y prevaleció la ATPasnlsintasa1 como en el caao de la eubacteria púrpura 

Rhodobacter sphaerodles. Por otro lado, Mukohata e lhara, 1990, han propuesto que la a•. 

ATPasa primigenia, presente en el ancestro común de 101 3 linajes celulares, dio ori1en por 

duplicación génica a las F· y V-ATPasns ancestrales (Gogarten y col., 1989 a y b) (figura 3). 

Sin embargo, también es posible que la n•-ATPnsa primigenia &e haya originado, a 1u vez, 

a partir de una e•-PPlasa ancestra~ que, por duplicación génica dio lugar a la• actuales ff•. 

PPlasas, por un lado, y por otro a ta H··ATPasa ancestral. Aún queda por aclarar cómo 1e 

diveniflcó IR familia de las B··PPiasa3, Para probar dicha hipótesi1 deben retomane 101 

estudio• acerca de la evolución de las FN/A-ATPnsas de varios autores (Nelson y Taiz, 1989; 

Gogarteo y col., 1989 a, 1989 by 1992¡ Kibak y col., 1992), 
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s•.pPiaaa vucuolares y eubacterianas 

H'·PPiasa~ 
ancestral 

',, ? F·ATPasa 

._',' .il / ~ eubacterias 

Figura3 

9•.ATPasa endosimbiosis 

ancestral~ / ~cariontes 

V·ATPasa 

~ 
A-ATPasa arqueobacterias 

Caminos en la evolución de las ATPasas que confirman 1u1 relacione• de 

parentesco entre sf y probablemente con las ff•·PPiasa1. (Adaptado de 

Mukohata e Ihara, 1990) 



21 

OBJETIVO 

Hasta la fecha no se ha reportado en la literatura algún trabajo sobre 

la presencia de pirofosfatasns en la cinnobacteria Spirulina maxima. y 

debido a la gran importancia que tienen dichas eubacterias y las PPiasas en 

el proceso evolutivo, el presente trabajo tiene como fin determinar la e:li1tencia de 

actividad de pirofo1fata1a inorgánica, verificando si la actividad, en caso de estar preaente, 

proviene de 1 o 2 enzimas: de membrana tllacoidal y do citoplasma. 

Para lograr el objetivo planteado se abordó el problema estudiando 101 1iguiontc1 

puntos que permiten discc;rnlr si se trata d~ 1 o dos enzimas diferentes: 

• especificidad por sustrato, 

• pH óptimo, 

• efecto de cationes divalentes, 

• efecto de fosfolípldo~, 

• erecto do varios inhibidores, y 

• movilidad electroforética. 



CAPITULO ll 

MA'l'ERIALES Y METODOS 

2.1 Cultivo y coaecha de Spirulina masima 

Los cultivos de Spirulina mas:ima fueron ob1equlado1 por Bertha Pérez Gómez y el 

Dr. Cario• Gómez Lojero, del CINVESTAV del IPN, Méa:ico. La cianohacteria Splndina 

masima 1e cultivó a 2e•c, con luz blanca en el siguiente medio de cultivo, esterilizado 20 

mina 15 lb de presión <Vera, 1976): 

Reactivo gA 

NaCI 1.00 

MgS0,7H10 0.20 

CaCI, 0.04 

FcSO/'fB10 O.O! 

EDTA 0.08 

K,HPO, 0.50 

NaNO, 1.50 

K,SO, 1.00 

Na1co1 16.80 

Oligoelementos !mi 

Agregar 4 mJ NaOH 72% antes de agregar el carbonato. Ajustar pH a 10.5-U.O. 

Oligoelementos gA 

AJ,no, 2.80 

MnCl1·1ff10 1.81 

ZnS0,·7H10 0.22 

CuS0,-5H10 0.075 

MoO~ 0.015 

Se burbujeó aire para evitar Ja scdimentnción. Se emplearon células cosechadas en 
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la fase ezponencial tardía y &e la\•uron una vez en Trla·HCI 50 ml\I pH 8.0. Se almacenaron 

a ·70ºC, 

2.2 Preparación de membranas tilacoldes y aolubilizaclón 

Se utilizaron dos método& para obtener las mcmbrnnas tltacoldes: mollcndo con 

arena y por sonicación. El primer método es muy suave y permite obtener membranas 

cuya ATPsintnsa está acoplada (Lerma y Gómez·Lojero, 1982). El segundo método se utilizó 

para obtener las membranas tilacoides necesarias pam la solubilización de protelna• 

membranales. Es Importante hacer notar que la actividad de PPiaaa ea más estable en el 

tiempo en membranas obtenidas por el método de arena que por el de aonicación. 

a) Mét<?do de arena: por cada &ramo de cinnobactcria se uttllzaron 2 gramos de arena de 

Ottawa, pi-eviamente lavada con HCl 0.5 M y enjuagada con arua deatilada. Se 

molieron 2·3 min en un_ moricro frío. La mezcla &e resuspendió en Manitol 0.5 M, 

KCI 15 mM, MgCl1 5 mM, Tris-HCI 10 m!ll, pH 8.6 (MKl\IGTS.6) a razón de 1 ¡/10 mi 

amortiguador, y se dejó sedimentar para decantarla. La suspensión se centrifugó 

a 365 11: g, 5 mln. El 1obrenadante se centrifugó a 23 400 .11: g, 20 min. La pa1tilla 1e 

resuspendló a razón de 1 gfJ mi MKMGTS.6, y se conservó en refrigeración por 5 

días. 

b) sonicación: las cianobacterias se resuspendieron tg/10 mi en MKMGT8.8. Se 

sonicaron alícuotas de 15 m1 durante 3 min en un baiio do hielo, utilizando un 

sonicador Branson a 36·45 w~tts de potencia. La suspensión so centrifugó a 23 000 

11: g, 5 mio. Et sobrenadante se centrifugó a 100 000 11: g, 80 mio; se lavó la pastilla 

una vez y se resuspendió a 1 gJ3 m.l en MK1\.IGT8.8, manteniéndolas en refrigeración 

por 3 días. 

Para solubilizar a las proteínas de membrana se empleó el ai¡uiente protocolo: 
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membrana• (4,2 :t 0.2 mi( proteína) obtenida• por el método de 1onicación te mezclaron en 

Tris0 HCI 40 mM (pB 8.1), ctllengllcol 21Y.li (v/v), y Triton X-100 a diferente• concentracionee 

finales,· partiendo de una solución al 20% (v/v) de Triton X-100, La mezcla &e a1itó 

suavemente a 4•c durante 20 min y se centrifugó a 100 000 K g', 2 h. Se 1uard6 el 

sobrenadante a .7o•c por 2 meses. 

Todo1 lo1 pB se ajustaron a temperatura ambiente y la1 centrifu1acione1 se hicieron 

2.3 Determinación de concentración de proteína 

Se determinó la concentración de proteína por el método de Lowry y col. (1951), 

utilizando como estándar albumina de suero bovino, en un intervalo de concentracionee 

desde 10 hasta 100 µg de proteína. 

2.-l Determinación de la actividad de pirofosfatasa 

En un volumen final de 0.5 m1 se preparó el medio de reacción que contiene 5 mM 

de Tris ajustado con ácido maleico, la concentración de l\ofi..pp¡ y Mz. especificado en cada 

figura o tabla. La reacción se detuvo con 100 µI de ácido tricloroacético 30% (p/v) y 1e 

mantuvo en hielo. Utilizando una centrífuga clínica se centrifugó a 3 000 rpm, 10 min. Se 

determinó la concentración de Pi liberado en el sobrenedante según el método de Sumner 

(1944), que es una modificación del método de Fiske y Subbarow (1925), con un intervalo 

de detección entre 80 a 800 nmol de Pi. El método consiste en formar el complejo 

molibdato-Pi (amarillo) y reducirlo con p-metllaminofenol (ELON, Kodak Eastman Co.), 

produciendo un color azul. Se midió la absorbancia a 660 nm. Como aolución madre te 

utilizó B,PO, 2.5 mM. También se utilizó el método de Ames (1966) que detecta entre 10 y 

80 nmol de Pi, emplea ácido ascórbico como agente reductor, se mide absorbancia a 820 nm 
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Y 1e utiliza K:iHP04 1 ml\( como solución madre. La actividad hidrolítica en membraou •e 

determinó a 30'C y para la PPiasa citoph1smica se utilizó 37'C. 

En los esperimeatos para determinar la especificidad por 1u1trato de la1 

preparacione1 de cltopla1ma y de membrana, 10 utilizó como contron la ro1fatan alcalina 

de muco1a intestinal (Sigma, Co.), ya que ea una enzima capaz de hldrolizar tanto enJace1 

fosfoanhidros como sustrato• fosforilados tales como: foaloenolpiruvato, íl·1llcerofo1fato1 

a·D·glucosa·l·fosfato y el sustrato sintético p·nitrofenilfosfato. 

La actividad hidrolítlca en presencia de fosfolípidos de soya se determinó de la 

siguiente manera: se disolvieron 60 mg de fosfolípidos totales de soya en 1 m1 de agua 

desionizada, se Bl'itó y se sonlcó la solución en un sonicador de baño hasta que quedara 

transparente. A las mediciones de Pi liberado de la hidrólisis se les agregaron 25 µI de SDS 

10% (p/v) 1 asi como a los estándares. 

Los experimentos en presencia de DCCD y 3<1>Su se realizaron incubando las 

membranas o la PPiasa citoplásmica en un volumen ·50 µl, a OºC durante 20 mio. Se 

hicieron los respectivos controles utilizando el mismo volumen de etanol, que es el aolvente 

que 1e utilizó para preparar las soluciones de DCCD y 34'Sn. 

2.5 Purificnci6n parcial de la PPiasa citoplásmica 

Todos los pasos de la purificación se llevaron a cabo en el cuarto trío o en hielo. 

De acuerdo al trabajo de Klcmme y Guest (1971), donde reportan la purificación de 

la PPiasa citoplásmica de Rhodospirillum rubrum, se adoptaron algunas estrategia• para 

la purificación de la PPiasa citopldsmica de§:. maxima: precipitación a 60ºC por 5 mio, 

fraccionamiento con (NHJ1S04 y la cromatografía de intercambio aniónico DEAE-ceJuloaa. 

A partir del sobranadante, ya sea obtenido por el método de arena (de1pué~ de 

centrifugar a 23 400 z g) o por el método de sonicación <después de centritu1ar a 100 000 

s g), se tomaron 250 mi que contienen 335 ~ 76 mg de proteína. Los 250 mi se repartieron 
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en alícuota1 de 15 mi y 18 calentaron a Go•c durante 5 min. Inmediatamente deapué1 1e 

enfriaron en un baño do hielo. Se centritugó a 18 000 • g, 20 mio y el 1obrenadante te 

fraccionó con (NH4)S04 de O a 20, 20 a 40 y 40 a 65% do 1aturación. El último precipitado 

(p65%) se resuspendió en amortiguador Tris-BCI 20 mM, ZnSO, 0.2 mM, fl·mercaptoetanol 

2 mM pH 8.6 (TZll8.GJ hBBta un volumen de 8·10 mi. Se dializó contra 2 lilro1 de T'Zll8.6, 12 

h. 

Se aplicaron 40.6 z 2.7 mg proteína a una columna (11.5 :&: 2.8 cm) de intercambio 

anión leo, utilizando la resina DEAE-cclulosa (Whatman) previamente activada en NaOH 0.1 

M, lavada y equilibrada en amortiguador TZn8.6. Se eluyó con un gradiente lineal de NaCl 

O a 0.5 M en 1'Zfi8.6, colectando fracciones de 4.& m1 a 1 mVmin. Se determinó la 

ab1orhancia a 280 nm, la conductividad y la actividad de PPiaaa. La1 fraccionea que 

presentaron mayor actividad total se juntaron y ae dializaron contra 2 Htroa de TZIJ8.8, 12 

h. Se concentró la muestra con una membrana AMJCON Yl\I 10 CAmlnco, Co.) y se aplicó 

a una 1egunda columna (1.5 E 10.5 cm) de intercambio anlónlco utilizando la reaina DEAE· 

Bio¡el A CBloradJ, previamente lavada y equilibrada. Se eluyó y se colectó de la mi11ma 

forma que la columna DEAE-celulosa. Laa fraccione• con mayor actividad total se 

concentraron a 0.5 mi en CENTRICON 10 CAmlnco, Co.) centrifugando a 3 800 x g, 30 mln. 

Para medir la actividad de PPiHa citoplásmica en las fracciones colectadas de las 

cromato¡raflas se utilizaron 100 µ1 de cada fracción, midiendo la actividad en un medio de 

reacción que contenía: Tris-nwlcico 50 mM pH 8.0, MgCJ2 3 ml\I y PPi·Na 1 mM. 

2.6 Electroforesis nativa y desnaturalizante 

Los geles de poliacrilamida nativos de 1.5 mm de grosor, conido1 a .a•c, se realizaron 

de acuerdo a Romero y col, (1991) con algunas modificaciones: 
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Solución re¡olvedor 10% mlnlgcl concentrador 4% mini¡el 
concentrada 

Glicerol 79.5% 4 mi . 1.3 mi -
(v/vl 

H10 bldeat. 5.8 mi 1.9 mi 5.8 mi 1.7 mi 

Acrillbl1· lOml 3.3 mi 1.5 mi 0.45 mi 
acrilamida 

Tri• 1,5 M pH lOml 3.3 mi 
8.9 

Tris 0.5 M pH 2.5 mi 0.75 mi 
6.5 

Persulfato NH4 150 µI 50 µI 100µ1 30µ1 
10% 

TEMED. 15 µI 5 µI 5 µI 1.5 pi 

Se agregó un poco de butanol sobre la solución del gel concentrador para evitar que 

se forme un menisco, En algun.os geles se incluyó 0.1 % de Triton X-100 en 101 gele• y en el 

amorti¡uador de loa electródos. 

Los geles, ya sea nativos o desnaturalizantea se colTieron a 50 V 1 h para que la 

muestra entre al gel concentrador, y a 90·100 V al entrar al gel resolvcdor. La corrida de 

101 gcle1 de 16 x 18 cm duró toda la noche, mientra• que loa minigeles 3.5-4 h. 

Para medir Ja actividad de PPiasa en geles (zimogramas) se incubaron en Tri•· 

maleico SO ml\.I pH 8.0, MgCI, 3 mM, PPi·Na 2 ml\I, a temperatura ambiente, agitando 

constantemente durante 20 min. Al cabo de ese tiempo se lavaron 101 ¡eles y se reveló 

actividad incubando en la siguiente solución: .Molibdato de NB, 5%, H1SO, 1.1%, 10 ml; HsSO, 

0.5 N, 18 ml, ácido ascórbico 1.5 g, aforado a 100 ml. Se detuvo la reacción calorimétrica 

incubando en H2SO, 0.5 N. Se hizo el han-ido con un densitómetro de rayo Jaaer UltroScan 

XL (LKB), utilizando el programa GelScan XL (Pharmacia). 

Los geles desnaturalizantes se hicieron de acuerdo a Schtlgger y col. (1986) y 1e 

corrieron a temperatura ambiente: 
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Solución Reaolvedor mlnl~cl Concentrador mlnl¡el 
concentrada 16% 4% 

Acrillbl•· 16ml 5.3 mi 1.6 mi o.53ml 
acrllamlda 

Amortiguador lOml 3.3 mi 3 mi 1 mi 
electroforético 

Glicerol 79.5% 4 mi 1.3 mi 

Persulfato NH, lOOpl 33 pi lOOpl 33 pi 
10% 

TEMED lOpl 3,3 pi 10 pi 3.3 pi 

H,O bldesl. 7.4 mi 2.45 mi 

Para evitar la formación de menisco en el gel concentmdor, se virtió un poco de 

amortiguador electroforético diluido 1:3. Las muestras de proteína, asi como 101 estándares 

de peso molecular, se mezclaron 1:1 con solución solubilizadora y 1e hirvieron durante 4·5 

mln. Los gelca se tiiie~n durante 1 hora y so destiñeron con ácido adtico 10% (vlv) toda 

ta noche. 

A continuación se señala la composición de alpnas soluciones: 

Acril/bisacrilamida: 

Amoril&uador 
electroforético: 

Amortlruador gel 
deanaturallzante CATODO: 

Amortiguador gel 
deanaturaUznnte ANODO: 

Sol. solublllzadora: 

Sol. fijadora: 

Sol. tinción: 

Sol. desteñidora: 

Amortiguador gel NATIVO 

30:0.8 %, respcctivnmente 

Tria 3 M, BCI l M, SDS 0.3% 

Tris 0.1 M, Trlclna 0.1 M, SDS 0.1% 

Trls·HCI 0.2 M pH 8.9 

¡licero! 30%, SDS 10%, Tria-BCI 0,1 M, azul 
bromofenol 0.3%, íl·mercaptoetanol 4% 

metnnol 50%, ácido acético 10% 

isopropanol 25%, ácido acético lOCJ.,. azul 
Cooma11ie 0.1 % 

ácido acético 10% 

Tris 9 g, glicina 43.2 g, pH 8.3 y aforar a 3 l. 
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Se utlllzaron 5 PI de proteína de 101 siguiente• estándares de pe10 molecular (Si¡ma, 

Co,): 

Pe10 molecular, kDa 
Proteína 

Albúmina de suero bovino 66 

Albúmina de huevo 45 

Anhidrasa carbónica de eritrocito 
bovino 29 

a-lactalbúmina bovina 14.2 

2. 7 Algunas otras cromatografías empleadas para la purificación parcial 

de la PPiasa citoplásmica 

Con el fin de obtener unu preparación más pura de PPiasa citophl1mica que 

permitfora determinar con certeza su movilidad en geles de pollacrilamida, 1e probaron 

vario• tipos de cromatografías. 

La primera fue una cromatografía de afinidad, utilizando aminohe:lil-Setarosa 48 

conjugada con PPI de acuerdo a la metodología de Nyrén y col. 1991. Se car¡ó una mueatra 

de la fracción DEAE·Biogel A y se eluyó con PPi 50 mM y MgCl1 10 y 20 mM. 

La segunda cromatografía empleada fue de esclusión molecular, Ultrocel ACA 44, 

utilizando como muestra la fracción de Ja columna DEAE·Biogel A. 

La tercera cromatografía empleada fue de intercambio iónlco, hidrozilapatita, en 2 

modalidades: en presencia de 0.3% (v/v) Tritoo X·lOO y sin detergente. En ambo1caso11e 

aplicaron muestras de precipitado a 65% saturación con sullato de amonio, En el primer 

caso se eluyó con pulsos de amortiguador, sin y después con l\fgS04 50 mM. En el 1egundo 

caso se eluyó con un gi-adicnte lineal de O a 0.5 l\I NaCI. Gran parte de Jo1 pigmento• se 

retuvieron en la resina. 

A continuación se muestran los diagramas de flujo que resumen 101 tre1 tipos de 

cromatogralías: 
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Cromatografía do afinidad (Nyrén, y col~ 1991) 

Se lavaron y resuspendieron en 38 mJ 8 10 bideatilada 7.5 g de aminohe:dl-Sefaroaa 418 
! . 

10 mezcló con 75 mi de PPl 0 Na 0.1 M pR 6.0 
! 

1e di1olvieron 0.852 1 de EDC en 0.5 rnl de H,O bidestllada 
! 

se agregó la EDC gota a ¡ota por 5 mio., aeitando suavemente 
! 

1e dejó ea. agitación 24 h a temperatura ambiente 
! 

se decantó Ja resina y se lavó con NaCI 0.5 1\1 y despué1 con H10 bidestilada 
! 

1e lavó y se equilibró en Trl1°HCI 50 mM pH 8.6, ''C 
! 

se empacó la resina en una columna de 1.5 x 10 cm a 4•c 
! 

se equilibró en Tris-BCI 20 m.M, fi-mcrcaptoctanol 2 mM, pH 8.6 
! 

se cargaron 0.874 mg proteína de la fracción DEAE-Biogel A 
! 

se cluyó con 50 mi de amortiguador Trls/D-mcrcaptoetanol, 
! 

con PPl 50 mM MgCl2 10 mM en el mllmo amortiguador (20 tubos, 4 ml/tubo) 
! 

y por último con PPI 50 mM MgCl2 20 mM en el mismo amortiguador (40 tubos). 

Cromatografía de e:11:clu1ión molecular 

80 mi de Ultrogel ACA 44 se lavaron con 200 mi de agua bideatiJada y se equilibró con 2 
veces el mismo volumen de amortiguador TZrlS.6 

! 
1e empacó una columna (l.5 :11: 90 cm) a .a•c, y se equilibró de nuevo. Se ajustó el nujo a 0.25 
ml/mln. 

J. 
Se aplicó 0.5 mi (1.5 mg de proteína) do la fracción DEAE·Blogel A con 2 gota1 de 11llcerol 
79.511> 

J. 
se eluyó con el mismo amortiguador, colectando fracciones de 1.5 mi a Ja misma velocidad. 

J. 
Se determinó el volumen muerto (V a> de la columna a,¡regando 0.4 mi de azul dextran 0.5% 
y 1e eluyó bajo las mi1mas condicione1. 

Croiaato&nfla de intercambio iónloo ron bldrosilapatlta 
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Al Sin Trlton X-100 

Se hidrataron 10 g de hldro•llapatlta (Biorad) en 60 mi de etilen¡¡Uccl 10%, M¡SO, 10 mM, 
quitando los polvos fino• 

1e equilibró con 180 mi de TZfl8.6 

se empacó en una columna de 2.2 cm de diámetro a l mllmln, .j"C, y se equilibró de nuevo 
con 180 mi de amortl¡uador 

se aplicaron 28 m¡ de proteína de p65% y se eluyó con un gradiente lineal de NaCl de O a 
0.5 M en el mismo amortiguador, 1 mUmin, 4 mi/fracción. 

Bl Con Trlton X-100 

10 1 de hldro:dlapatita se hidrataron de la misma fonna que la cromatografía anterior y •e 
empacó en una columna de las mismas dimensiones, a la misma velocidad de flujo 

L 
se equlllbró con Trl•·IlCI 20 mlll, H-mer_captJ'.etanol 2 mM, Triton X·lOO 0.3% (v/v), pH 8.6 

se aplicaron 39 nig de proteína de p65% y se eluyó 100 m1 del amortiguador TrillR­
mercaptoetanol/I'riton, 20 fracciones de 4.5 ml cada una, a 1 mVmin 

L -
los st¡uientes 18 tubos se eluyeron con el mismo amortiguador más MgSO, 50 mM. 
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La primera aproslmaclón para explorar la poalble esi1tencia, ati como la 

especificidad, de pirofosfatasas inorgánicas en preparacionee de membrana tllacoide y do 

citoplaama de ~ madma. fue determinar la hidróli1i1 del su1trato clásico de laa 

pirofosfata1as inorgánicas: l\ls..pp¡, ya sea Mg0 PPi o Zn·PPi, en presencia o ausencia de W• 

libre. Los resultados obtenidos 10 muestran en la Tabla U. 

Tanto la prepornció~ de PPlasa membraoal obtenidas por el método de arena, como 

el precipitado al 65% saturación (Nll.)1504 de PPiasa citoplásmica hidrolizan loa complejos 

Ms+.pp¡, 

La PPlasa membranal muestra mayor actividad hid.roUtica con Zn·PPl que con el 

sustrato clásico de laa PPiasas membranales: Mg·PPi (Cella y Romero, 1987; Randbal, 1979) 

a pH 6.5. La presencia de 0.5 mM Znz. libre CGtimula su actividad 6 veces, mientras que 1 

mM de Mil'• libre no tiene ningún erecto sobre la actMdad hldrol!tlca a dicho pB. 

La preparación de PPiasa citoplásmica muestra una actividad eapecmca 

considerablemente mayor que la preparación de membrana tilacoide, ya 1ea con Zn°PPi o 

con Mg-PPi; sin embal'go, la presencia de 0,5 mM o 2 ml\t Znh libre a pH 6.5 y pB 8.0, 

respectivamente, inhiben la actividad hldrolrtlca 

significativamente. En comparación, la presencia de 2 m?tl de Mgl• libre estimula la 

actividad al doble del valor obtenido en ausencia de dicho catión. 

Paralelamente se midió la actividad hidmUtica de la Cosfatasa alcalina que, como se 

muestra en la Tabla ll, es capaz de hidroliza.r cualquiera de loa 1u1trato1 utilizadot, bajo 

las mismas condiciones experimentales que se emplearon para medir la hidróli1i1 de la• 
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TABLA 11 Especificidad Por sustrato de la• PPia1a• citoplásmlca y membranal de 
Spinilina masima 

Actividad (nmolPUmln/mg) 

SUSTRATO M'•.pp¡ M1t, m.l\I MEMBRANA CITQp,• F.A.' 
mlll 

pp¡ 0.5 0.14. 0.28 5•4 393. 24 

Zn-PPI 0.5 7.5 a 1.7 175 • 19 337. 34 

1.0 n.d. 881a89 n.d. 

Zn-PPI 0.5 Zn, 0.5 55.4. 4.4 156• 9 272. 20 

1.0 Zn,2,0 n.d. 557. 73 n.d. 

M¡¡0 PPI 2.0 3.05. 0.75 n.d. n.d. 

2.0 Mg, !.O 2.22. 0.48 n.d. n.d. 

i.o• n.d. 421. 55 n.d. 

1.01 Mg,2.0 n.d. 920. 48 n.d. 

p·NO,+P 0.5 Zn, 0.5 o o 312. 24 

P-enolpir. 2.0 Zn,0.5 0.24. 0.06 o 137 t 14 

O·gilc·P 2.0 Zn,0.5 0.58. 0.25 o 243. 25 

a·D-gluclP 2.0 Zn,0.5 0.73. 0.55 o 149. 28 

p·N011~P • p--nitrofeailfosfato; P·cnolpir. • fosfoenolpiruvato¡ fl·glic·P • fl-glicerolfolfato¡ 
n·D·gluclP • a·D·glucosa-1-P¡ a precipitado 65% citoplasma;' fosfatasa alcalina, Medio de 
reacción: Tris-maleico 50 m.M pH 6.5, " pH 8.0¡ 30ºC. 
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preparaciones do membrana y citoplasma. Sin embargo, ninguna de la1 do1 PPiau.1 de.§:. 

ma:id ma son capaces de hldroliznr aquellos los sustratos que hidrollzó la fod'ataaa alcalina. 

3;2 Determinación de pB óptimo 

En la figura 4 se muestra el efecto del pH sobre la hidróli1i1 de Zn·PPI en alruno1 

de Jos primeros puos de la purificación parcial de Ja PPiasa citoplá1mica. El e.tracto 

crudo muestra uu perfil de pH con una amplia meseta, al igual que el p40.50%. Ninruno de 

estos pasos do purificación tiene un pH óptimo definido, a diferencia del p50*65% que 

muestra una meseta desde pH 5.0 hasta 7.5. A pH por arriba de 8.0 no se hidroliza el 

complejo Zn·PPi. 

Con respecto al perfil de pH para Ja hidrólisis de f\.IJ•.pp¡ en Ja preparación do 

PPlasa mcmbrnnnl (figura 5}, se aprecia un comportamiento diferente al de PPiasa 

cltoplásmica. En la figura 5 A se obsena que la PPlasa membrana! 1ólo hldroliza Mr·PPi 

a pH alcalinos, entre 9.0 y 10.0, en presencia o ausencia de 1 mM M¡¡h libre. La 

concentración de Mg-PPI hidrolizado al pH óptimo de la PPia1a membranal de!!::, rubrum 

(pB 6.5) o de otras PPiasas membranalcs ( .. 8.0), es considerablemente menor. Por otro lado, 

a pB 6.5•7.0 1e hldroliza, preferentemente1 el complejo Zn-PPi, en presencia o ausencia de 

zns. Ubre (figura 5 8}. A valoreR menores de pH 6.0, la hidróHsis de IUg-PPi o Zn-PPi e1 muy 

baja. 

3.3 Electo de cationes divalentes sobre la hidrólisis 

Como se puede observar en la Tabla U y en Ja fi¡ura 5 CA y 8), Ja1 preparacione1 de 

PPia1a1 de membrana tilacolde y cltopldsmica muestran diferente preferencia por 101 

complejos f\.fl•.ppj: mientras que la PPiasa membranal hidroliza preferentemente Zn·PPi 

a pH 6.51 la PPiasa citoplásmlca hidroliza Mg-PPi a pB 8.0. 

Lo anterior se e:rploró con más detalle para determinar el efecto de diferente. 
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Flpra 4 Perfil de pB de laa fracciones para extraer la PPiata cltophi1m.Jca. 

Condiciones: Tr11-malélco 50 mM aju1tado a diferenlet valore• de pB, Zn-PPI 

0.5mM. 
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A. hidró1i1ia de Mg·PPi 2 mM; B, hidrólilia de Zn·PPi O.& mM. 
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conccotracioncs de l\.[h libre sobre la actividad do la PPiasa membrannl y citopláemlca. En 

la figura 610 muestra la actividad de la PPiasa membrana! con diferentes concentracione1 

de complejo Zn-PPi en ausencia o presencia do 0.5 mM zns. libl·o (6 Al; en 6 O so grafica el 

efecto de zni. libre en la hidrólisi1 de 0.5 m.M Zn-PPl. La actividad hldroUtica en ausencia 

de Zn'* libre ea muy pobre, la presencia desdo 0.5 mM hasta 2.5 mM de zns. Ubre estimula 

la hidróllsis hasta 9 veces; es decir, cuando la relación Zn/PPI es desde 1.2 hasta 8 se 

estimula la actividad. mientras que a cocientes menore1 de 1.2 o mayores de 11 inhiben la 

actividad debido a que ez:iste un escoso de PPI Ubre, en el primer caso, y de Znh Ubre, en 

el segundo caso (Cclis y Romero, 1987; Sosa y col., 1992). 

En el caso de la PPinsa citoplásmica 2 ml'tl de zns. libre inhiben la hldróll1i1 del 

complejo Zn-PPi (figura 6 Dl; mientras que la misma concentración de Mg2• libre estimula 

la hidrólisis del complejo Mg-l>Pi a concentraciones desde 0.25 mM (figura 6 C). 

En Ja figura 7 se gr~fic8 el efecto de zns. libro al hidrolizor 0,5 mM de Zn·PPi por la 

PPiDBa membranal y la citoplásmica. En el primer caso se observa que desde 0.1 ml\.f hasta 

10 mM de Zn .. librc estimula la actividad. En el caso de la PPiasa citoplásmica sólo bajaa 

concentraciones de Zn'* libre logran ('Stimular la actividad; por atTiba de 2.5 mM de Zn1• 

libre, dicho catión ejerce un efecto inhibitorio considerable, 

Se obtuvieron los valores de Km y V mas para ambas enzimas (Tabla llll. En el caso 

de la PPiasa citoplásmica, la presencia de zni. libre modifica ligeramente los valorea de Km 

y Vmu. La presencia de M¡f• libre aumenta un orden de magnitud el valor de Km y 4 

órdenes de maenitud la Vmax, es decir, la enzima es menos afín por el sustrato pero 

transforma un número mayor do moléculas de sustrato por unidad de tiempo. 
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----º---- PPiasa membrana! 

o º------/ --------º o t-·---. 
~ PPiasa citoplasmica ·--------• 

> 0.1+-~~~~1--~~~--1~~~~-+~~~~~ 

Figura 7 

o.o 2.5 5.0 7.5 10.0 

[zn2+] mM libre 

Efecto de Zn'* libre en la actividad de la1 PPiasas membn.nalea y 

citopláamlca. 

Condiciones: Zn-PPI 0.5 mM, Trls·maléico 50 mi\! pB 6.5 (o), pB 8.0 (•), 



40 

TABLA 111 ~y Vma11: para laa PPiasas citopla1mlca y membranal de Spirullna ~ 

PPlaaa K,., mi\! Vmax1 nmolPUminlmg 

Membrana tilacoidc 

[Zn·PPIJ 8.06 101.01 

citoplásmica, p65% 

[Zn·PPi) 2.20 2000 

+ 2 mMZnh 3.16 2640 

[Mg·PPiJ 0.58 0.588 

+2mMM¡¡" 4.60 4600 
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3.4 llidrólisls de algunos otros complejos M"·PPi por lu PPiasu 

citoplásmica y membrana} de Spirulina maxima 

En la figura S se mu·cstra el curso temporal de la hidróllsis de 1 mM de di(erentea 

complejos l\ol'*-PPI: Co·PPi, Mn·PPi y Ca·PPi. Tanto la PPiasa citoplásmica <fla. 8 A) como 

la membranal (fig, 8 8) hidrolizan preferentemente Co-PPi, seguido por Mn-PPl y ninguna 

de las dos hidroll:za Ca·PPi, 

3.5 Efecto de tosfolípidos totales sobre la actividad hidrolítica 

Cuando las proteínas integrales de membrana se cstraen de su medio hidrofóbico 

con detergentes, es necesario mantener la conformación nativa para conservar su actividad 

(Gennis, 1989). Esto se logra, en algunos casos, adicionando fosfolípidos. La elección de 101 

fosfolípidos deb~ semejar lo más posible la composición de la membrana de la cual se estrae 

la proteína; sin embargo, como primera aproximación se recomienda adicionarfolfolípido1 

totales, ya que éstos contienen una mezcla de varios fosfolfpldos comunes (Genni1, 1989). 

Por ejemplo, la actividad de la a··PPiasa membranal de!!:. rubrum purificada se eatimula 

al añadir fosfoUpldos al medio de reacción, principalmente si se agrega cnrdiolipina. Otro! 

fo¡¡fol,pidos tales como et fosfatidilgliccrol, fosfatidilctanolnmina y O·ornitilfosfatidllglicerol 

estimulan la actividad en menor proporción que In cardiolipina; además, junto con ésta, 100 

101 principales fosfolípidos de ta membran·a de dicha eubacterin. También es po1ible 

reconstituir la enzima y obtener actividad hidrolítica de la PPinsn en presencia de Triton 

X·100 (Nyrén y col., 1991). Los autores interpretan que tanto los fosfolípldos como el 

detergente cubren las partes hidrofóbicas de la enzima, sobre todo en el ca10 de la 

cardiolipina, necesario para recuperar la actividad catalítica. 

Con el fin de determinar si la actividad de PPinsa encontrada en las membrana• 

tilacoldcs se debía a una enzima intcgrnl de membrana, se solubilizaron las protein&1 
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membranale1 de acuerdo a un protocolo similar al reportado por Ualtschefl1ky y Nyrén 

(1986) para solubilizar Ja PPiasa membrana) de & rubrum; excepto que se omitió MgCl, t.3 

M, ya que este agente inhibió la actividad PPiasa en§:. masima. Dicho protocolo consiste 

en 1olubili:r.ar las proteínas con el detergente no·idnico Triton X·lOO en pre1oncia do .2t)l;b 

de etilengllcol y 0.1 M Tl'l&·HCI pH 8.1. En la figura 9 se muestra una gráfica de 

solubillzacióo con diferentes soluciones porcentuales de Triton X·IOO. A 0Ji% de Triton X· 

100 10 obtiene la mayor actividad hidrolítlca, pero la mayor estimulación con fosfolipido1 

totales de soya se obtiene en el solubillzado a 0.75% de Tritoa X·lOO. A mayare• 

concentraciones do detergente es posible obtener una mayor concentración de proteína en 

el solubilizado, sin embargo, Ja actividad disminuye, Altas concentraciones de detergente 

ejercen un efecto inhibitorio. 

Para descar1ar Ja posibilidad de que Jas membranas estuvieran contaminada• por 

Ja PPiasa citoplásmica, se esaminó el efecto de los fosfolípidos sobre dicha enzima._ La 

PPiasa citoplásmica es una enzima soluble y, hasta la fecha, no se ha reportado que loa 

fosfolípidos ejer.lan algún efectu sobre la1 PPiasas citoplásmJcas. Sin embargo, al 

determinar la actividad hldrolíticn de los primt!ros pasos de purificación de la PPiasa 

citoplásmka en presencia de Ja misma concentración de fosfolípidos empleada en la 

estimulaclón de los solubilizados, se obsel"\!ó una inhibición considerable (Tabla IV), en 

especial en Jos precipitados 50 y 65%, que son las fracciones con mayor actividad eapecíflca. 

Se observó el mismo efecto al utiliur fosfatidll glicerol puro (no se muestran datos), 
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Figura 9 Estimulación de la actividad hidrolítica de Jos 1olubiUzado1 de membrana 

tilacoide con fosfolCpidos totales de soya. 

Condlclone11 Tris·maléico 50 mM pH 6,5, Zn-PPI 0.5 mM. 
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TABLA lV Efecto de 101fo1folípido11obre la actividad PPla•a citoplúmlca de Splrullna 
masima. 

nmol Pi I min / mg proteína 

FRACCION CONTROL + 3 mg fosfolípidos ll>INHIBICION 

p60'C 9.62,. 7 10.37 :7 o 
p 41J<il, 24.94,. 10 11.17. 10 55 

p50ll> 728.89,. 81 47.11,. 14 93 

p6511> 1332.09,. 21 71.61 • 2 94 

Medio de reacción: ZnCl, 2 mM, PPi 2 mM, Tris·maléico 50 mM pH 8.0, p •precipitado con 
sulrato de amonio 
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3.6 Efecto de inhibidorea 

Un criterio máa para dlfercnclar la PPinsa citophbmica de In membranal e1 probar 

su sensibilidad a los lnhibidores clásicot de la1 PPiaaas: NaF, IDP, MDP, y en el caso 

especial de las membranales: DCCD y hutanol (Balt1cheff1ky, 1968¡ Keiater y Mloton, 1971¡ 

Nyr~n y col., 1984}. En la Tabla V se muestra el efecto de dichos lnhlbidore1 en la PPiasa 

citopld.smica y en la membranal. 

El NaF inhibe considernblementc n ambas enzimas, sin embarto. se necesitan 

concentraciones mayores paro inhibir a lo PPiasa membranal debido a que la proporción 

de enzima del total de proteína es menor que en el caso de la preparación de PPiasa 

citoplásmica. 

Baltscheffsky (1968), utilizó el butanol para determinar diferencias entre la ATPaaa 

y la PPiasa membranal de ,&rubrum: la PPiasa membranal ea más sensible que la ATPasa, 

mientras que la PPiasa citoplásroica de 1a misma eubacteria no modifica au actividad en 

presencia del solvente. Es posible que la PPiasa membranal de &!!!.h!:!!.m. sea máa aen1ible 

a daños en la estructura que la ATPasa del mismo organi1mo. El butanol inhibe entre 16-

30% la actividad de la PPiasa membrana! deª' mashna, probablemente debido a que a 10% 

de butano) se separan las fases orgánica y acuosa y esto provoque la dia¡re1aci6n de la 

membrana, así como daños en la estructura do la PPia1a. La PPlasa citoplá1mica no 

modificó su actividad en presencia de butanol, a pesar de que también se obtel"'\l'Ó ta 

aeparación de fai¡:es durante el experimento. 

Tanto IDP como MDP son análogos del PPI, poseen enlaces Pi·NH·PI y Pl·Cll1·PI, 

respectivamente. IDP es un inhibidor competitivo del sustrato de la PPiasa membrana! de 

.!!,rubrnm (Sosa y coL, 1992) La actividad de la PPlasa membrana! de§. maslma oe Inhibió 

significativamente en presencia de lDP y MDP, mientra11 que dicho& análogos del su1trato 

no ejercieron ningún efecto sobre la actividad de la enzima citoph\smica. 

El DCCD es una carbodiimlda hidrofóbica capaz de bloquear el movimiento 
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TADLAV Efecto de alguno• lohibidorea sobre la1 PPia1a1 de SPlndlna maalma 

PPiasa MEMBRANAL PPia1a CITOPLASMICA 

INHI· • concen· actividad• l'o inbibi· actividad•• 11> 
OIDOR· tración ción inbibi· 

cion 

ninguno 33.58. 1 1.85. 0.13' 

NaF 2.5mM 19.10. 1 43 o.u. 0.02 93 

lOmM 8.30. 1 75 0.06. 0.05 96 

20 mlll 2.97 • l 91 0.02. 0.03 98 

But. 611> 28.30. 3 16 2.06. o.u o 
1011> 23.53. 2 30 2.04. 0.13 o 

IDP 0.1 mlll 28.05. 4 17 1.76. o.u o 
0.5 mi\! 23.00. 4 32 1.71•0.06 o 

MDP 0.1 mi\! 26.77. 3 21 1.78. 0.05 o 
0.5 mlll 13.44. 1 60 1.73. 0.10 o 
1.0 mi\! 5.77. 1 82 1.84. 0.07 o 

11> 
Activa· 
ción 

3<1>Sn 200µM 52.03. 2 59 2.06. 0.10 o 
400µM 68.90. 2 111 1.77. 0.09 o 

DCCD o 33.58. 1 o 0.47. 0.02· o 
200 µM' 45.33. 2 31 0.48. 0.04 o 
500 µM1 60.66. 2 75 n.d. n.d. 

•Actividad• nmo1Pi/30mln/mg, Zn·PPI 0.5 mlll, pH 6.5; ••Actividad• µmol PUmln/mg, Mll· 
PPI 1 mM, pH 8.0; 1 la actividad de ATPasa en particulu submitocondrlalea (Smith, 1967) 
con ATP 3mM, MgCl1 S mM, pH 7.81e inihibló 80% usando la1 mi1ma1 aotucionea de DCCD¡ 
But. • l·butanol¡ • Zn-PPi 0.5 m.M, pH 6.5¡ n.d. • no determinado, 
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tranamembranal de protonea catalizada por la F0F1 de mitocondria (Caiell y col., 1971), 

cloroplaato (Sigriat-Nelaon y Az:z.i, 1980), E11cherlchla coli (Senior, 1985), Streptococcu1 

faecali1 (Uarold y col., 1969),. la B··PPiasa membranal de lb nihrum (Nyrén y col,, 1991), y 

de al¡un&1 otra• enzima• tales como la citocromo e osidaaa mltocondrlal {Casey .. y col., 

1980), la nicotinamida nucleótido transhidrogenasa mltocondrial (Pennin&toa y Fischer, 

1981¡ Phelps y Batefi, 1981), el complejo bc1 de corazón de bovino (Nale~ y col, 1983), &1i 

como de algunas otras H'·ATPasas (Schizosaccharomyces pombe y Saccharomycc11 

cerevisiae; Gotreau y Slayman, 1981). Sin embargo, en la B'·ATPasa de la membrana 

plasmática de Neurospora craua {Goffcau y Slayman, 1981¡ Suuman y Slayman, 1983}, la 

actividad catalítica se inhilJe pero no la translocación de n·, lo que sugiere que dlcba u·. 

ATPasa posee un sitio sensible.ª DCCD ajeno al paso den• a través de la enzima. La Cas.· 

ATPasa de retículo sarcoplásmico se puede modificar químicamente con DCCD y perder la 

actividad catalítica, as{ como la del transporto de Ca,.. ~In ~mbargo, bajas concentraciones 

de caa. protegen a la enzima de la inhibición por DCCD, por lo que se ha poatulado que 

dicha carbodiimida interactúa con un carbos:ilo involucrado con el sitio de alta afinidad 

por Ca1• (Sacha y col., 1976). 

Por otro lado, en In bacteriorrodopsina de Halobacterium halobium. que e1 uno de 

los mejores ejemplos de enzima translocadora de a•, el DCCD no inhibe la translocación ni 

interactúa covalentemente con la bacteriorrodopsina inmersa en su membrana nativa 

(Solioz, 1984). Ea claro que la presencia de un sitio sensible a DCCD no ea una 

canacteristica común que compartan las enzimas translocadOra1 de e•, debido a que una 

vez que el DCCD reacciona con un carbo:lilo y se forma el aducto O·acilurea, eate puede 

seguir varias n&tas: a) el aducto 1e·rcarregla y forma N°acilurea: b) que reaccione con una 

amina, como nuclcófilo, y forme diciclobes:ilurca; c) que el nucleófilo sea arua y se revierta 

la reacción, quedando el carbosllo intacto, Sin embargo, el uso del DCCD para detectar 

posibles proteínas translocadora1 de protones ha sido un método diagnóstico ampliamente 
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aplicado, pero ca nccc1&rio estobtecer con claridad qué tipo de ruta puede aegulr ta 

reacción, aa( como 101 1itio1 específicos de intcrncclón con Ja proteína (Solioz. 1984), 

Como primera aproslmnción para dilucidar Bl la PPiasa membranal detectada en~ 

madma translocaba H\ se probó su sensibilidad a dos inhlbldore1 clásico1 del canal: el 

DCCD y 3ll>Sn, éste último inhibe la ATPslntasa de ft:. masima (Lerma y Gómez Lojero, 1982). 

Lejos de inhibir, ambas moléculas estimulan la actividad hidroUtlca de la PPiaaa 

membranal hasta 75 y 111%, respectivamente, dentro de un intervalo de concentrncione1 

donde el DCCD y 34'Sn Inhiben entre el 80 y 90% la actividad de ATPasa en partícula• 

submitocondrialca preparadas según Smith {1967), utilizando como sustrato ATP 3 mM y 

MgCl. 5 ml\ol en Tris-sulfato 70 mM y con sistema regcnador (fosfoenolpiruvato y piruvato 

cioa&a); y en ~ madma. Es poaible que el DCCD interactúe coo al¡ún carbosilo 

involucrado en la regulación de la PPiasa, ya sea en el sitio catalítico o en la prozimldad 

de é~te; Sin embargo, este es una posibilidad que queda abierta para dilucidane en estudio• 

posteriores. 

La actividad hldrolítica de la PPiasa membranal no se estimuló con el desacoplante 

CCCP (figura 10). Las vesículas de membrana tilacoide obtenidas por el método de arena 

están selladas, ya que al iluminarlas con luz actínica, a 30ºC, es posible detectar 

alcalinización del medio externo, debido al bombeo de u• hacia el interior de la veafcula por 

parte de ta maquinaria fotoslntética. Dicha alcalinización se evitó al incubar las 

membranas tilacoides con 100 µM CCCP (no se muestran datos), 

Ni él DCCD ni el 3<1>Sn inhibieron la actividad hidroiílica de la PPiasa ciloplá1mica. 
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Figura 10 Efecto del desacoplante CCCP sobre la actividad de la PPlasa membrana!. 

Condiciones: PPI 0.5 mM, ZnCl1 1 mM, Tris·maléico 50 mM pH 8.5. 
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3. 7 Morilldad electroforétlca 

Otro método para detectar la presencia de PPia&B• e1 re1i1trar 1u actividad 

hidrolítlca en geles de poliacrilamida en condicionc1 nativas e incubando en el medio de 

reacción a pH 8.0. Se utilizó como 1ustrnto 1 mlll Mg·PPI y 2 mM Mil'' libre, ya que por 

alguna razón, no el posible detectar actividad con Zo·PPl, a peaar de que in 1Ji1ro 1í ae 

detecta. 

En la fi¡ura 11 se muestra el barrido densitométrlco de las bandas donde se encontró 

la actividad de PPiasa del solubilizado de proteínas membranalea a 0.75% Tri ton X-100 y del 

precipitado 40.65% del citoplasma, en presencia do 0.1% Triton X-100 en el ¡el, 101 

amortieuadorcs y en la muestra de PPiasa citoplásmlca, con el fin de deacartar alsún 

posible efecto causado por el detergente. Se observa que la PPlasa citoplá1mica mirra a 

una distancia mayor (21.2 mm} que la membranal (19.4 mm). Es posible que la PPiasa 

citoplásmica posea un número mayor de residuos polares con carga que la membranal y por 

esa razón migre a mayor distancia en geles nativos donde infiuye tanto la carga como el 

peso molecular. 

3.8 Purificación parcial de la PPia!la.q citoplá.qmica de Spirullna manma 

Como se mostró en et punto anterior, In di!crenciaci6n física de la• PPi&1a1 de~ 

maxlma requiere preparaciones más puras, por lo que se hicieron intento• para aislar a la 

PPlasa citoph1smica. 

A pesar de que la PPlasn citoplásmica es una enzima ubicua en la Naturaleza, no 

existe consenso acerca de alguna estrategia para su purificación. Existen reportes en 101 

que utilizan agentes reductores, otros no lo hacen, algunos utilizan cromato¡rafíu de 

intercambio aniónico o catiónico o de afinidad, hidrosilapatita, exclusión molecular, etc., 

cada uno con amortiguadores de composición muy variada (ver Tabla 1), En el presente 
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Figura 11 Barrido dcnsitométrlco do la actividad de PPiasa membranal y citoplá1mica 

en gel de poliacrilamida nativo. 

El barrido densitométrico se obtuvo con el programa UltroScan XL {LKB). 
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trabajo se optó por 1eguir un protocolo 1imllar al reportado para la purificación de la 

PPlasa cltoplásmica de !!.:,rubrum (Klcmmo y Gucst, 1971),que consiste en precipitara BO°C 

el eztrncto crudo de citoplasma, y después fraccionarlo con 1ulfato de amonio. El 

precipitado con mayor actividad específica se 1ometió a dos cromatografías 1uce1iva1 do 

Intercambio aniónico: DEAE·celulosa y DEAE·Biogel A 

En la Tabla VI 10 muestra el resumen de la purificación parcial, Se puede observar 

que partiendo de una actividad específica de 0.29 µmol Pl/min/m¡ es posible lle¡ar ha1ta 

15.74 µmol Pi/minlmg deRpués de la cromatogrnffa de DEAE-Biogel A. ea decir, ae lo¡ra 

purificar 54 veces a la enzima. En la figura 12 se muestra un perfil de elución típico de la 

columna de DEAE-Blogel A. Sin embargo, no 10 observa el enriquecimiento de ninguna 

banda de proteína en gelea de poliacrilamida desnaturalizante• (fi¡ura 13). El par de 

bandas do 18-20 kDa que se observan claramente, son laa ficoclanobilin&1 que se copurifican 

con la PPiasa citoplásmica. Es posible observar su color durante la electroforesis, antea de 

teñir lo• geles. 

La muestra de DEAE-Biogel A contiene contaminantes de alto peto molecular, por 

lo que se intentó una cromatografía de ezclusión molecular en Ultrogel ACA 44, con un 

intervalo de eJl'cluaión de 10 a 130 kDa. Sin embargo, las fracciones que contenían proteína 

se colectaron dentro del volumen de ezcluaión (V.,) de Ja columna (3S.38 mi) determinado 

con azul Deztran (2 000 kDa), En lu figura 14 A se muestra el gel desnaturalizante de la1 

únicas fracciones que contuvieron proteína de la 19 a la 24, Es posible ob1enrar que lo• 

·componentes do alto peso molecular se excluyen en la& fracciones 20 y 21, y loa de bajo pe•o 

molecular eluyen en las fracciones 22, 23 y 24; sin embargo, nin¡una de la1 fraccione• 

obtuvo una actividad especifica mayor que la muestra de DEAE·Biogel A que &e aplicó a la 

columna. 

Se observó que es posible purificar el citoplasma de los pigmentos ficocianina y 

aloficociania, utilizando una columna de hidroxilapatita, que es una resina de intercambio 



TABLA VI Purificación parcial de Ja PPlosa citopJdsmJca de Spirulina masima 

Paso de Proteína, Actividad U Rendi· U/m¡¡ • 
purificación m¡¡ miento% proteína 

e:r:tracto crudo 335. 76 Sl.16 • 35 100 0.29. 0.1 1 

p 6511> 40.6. 2.7 74.09. 15 87 1.86. 0.5 6.4 

DEAE'>Celulo1a 13.9. 7.4 46.00. 23 52 3.36. 0.1 11.6 

DEAE·Blogel A 1.ii • 0.5 26,9. 11 32 15.74. 2 54.5 

Actividad, U • actividad total, µmol PümJn¡ U/mr proteína • actividad específica, µmol 
PVmin/m¡ proteína; :a:• veces purificachin. 
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Gel de poliacrilamida desnaturalizante de loa diferente• paao1 de la 

purificación parcial de la PPiasa citoplásmica de Spirulina mas:ima. 

Carril 1, extracto crudo; 2, p65%; 3, DEAE-celulosa; •, DEAE·Biogel A; 5, 

estándares de peso molecular (5 µg proteína). Cada carril contiene 20 PI 

proteína¡ el gel 1e tiñó con azul de Coomassie. 
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lónico en donde 1e quedan adherido1 lo1 pi¡meoto1. Una muestra de p65% 1e eluyó en una 

columna de hidrosilapatita con TZOB.6 y un p-adlente lineal de NaCl; 1in embargo, no •e 

obtuvo ninguna fracción con actividad de PPiasa, aunque al con protelna. Dado que la 

columna de hidrosilapatita está fonnnda por fo.tato de calcio, y se etuye Pi durante el 

esperimcnto, es posible que éste haya inhlbldo la enzima. Se probó la misma cromatografía 

en presencia de Triton X·lOO, como la reportaron Nyrén y col. {1991) para la purificación 

de la PPiaaa membranal de!!:. rubrum. Aunque sí se eluyó proteína, es decir, la ficoclanina 

y aloficocianina no se adhirieron a la resina {figura 14 Bl, ninguna fracción presentó un 

enriquecimiento notable en actividad específica con respecto al p40.65% con que se careó 

. la cotuuina. 

El último tipo de cromatografía empicada fue la de afinidad, reportada por Nyrén 

y col. (1991), cargando una muestra de las fracciones obtenidas con la columna de DEAE· 

Biogel A. No se el~uyó ninguna fracción con actividad de PPiasa, posiblemente debido a que 

la enzima se unió fuertemente al PPi conjugado a la resina aminohesil Sefarosa 4B (no se 

muestran 101 datos). 
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Gel de poliacrilamida de1oaturallzante de la1 fracciones de la1 columna• de 

Ultrogei ACA 44 (A) y de hidrosilapatita (8), 

Cada carril contiene 25 µ1 de cada fracción. 
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Existen pocas especies en las que se hoyn demostrado la presencia do do1 

pirofosfatasa11 la citoplásmica y la membru.nul, por ejemplo: Rhodospirillum rubn1m. 

mJtocondria de corazón y de hígado, y en Arnhidopsls thallana (para re(erencia1 ver Tabla 

]). La PPiasa citoplásmica es ubicua en la naturnle:r.a, por lo que muy probablemente •e 

encuentren en las especies en donde sólo se ha reportado la enzima memhranal, Lo 

interesante es explicar por qué cocxlStcn dos enzimas con la misma actividad catalítica en 

una célula, y con característica!I cinéticas y estructurales dif'erentes. 

Hasta el momento no so han reportado PPiasas en cianobacterias, por lo que el 

presente trabajo, de 1or publicado, podrá contribuir al campo do la bioenergética al 

describir dos PPJasas en Spindlna maxima. Por medio de experimento• de especificidad 

por sustrato &e determinó que existe hidrólisis selectiva de l\P•-pp¡ tanto en citoplBRma 

como en preparaciones de membrana tilncoidal, ya que no se observó hidrólisis inespecítica 

como en el caso de Ja tosfatasa alcalina utilizada como control. 

La PPlasa membrana! de!bruhrnm muestra un pH óptimode6.5para Ja hidrólis¡s, 

mientras que para la reacción de recambio p¡,pp¡ es de 7.5 (Ce lis, Romero y Gómez-Puyou, 

1985; Celi11 y Romero, 1987). LaJJ PPiasas inorgánicas de membrana vacuolar hidrolizan su 

sustrato en medios de reacción CU)'O pH es cercano a Ja neutralidad o ligeramente básico 

CBritten y col., 1989¡ lkeda y col., J991., .l\laeshl~ y Yoshida, 1989; Sarafian y Poole, 1989¡ 

Volk y col., 1983); sin embargo, en dichos trabajos no se buscó con intención UD pH óptimo. 

Por otro lado, las PPiasas citoplásmicas hidrolizan su sustrato a pH 8.0 o cercano 

(Kasho y Avaeva, 1984¡ Klemme y Gucst, 1971; Verhoeven y col., 1986)¡ excepto la PPiasa 

citoplásmica de Sulrolobus acidocaldarius cepa 7, que muestra UD pH óptimo de 6.5 a 56ºC 
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(Wakagi y col., 1992). 

En el caso de las PPlases de ~ J.!!!!!.Í.!!!!! se encontró que el pH óptimo para la 

hidrólials es de 8.0, y en la membranal de 6,5•7.0. Sin embargo, debe hacene notar el hecho 

de que las ves(cula1 mcmbrannles se prepnraron en un amortiguado[" que con tenia Tri1·HCl 

10 mM pH 8.6 y que al momento de agregarlas al mcdlo de reacción (que contiene Tris­

maleico 50 ml\.l pH 6.5), se formn un ópH transitorio, que quizás sólo dure pocos segundos, 

pero el cual probablemente repercuta en la nctivldnd cataUtlca de la enzima, Sin embargo, 

con los es.peri mentas reportados en esta tesis aún no queda completamente estabtecldo que 

ta PPiasa membrannl posea actividad trnnslocadora rle e• al hldrolizar el sustrato, 

Con respecto ni efecto de loa cationeS divalentes sobre la hidrólisis se debe resaltar 

que ambas PPiasas de§.=. maxima hidq>lizan Zn·PPi con valores de actividad comparables 

al sustrato clásico de las PPiasas: Mg-PPi. También es notoria la actividad hidrolítica de 

ambas enzimBB con otros c~mplejos M'··PPI: Co-PPi y ~tn:PPi, que al igual que el Zn, dichos 

metales pertenecen al grupo de los metales de transición. Sería interesante ahondar en la 

posible relación entre el tamaño del radio iónico del metal, el tamaño del complejo ?tf2•.pp¡ 

y la forma en que el sustrato se acomoda en el sitio catalítico de ambas enzimas, para 

dilucidar la selectividad por cationes divalentcs acomplejados con PPi. 

No se ahondó en la razón por la cual los fosfoHpidos inhiben a la PPiasa 

citoplásmica¡ sin embargo se puede observar claramente que, mientras la actividad de 

PPiasa membranal se estimula, la citoplásmica se inhibe, y esta es una forma más de 

diferenciar ambas enzimas. Esiste la posibilidad de que la PPiasa citoplásmlca de 'ª1 

maxima se comporte en forma similar a las lipoprotefnas. Dichas proteína• solubles 

contienen sitios de unión para fosfolfpidos y entran en contacto, frecuentemente, con la 

membrana citoplásmlca con el fin de transferir lfpidos a ésta, aunque siempre permanecen 

en solución (Tanford, 1980). ABf, es posible que el efecto inhibitorio que ejercen los 

fosfolípidos sobre la PPiasa citoplásmica sea un mecanismo de regulación de la actividad 



61 
hldrol!tlca. 

Es claro que ambas enzlmos se comportan de forma diferente frente a complejos Zn· 

PPi y Mg·PPi, ns( como n los inhlbldorcs butanol, IDP, MDP, 3i;.8o y DCCD, por lo que será 

interesante determinar sus repercusiones cu la cinética de loa enzimas. Es importante 

resaltar que ambas enzimas se Inhiben con NnF, inhibldor clásico para PPiasa1, lo que 

apoyo los resultados obtenidos en los experimentos de especificidad por 1u1trato: tanto en 

citoplasma como en membranas existe una actividad de PPiasa específica. 

Acerca de su movilidad clcctroforétlca en geles de poliacrilamida nativos, se hace 

notar que se obtuvo el mismo resultado al ngrcgar Ja misma concentración de Triton X-100 

que contenía el solubilizado de protcína9 mcmbranales, tanto el la muestra de PPiasa 

citoplásmlca como en el gel y los amortiguadores, lo quo permite descartar la po1ibllidad 

de que el detergente provoque una migración anómala de las proteínas del solubilizado. 

El resultado sugiere que la PPiasa membranal es una proteína más hidrofóbica, con un 

número de aminoácidos cargados menor que la PPiasa citoplásmica. Lo anterior est4 

apoyado por los trabajos de Sarafinn y Poole (1989) y Sarafian y col., (1992), donde se 

reporta la purificación de la PPinsa vacuolar de f=. thnliana y la clonación del gene que 

codifica para dicha enzima, revelando un caracter fuertemente hidrofóbico, ya que el perfil 

de hidropatía sugiere 13 cruces tranamembranales. 

Durante la puficación de la PPiasa citoplásmica se copurifican ficobiliproteína1 que, 

por los valores de área relativa obtenidos de los barridos densitométricoa de los geles de 

poliacrilamida desnaturalizantes, oscilan entre 60·7lY.b (no se muestran los datos). Debido 

a que no se observa el enriquecimiento de ninguna banda de proteína correspondiente a 

la PPiasa citoplásmica, no es posible estimar la proporción de PPiasalficobiliproteínas en 

cada paso de la purificación parcial. 

Por último es necesario determinar cuál es la causa por la cual no se observó el 

enriquecimiento de ninguna banda de proteína en geles de poliacrilamida 
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desnaturalizantea, a pesar de que conforme aumentan 101 pasos de purificación de la PPlad 

citopldsmica, la actividad específica aumento significativamente. La posibilidad de que 

puentes disulfuro provoquen la formación de oll¡ómeros se puede descartar debido a que 

los amortiguadores empleados durante la purlflcaclón contienen fi·mercaptoetanol. 

Asimismo, las intcraccionc1 lóoicas entre proteinaa que provoquen la formación de 

acúmulos debido a la prc1encia de sales también se podría descartar, ya que las mue1tra1 

y fracciones colectadas de las cromatografías se dializan. Sin embargo, podría intentarse 

una purificación en presencia de agentes quclnntcs para descartar completamente esta 

posibilidad. Dado que las cromatografías de exclusión molecular y do afinidad empleadas 

no fueron de gran utilidad, debe recuITirse a otro tipo de estrategias, tale& como: resinas 

hidrofóbicas, electroelución y geles en dos dimensiones, 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Exsiten dos pirofosfntnsus, unn citoplásmica y otra mcmbrannl, en la cianobacteria 

~ mnslmn difcrcnciables por las siguientes características: 

a) amba1 son PPinsa1 inorgánicas que hidrolizan complejos J\.r•.pp¡; Ja citoplásmica 

hldrollza Mg·PPi a pH 8.0 y Mg'* librc la actlvn, mientras que la mcmbrnnal hidroliza Zn· 

PPi a pH 0.5 y requiere zntt pnrn su actividad e hidroliza Mg-PPi a pH alcalinos, 

b) la presencia de fosfolfpidos estimula la actividad del solubilizado al 0.75% Triton X· 

100 pero inhiben a In PPiasa citoplásmica, lo que sugiere 

existe una PPiasa asociada o la mcmbntna¡ sin embargo, acerca de su actividad 

translocadora de e• no es posible afirmar nada con certeza aún, ya que ni los inhibidores 
0

clásicos de canales de u•, DCCD y 34'Sn, ni el desncoplante CCCP, ejercen un efecto 

inhibitorio (en el primer caso), ni estimula.torio de In actividad (en el segundo caso}, 

e) Ambas enzimas ion sensibles a NaF, y la membranal lo es a IDP y MDP. 

d) Es posible difercncinr físicamente por movilidad elcctroforética a ambas enzimas; 

la PPiasa citoplásmica se caracteriza por migrar a mayor distancia que la membraoal, 

debido posiblemente a que contiene un mayor número de residuos polares. 

Las perspectivas de trabajo son numerosas. Es posible abordar el estudio de la1 

propiedades cinéticas de ambas enzimas, su dependencia por r.r• libre y su respuesta a 

diferentes inhibidores. Con respecto a la PPiasa membnmal, es necesario responder la 

pregunta a cerca de si la hidrólisis del sustrnto está acoplada al bombeo de H\ como oculTC 

en lns demás PPiasas membranalcs reportadas, y estudiar el efecto del componente 
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eléctrico del potencial electroquímico, si es que ocurre que ésto participe en la reacción, 

Se su¡iere el empleo de técnica1espectroOuorométrica11 utilizando anaranjado do acridlna, 

9·aminoacridina o rojo Cresol para medir dpH, y mctUtrifenilfosfonlo o tetrafeoilborato 

para tJ.v¡ (Cramer y Knaff, 1991 ), Es necesario responder cuú.l es la orientación de la PPlasa 

membranal, aunque todo parece indicar que su sitio activo so encuentra mirando hacia el 

citoplasma, al il(Ual que la ATPsintu.sa; sin embargo, debe ratificane con más esperiment01. 

Asimismo, se debe estudiar más a fondo si la actividad de PPia1ta encontrada on la 

membrana so debe a una proteína intrínseca o a una periférica, Dicho estudio se sugiere 

ya que se requirió uri porcontrajc bajo de detergente para obtener la preparación con 

actividad estimula ble por fosfolípidos. Sin embargo, se sugiere que la PPlasa membranal 

de §... mastmo es uno proteína integral d~ membrnnal. Debe estudiarse con más 

detenimiento el efecto inhibitorio o regulatorio que ejercen los fosfolípidos totales de soya 

sobre la actividad de la PPiasa citoplásmica. 

Por último, se requiere de preparaciones más puros que permitan diferenciar 

físicamente ambas enzimas, por lo que se deben realizar cspcrimentos tendientes a su 

purificación. Con preparaciones puras es posible esplorar la posibilidad de 

entrecruzamiento de anticuerpos entre PPiasns, citoplásmicas y membranales, así como con 

las subunidades catalíticas de la11 FNIA·ATPasas y con las subunidades del canal de las e•. 

ATPasas. Lo anterior abre la posibilidad de iniciar estudios comparativos con un enfoque 

evolutivo, con el fin dilucidar el parentesco entre las H··ATPasas y las PPiasas, así como 

las relaciones filogenéticas entre las PPinsas. 
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