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En una curva de la vida
(A la memoria de mi madre)

Hoy quiero convidar esta alegria
a dos figuras de mi historia
que se cruzaron en la misma curva de la vida

una de ida
la otra de vueita

la una se llevé grandes cosas

la otra llegd con un ramo de flores frescas
CON nuevo aroma
y un gran invento

la una me entregd su pecho en el rincon
de su abrazo
la otra estrend el calor de mi beso

la una me regad un universo
la ofra lo tachoné con las estrellas de sus ojos

la una construyé una vida
la otra reinventa el futuro
arafiando las paredes de mi habitacién

la una fue un atardecer que se fue
la otra es un despertar entre nuevas cosas
/pequenas cosas/
gue me cuentan sobre sitios que aun
quiero conocer

la una fue un arbol de raices hondas
la otra es apenas un retofito que le coquetea al sol
al cieto y sus nubes

la una fue el abrigo

que uso la otra

el dia que llegd
después de saludarse
en una curva de la vida.

(Febrero 2001)



A Sebastian

Jinete de manos firmes

que forjan su historia

domando unicornios y pegasos

para volar al viento

y remover las hojas que borrachas
han caido del arbol

Mago que crea suefios con Sus manos
que de pronto dijo una patabra
y rabo el conejo lunar
para esconderlo junto al corazon
y al resto de sus suerios

Hombre aGn de pocas palabras

y 0jos negros

de manos regordetas

y aventuras en tierras lejanas que bailan un vals

Nifo-fusil contra la tristeza
nifto-cuento para dormir
niftio pequefho

que lo es todo a la vez.

(Septiembre 2000)
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(A Eivia)

Amar es disfrutar de [a sorpresa
de las imperfecciones
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Solo en el silencio la palabra
stlo en la oscuridad la luz
s6lo en la muerte la vida,

el vuelo del halcon

brilla en el cielo vacio

La Creacion de Ea
-Un mago de Terramar-,
Ursula K. Leguin.



PROLOGO

Este trabajo doctoral esta basado en el esiudio de la actividad cinética de la
ATP-difosfohidrolasa que se encuentra asociada a las mitocondrias de la placenta
humana. Se analiza el posible pape! que desempefa esta enzima en el
metabolismo mitocondrial, en particular en la sintesis de progesterona.

E! trabajo escrito esta dividido en un cuerpo principal y tres apéndices. En
aquel se incluye el resumen, la introduccion, la metodologia, los resultados, la
discusion vy las referencias; en el apéndice A incluye la copia del sobretiro del
articulo de investigacién publicade. El siguiente apéndice contiene el articulo de
revision publicado durante el periodo que comprende los cursos formales del
doctorado, y por Ultimo, en el apéndice C se explican las bases matematicas del
regrafico de competencia.

Se sugiere que la revision de la tesis se inicie por el articulo publicado v
continuar con el cuerpo principal. Esto se debe a que la informacion contenida en
el articulo es |la base para los experimentos v resultados descritos en el cuerpo

principal, y que se incluyen en el articulo en preparacion.
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RIS5UMIN

(2 magia estd en [a sangre, fluye del corazén. (ada ver que la wtilizas, parte de ti mismo

desaparece con ella. $6lo cuando estés preparado para entregarte sin recibir nada a cmbio,
|2 magia te servira.

Theobald Morath Beckman, maestro.

(L2 Forja de un Ténica Negra, vol. |, -Raistlin, el Aprendiz de Mago-,
Margater Weis)



RESUMEN

En este trabajo se estudio el efecto del inhibidor 5-p-fluorosulfonilbenzoil
adenosina (5'-FS0,BzA), un analogo no hidrolizable del ATP, sobre la actividad
de la ATP-difosfohidrolasa (apirasa) asociada a la membrana interna de las
mitocondrias de fa placenta humana. La incubacién de la fraccién enriquecida con
la actividad de la apirasa con 1 mM de 5-FS0;BzA durante 90 min, disminuyé la
actividad de ATPasa y ADPasa dependiente de Ca”* o Mg® en un 60 y 70%,
respectivamente. La adicidn de los nucleosidos tri- o difosfatados con el 5'-
FSO:BzA provee una proteccion de la actividad de la apirasa mayor al 90%, lo
gue indica que el inhibidor se fija en el sitio de union para el ATP o el ADP en la
ATP-difosfohidrolasa. En las mitocondrias aisladas de la placenta humana, la
adicion del 5'-FSO,BzA produjo |a inhibicion del consumo de oxigeno inducido por
el ATP y de la sintesis de progestercna. Los resultados permiten conciuir que (1)
la hidrélisis del ATP y el ADP se realiza por la misma enzima; (2) el 5-FS0O,BzA
se une especificamente al sitio activo de la ATP-difosfohidrolasa; (3) los cationes
divalentes no son requeridos para la union del inhibidor o el sustrato al sitio
activo; (4) la aclividad de la apirasa desempena un pape! importante en el
metabolismo de las mitocondrias de la placenta humana a término y esta

directamente involucrada con la sintesis de progesterona.



INTRODUCCION

£l mago inteligente, se dijo Elminster, recordando las palabras de Mystra,
finge no saber nada en absoluto sobre [a magia.

Luego, con ironfa afiadif el corolario: cuando adquiera auténtica sabidurfa,
sabrd que en realidad no fingfa.

Elminster, mago.
(Myth Drannor, Ed Greenwood)



INTRODUCCION

EI papel biotdgico del ATP no se limita dnicamente al suministro de energia
en los diferentes procesos metabolicos, sino que su participacién celular involucra
tambien a la transmisién de informacion en el sistema nervioso central y
periférico. En general, el ATP, el ADP, el AMP y la adenosina estan relacionados
en el control de diversas vias metabdlicas que frecuentemente son antagénicas,
por lo que debe de existir un estricto control de su concentracion a nivel
intracelular.

Diversos estudios encaminados a esclarecer los mecanismos que regulan
el nivel de los nucledtidos en las células y los tejidos, aportan evidencias que
sugieren que las ATP-difosfohidrofasas (EC 3.6.1.5), cominmente llamadas
apirasas, pueden participar en tal modulacién (1) repercutiendo en mecanismos
tales como la transmision de informacién en el sistema nervioso central y
periférico (2); la regulacién de la agregacion plaquetaria (3, 4) y la presién
sanguinea (5, 6); la glicosilacién de las proteinas y el metabolismo de los
carbohidratos (7, 8) y la regulacion y proteccién de la integridad de las
membranas biolégicas (9, 10). Aunque los datos no son concluyentes, la
abundancia y concentracion de las apirasas, asi como su alta capacidad catalitica

tanto en las células procariotas como eucariotas (5, 11-14), apoyan la hipotesis



de que estas enzimas desempefan un papel importante en el metabolismo celular
de los nucledtidos.

Las ecto-apirasas pertenecen al grupo de glicoproteinas membranales
denominado ATPasas de tipo E, en el cual también se incluyen a las ecto-
ATPasas. Ambos tipos enzimaticos tienen una alta capacidad para hidrolizar a los
nucledtidos pulricos y pirimidicos, tri o difosfatados. Su actividad es totalmente
dependiente de cationes divalentes como el Ca®* o el Mg® en el intervalo de
concentracién milimolar y sen insensibles a fos inhibidores clasicos para las
ATPasas delfipo P, F o V (15).

Una diferencia enzimatica importante entre las ecto-apirasas y las ecto-
ATPasas, es que las primeras presentan la capacidad de hidrolizar a los
nucledsidos tri (NTP) y difosfatados (NDP) con velocidades similares, mientras
que las ecto-ATPasas tienen una velocidad de hidrdlisis tipica para los NTP que
es 25 veces mayor que para los NDP. Sin embargo, ambos tipos enzimaticos son
incapaces de hidrolizar a los ésteres de fosfato {(15).

El pH éptimo para la actividad de las apirasas de plantas es de 6.5 (13, 16)
mientras que aquellas de origen animal presentan una mayor actividad a valores
de pH superiores de 7 (13, 17). Todas las apirasas son resistentes a los reactivos
especificos para la modificacion de los grupos -SH (12, 18 y 19) pero son
sensibles a los agentes quelantes (14, 20), a los andlegos del ATP (20, 21) y

algunas de ellas al HgCk (12, 17, 22).



La estructura de las apirasas

Las ATP-difosfohidrolasas son enzimas de membrana que hidrolizan al ATP y
al ADP hasta AMP liberando fosfato inorgdnico. Los estudios llevados a cabo con
las apirasas purificadas de diversos organismos y tejidos muestran que se trata
de una proteina glicosilada de aproximadamente 70-100 kDa en estado nativo;
esta variacion en la masa molecular depende del namero de sitios de glicosilacién
asi como del tipo y unidades de carbohidratoes incorporados.

Recientemente se han obtenido las secuencias de los residuos de
aminoacidos de diversas apirasas, entre las que se incluyen a la de cerebro
humano (HB6) (23), las isoformas de los linfocitos de humane (CD39, CD39L y
CD39L3) (24) y de raton (CD39) (26}, las del sistema vascular de mamiferos (27),
las de aves (28), las de bovinos (29} y las NTPasas de plantas (29) (Fig. 1).

El analisis de su estructura primaria permite predecir una masa molecular
de entre 30-70 kDa en ausencia del enramado de carbohidratos y un pl de 7.9;
asimismo, poseen un ndmero variable de sitios de glicosilacién y entre 11 a 13
residuos de cisteina en fas proteinas animales y solo 7 en plantas (Fig 1).
Aunado a esto, presentan un sitio polencial de fosforilacion por una proteina
cinasa dependiente de AMPc¢/GMPc asi como una tirosina susceptible de ser

fosforilada {23).



El andlisis de hidropatia predice la existencia de dos regiones
transmembranales con estructura de a-hélice, una a cada extremo de la proteina
y un dominio extramembranal que comprende al 85% de la estructura proteica y
en donde reside la actividad catalitica (Fig. 2) (23, 25).

El alineamiento de diversos miembros de |a familia de las ATPasas del tipo
E. muestra cinco regiones de identidad en la secuencia de los residuos de
aminodcidos, denominadas como “regiones conservadas de las apirasas” (ACR,
del inglés, apyrase conserved regions) (24, 30) (Fig. 1).

La mutacion selectiva de diversos residuos de amincacidos en las
diferentes regiones ACR modifica la actividad de fas apirasas, lo que sugiere que
tienen una participacidén muy importante en la catalisis enzimatica asi como en la
integridad estructural de la proteina,

En este sentido, la mutacion del residuo de aspartico por alanina o
asparagina de la regidon ACR V (Fig. 1) disminuye en >90% la actividad de
ATPasa de la apirasa, y elimina totalmente la hidrélisis del ADP. Asimismo se
pierde la capacidad de hidrolizar cualquier otro nucledsido tri o difosfatado. La
mutacién de este residuo de aspartico por glutamico no afecta la capacidad
catalitica de la apirasa en presencia de ATP, mientras que su aclividad de
ADPasa solo disminuye sutilmente (31).

La mutacion de otro residuo de aspartico, ahora en la regidon ACR | y de los
residuos de glicina de la region ACR | y IV también provocan una disminucién en

la actividad de la apirasa. Estos resultados muestras que dichas regiones



contienen los residugs para la fijacién o la catalisis de los grupos fosfato B y y de
los nucledtidos, 1o que se asemeja a lo que se encuentra en la superfamilia de Ia
actina/HSP70/azlicar-cinasa (31).

Por ofra parte, la eliminacion total de la regién ACR | o ACR V disminuye
substancialmente el transporte de la enzima a la superficie membranal, al parecer,
debido a un ma! plegamiento de l|a proteina. La eliminacion de la region
transmembranal del extreme amino y de la regién ACR V provoca la localizacion
intracelular de tales mutantes. Finalmente, la eliminacion de la regidon ACR | o
ACR IV disminuye su expresion cejular, lo que indica que hay un requerimiento de
esas regiones para el plegamiento apropiado de |la proteina y su expresion en
condiciones tales que pueda desempenar su pape! fisiologico.

El grupo de Kirley (32) ha realizado la mutacion de dos residuos de
triptofano de las regiones ACR Ill y V (Fig. 1). La sustitucién del residuo de
triptofano por alanina en la regidn ACR Il produce una expresion pobre de la
apirasa, ademas de disminuir su actividad y dejar a la enzima en el interior
celular, en contraste con el comportamiente de la proteina silvestre. Asimismo,
esta mutante es sensible a la digestion proteoclitica por la quimotripsina, lo que
sugiere que la mutacion altera su estructura terciaria e impide su transportacion a

la membrana plasmética y la hace sensible a ser degradada.



HBE (H.sapiens)

CD319 {H.sapiens)

CD39L (H.sapiens)

CD39L2Y (H.sapiens)

CD39 (M.musculus)
apirasa (H.sapiens)
Ecto-apirasa L(H.sapiens)
Ectc-apir II {H.saplens)
Ecto-ATPasa (G.gallus)
Ecto-apirasa (G.gallus)
Apirasa (B.taurus)
NTPasa (A.chaliana)

HB6 {H.sapiens)

CD39% [H.sapiens)

CD3SL (H.sapiens}

CD39L3 (H.sapiens)

€039 (M.musculus)
Apirasa (H.sapiens)
Ecto-apirasa I(H.sapiens)
Ecto-apir I1 (H.sapiens)
Ecto-ATPasa (G.gallus)
Ecto-apirasa (G.gallus)
Apirasa {B.ctaurus)
NTPasa (A.chaliana)

Figura 1. Alineamiento de la secuencia de los residuos de aminodcidos de diversas apirasas de mamiferos, de aves y de plantas.
Se muestran las asparaginas (N) de los sitios potenciales para la glicosilacidn (*); la treonina (T} en el sitio de fosforilacion
dependiente de AMPc/GMPe (V) y la tirosina (Y) que puede ser fosforilada (T). También se muestran las 13 cisteinas (C)
conservadas asi como las regiones ACR 1, 1], [ll, IV y V. Se muestran los residuos de acido aspartico (D) y de glicina (G) de las
regiones ACR |y IV, involucrados en la fijacidn del fosfato §§ y ¥ del sustrato, respectivamente. Asimismo, se muestran fos residuos
de triptofano de las regiones ACR Il y V involucrados en el mantenimiento de la actividad de la apirasa. Por ultimo, se muestran las
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Figura 1. continuacion.
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En contraste, la mutacién del triptofano de la regién V (Fig. 1) produce la
estimulacion de la actividad de nucledtido trifosfatasa (NTPasa) pero disminuye la
de NDPasa. La localizacion celular de esta mutante es similar a la proteina
silvestre. Aunado a esto, si se realiza simultaneamente |la mutacién del residuo de
triptofano de la region ACR V y el aspartico de la region ACR IV, se obtiene una
enzima que hidroliza preferentemente a los nucledsidos trifosfatados. Esta doble
mutante presenta una relacion de las velocidades de hidrélisis de ATP/ADP de
11:1 y de 148:1 para la relacion GTP/GDP, ademds, adquiere resistencia a la
accion de la azida de sodio (32).

Por ofra parte, la eliminacién de la region ACR V y de la region
transmembranal del extremo carboxilo, inhibe de manera importante la actividad
de la apirasa. Esta mutante ya no es reconocida por el anticuerpo monoclonal
BUB1, lo que sugiere como epitope a la regidn del carboxilo terminal (31).

Por ditimo, las regiones transmembranales estan invclucradas en la
formacion de dimeros, trimeros o tetrameros (33) lo que produce una enzima con
mayor capacidad catalitica. La eliminacion de cualquiera de éstas disminuye la
actividad de la apirasa y aumenta su resistencia a la desnaturalizacion por los
detergentes. Lo anterior sugiere que los contactos entre estos dominios en los
MoNomeros son necesarios para alcanzar ta maxima actividad enzimatica (30).

Asi pues, las regiones ACR |, IIl, IV y V y las regiones transmembranales
son necesarias para el mantenimiento de la actividad enzimatica, la integridad

estructural ¥ la expresion de la proteina en las membranas celulares (34),
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Figura 2. Modelas de la estructura secundaria de la ATP-difosfohidrolasa. En A se muestra la fopologia 38pafapa de los dominios de la ATP-
difosfohidrolasa basada en el andlisis de la secuencia de los residuos de aminoacidos de la subunidad monomérica de la enzima {prediccion
consenso de la estructura secundaria de la Figura 1). Se muestran las regiones ACR |, I!, Ill ¥y 1V asi como la presencia de los dominios
estructurales. Asimismo se muestran los sitios potenciales para la glicosilacién (*, \L/), asi como los residuos de cisleinas conservadas (c,O ). El
sitio de fosforilacién dependiente de AMPc/GMPc se muestra como (4 en el ACR IV y la tirosina fosforilable como Ny enel ACRI, asi como la
region epitope en el extremo carboxilo. En B se observa el posible arreglo en dos dimensiones de fos dominios Bfifafafa de la apirasa asi coma
la localizacion de las regiones que fijan al fosfato f y y del sustrato { ¥ ). Aunque el nimero y la posicion de los puentes disulfuro se desconoce,
Su presencia se basa en la resistencia de la apirasa a la protedlisis asi como su inhibicion por ditiotreitol.



Aunado al papel que desempefan las regiones transmembranales en la
oligomerizacion de las apirasas, la glicolisacién también participa en dicho
proceso (31), Al parecer, la estructura cuaternaria de esta enzima depende de la
presencia de las cadenas de glicanos. En este sentido, el tratamiento de Ia
apirasa con la N-glicosidasa F causa una disminucion en el peso molecular de fa
proteina ascciada a la pérdida de la actividad con respecto al tiempo.

El uso de la tunicamicina en las células previene completamente la
glicosilacion y produce una apirasa incapaz de hidrolizar al ATP o al ADP. Sin
embargo, la expresion y localizacion de esta apirasa no glicosilada es similar a la
enzima silvestre (31).

Lo anterior sugiere que la glicosilacion es necesaria para [a
homooligomerizacion y la actividad de hidrélisis sobre los nucledtidos, pero no
para su expresion, plegamiento, transporte y correcta distribucién a nivel celular.

Por ofra parte, los residuos de cisteina contribuyen a la estabilidad
estructural del monémero de la apirasa por medio de la formacion de puentes
disulfuro. La formacién de estos puentes esta basada en que 1) las cisteinas se
encuentran expuestas a un medio oxidante, 2) los reactivos para su modificacién
quimica selectiva no inhiben la actividad de la ecto-apirasa de las aves y 3) el
ditiotreitol produce la inhibicion de la enzima (33). Los puentes disulfuro
intramoleculares podrian participar en el incremento en la estabilidad de la
proteina y probablemente contribuyan a la resistencia frente a la accidn de las

proteasas caracteristica de estas proteinas (23).



En cuanto a la estructura secundaria, se predice una topologia PpBapfofa
(Figs. 1y 2) (31). Esta es una caracteristica comuin de todos los miembros de {a
superfamilia de la actina/HSP70/azlcar-cinasa, ademas de presentar dos
dominios con un arreglo similar cuya asociacion tridimensional forma una gran
hendidura, con el sitio para la fijacion del ATP o el ADP en el fondo de ésta (36).
Se ha propuesto gue para llevar a cabo la hidrdlisis del sustrato, existe un cambio
conformacional de estos dominios, lo que induce la apertura o el cierre de esta

hendidura, permitiendo asi fa catalisis enzimatica.
El mecanismo catalico de las apirasas

En general, se ha observado que los productos de la hidrélisis del ATP o el

ADP, catalizada por las apirasas, son el AMP y el fosfato inorganico, Al parecer,
el AMP puede acumularse en los primeros estadios de fa reaccién, ain cuando el
ATP se encuentre en alta concentracion en el medio (37).

En este sentido, el empleo de técnicas de HPLC asociadas al uso de
sustratos marcados radiactivamente, ha permitido determinar que la relacién entre
el ortofosfato liberado y el AMP (Pi/AMP), al hidrolizarse el ATP, es igual a 2,
mientras que al tener al ADP como sustrato esta relacion es de 1 (37). La

capacidad que tiene la apirasa para hidrolizar al pirofosfato de tiamina (15) y en



menor grado al pirofosfato (42), sugiere que ia velocidad con que se libera al
ortofosfato esta relacionada al niUmero de enlaces pirofosfato disponibles en cada
ciclo catalitico, ademas de necesitar de la base nitrogenada y el aztcar para
anclar al sustrato al sitio activo.

Para explicar el ciclo catalitico de las apirasas empleando al ATP como
sustrato inicial, se han sugerido dos posibles mecanismos. En el primero, se
considera un mecanismo con un solo paso en la catalisis (Ec. 1), mientras que
para el segundo modelo se involucra una reaccién con dos pasos cataliticos,
donde se involucra al ADP como un intermediario (Ec 2):

ATP +2H,0 — AMP + 2Pi (Ec. 1)
ATP + H:O «—— ADP +Pi +— AMP +Pi {Ec. 2)
H.0

Para dilucidar el tipo de mecanismo que sigue l1a apirasa, Tognoli y Marre
(37) emplearon ADP y ATP marcados con fosfato radiactivo en 1a posicion B o y.
Ellos demostraren que en presencia de ATP marcado, la adicion de ADP no
radiactive produce una disminucion de casi el 50% en la liberacion del fosfato
radiactivo de la posicidn § 0 y. Esto sugiere que el ADP compite con el ATP para

fijarse en el sitio activo de la enzima.



Asimismo, Togncli y Mare (37) han propuesto el siguiente mecanismo para

la hidrélisis del ATP por |a apirasa microsomal del tallo del chicharo:

H,0 H0
\

ATP + E*—* ATP-E +> ADP-E-Pi'—[' ADP-E A AMP-E-Pi'—[‘ E + AMP

Pi Pi

Este esquema es correcto solo si la hidrélisis del ATP se lleva a cabo por
una sola enzima y no por dos distintas (una ATPasa y una ADPasa, por ejemplo).
En este sentido, la adicion de ADP sobre la concentracién optima de ATP, no
produce un aumento en la liberacién de fosfato del ATP (37, 40); mas aun, la
presencia del nucledsido difosfatado puede disminuir la catdlisis del ATP. Lo
anterior indica que el sustrate es hidrolizado por la misma enzima, ya que la
presencia de enzimas distintas podria provocar un aumento en la produccion de
fosfato inerganico.

Asimismo, existen otras observaciones experimentales que sugieren gue la
hidralisis del ATP o el ADP se lleva a cabo por la misma enzima: i) la inactivacion
térmica de la apirasa o por el uso de radiacidn gama, muestra una cinética de
inhibicién similar, ya sea en presencia de ATP o de ADP (17, 39, 40); ii} durante el
proceso de purificacidn se mantiene la relacién entre la velocidad de hidrélisis del
ATP y el ADP (40-42); iii) el pH dptimo para la catalisis de ambos sustratos es

similar (42) y iv) el uso de inhibidores, activadores y la modificacion quimica de



los residuos de aminoacidos del sitio activo de la apirasa alteran de forma similar
la actividad enzimatica en presencia de ATP o ADP (13, 14, 17, 18, 38).

Recientemente se ha descrito la presencia de una ATP-difosfohidrolasa en
las mitocondrias de la placenta humana (42). Esta apirasa esta fuertemente unida
a la mitocondria con el sitio activo dirigido hacia el espacio intermembranal.
Existen evidencias de que su actividad esta intimamente involucrada en el
metabolismo energético y el esteroidogénico (43). En este sentido, datos
experimentales indican que esta enzima es capaz de estimular el consumo de
oxigeno en las mitocondrias integras de la placenta, cuando hidroliza al ATP (63).
Sin embargo, es importante sefalar que este fendmeno no induce el
desacoplamiento de la respiracién mitocondrial, lo que sugiere que la apirasa
desempena un pape! importante en el metabolismo energética de la placenta.

Aunade a lo anterior, se ha descrito la inhibicion parcial de esta enzima por
vanadato de sodio (42) y su efecto sobre la incorporacion del colestero! a las
mitocondrias de la placenta humana (61); asimismo, se ha descrito en este
sistema mitocondrial que la sintesis de progesterona es dependiente de un
componente proteico sensible a la degradacion por tripsina (44).

Por Ultimo, la caracterizacién cinética de esta enzima (42), mostré que el
comportamiento catalitico se ajusta al modelo de cooperatividad negativa, con un
numero de Hill de 0.5, una [Sls de entre 2-10 mM y una Vmax de 380 nmolas de
Pi/ mg/ min para los nucledsidos tri- y difosfatados, donde la relacion de hidrdlisis

NTP/NDP es 1. La actividad de esta ATP-difosfohidrolasa es totalmente



dependiente de cationes divalentes (Ca*", Mg”" o Mn?"), siendo el calcio el catién
que produce una estimulacion de casi 6 veces la caldlisis de! complejo lantano-
pirofosfato (La-PPi).

El uso de los inhibidores es una herramienta Util en la caracterizaciéon de
las funciones enzimaticas. Sin embargo, la falta de un inhibidor especifico para
tas ATP-difosfohidrolasas limita e! estudio de su pape! en el metabolismo
mitocondrial. La 5'-p-fluorosuifonilbenzoil adenosina (5'-BS0,BzA), un analogo no
hidrolizable del ADP o ATP que reacciona especificamente alquilando algunos de
los residuos de los aminoacidos presentes en el sitio para la fijacion del ATP de
una gran variedad de enzimas (45), ha sido empleado para la modificacién
covalente del sitio activo e inhibir a las ATP-difosfohidrolasas de diferentes tejidos
de los mamiferos y peces (22, 46, 47). Se ha sugerido que la region fluoro sulfonil
del inhibidor se ubica en una posicién analoga a la del fosfato gamma del ATP, lo
que le permite actuar como un agente electrofilico y reaccionar covalentemente
con diferentes residuos de aminoacidos. Asi, este reactivo es un inhibidor
adecuado para la modificacion especifica de los sitios de fijacion de los
nucledtidos puricos en las proteinas. Por todo esto, el 5-BS0,BzA puede ser
empleado como una herramienta en la caracterizacion del papel que desempefa
la apirasa de las mitocondrias de la placenta humana.

En este trabajo se analiza la cinética de inactivacion de la ATP-
difosfohidrolasa de la mitocondria de ia placenta humana por el 5'-FS0.BzA.

Asimismo, se analiza la repercusion de la inhibicidn de la actividad de dicha



enzima gsobre dos procesos metabolicos importantes en las mitocondrias aisladas
de la placenta humana: (1) la estimulacién del consumo de oxigeno en presencia

de ATP y {2) |a sintesis de la progesterona.
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M3TODOS

{a hoja de 13 espada ha de templarse con ¢l fiiego o de lo contrario se quebrard.
Par-Salian, herrero.

El alma de un mago se forja en el crisol de 1 magia.

Antimodes, de los Tdnicas Blancas.

(La Forja de un Tinica Negra, vol. I1, -Raistlin, Crisol de la Magia-,
Margaret Weis)



METODOS

La obtencion de Ia muestra de la apirasa

La purificacion de las mitocondrias del sinciciotrofoblasto de la placenta
humana a términc se realizé por una modificacibn del método reportado por
Flores-Herrera vy cols. (42) y que se describe en Martinez y cols. (43). Las
particulas submitocondriales se obtuvieron de aproximadamente 60 placentas
empleando el método reportado por Martinez y cols. (50), y almacenadas a -70°C
hasta el momento de usarlas.

La obtencién de una fraccion enriquecida con la actividad de la apirasa se

realizd por el método descrito por Flores-Herrera y cols. (42).
La determinacién de la concentracion de proteina

La cuantificacion de la concentracion de la proteina se realizd segin una
modificacion del método descrito por Lowry y cols. (51), el cual consiste en tratar
a la muestra con 0.017% del detergente desoxicolato y su precipitacidn con el
acido tricloroacético al 6% (52). Se recupero la fraccion proteica por medio de
centrifugacion y se determind su concentracion utilizando como estandar a la

albUmina sérica de bovino cristalizada {BSA).
La deteccion de carbohidratos asociados a la apirasa

La deteccion de carbohidratos asociados a la ATP-difosfohidrolasa se realizo

(]
(=]



por medio de un ensayo comercial de la marca BIO-RAD (Los Angeles, CA, EUA).
Para este ensayo se lievo a cabo la electroforesis de la preparacién de la apirasa
en un gel de poliacrilamida (10%) en presencia del detergente SDS, segun lo
descrito por Laemli y cols. {53). Posteriormente se realizd 1a electro-transferencia
de las proteinas en ei gel a una membrana de nitrocelulosa Bio-Rad, a 100 V
durante 12 h a temperatura ambiente. Después de la transferencia se continud
con la metodologia descrita en el instructivo del ensayo comercial. Este método
se basa en la oxidacién especifica de los carbohidratos y su marcaje con biotina,
el uso del conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina y por ltimo el desarrolio
del color por medio del azul de tetrasolio (NBT) y el 5 bromo-4 cloro-3 indolil

fosfato, incluidos en el ensayo comercial.
La electroforésis en condiciones nativas

La electroforésis en condiciones nativas se llevé a cabo en un gel de
poliacrilamida en gradiente del 3 al 10%, utilizando los siguientes amortiguadores:
150 mM de dcido 3-({N-morfolino) sulfénico propano (MOPS); 125 mM de histidina
a un pH de 6.5; 10% de glicerol; 2.5 mM de Zwittergent 3-14; 0.05% de sulfato de
amonio y 0.04% de TEMED (v/v). La fraccidn proteica (2 mg) obtenida a partir de
la filtracién molecular en la resina Sephacryl S400 HR (42} se solubilizé con la o-
lisofosfatidilcolina y el Zwittergent 3-14 con una relacion 1:1:1. Este tratamiento no
modifica la actividad de la apirasa. La electroforésis se llevé a cabo en un
amortiguador que contenta 150 mM de MOPS; 125 mM de histidina a un pH de
6.5y 3 mM de Zwittergent 3-14; la corriente fue de 100 V durante 6 h a 4°C.

La actividad catalitica de la apirasa en el gel se identificd de la siguiente
manera: el gel se l[avd en una solucion que contenia 30 mM de Tris-HCI (pH 8) y 5
mM de MgCl durante 15 min a temperatura ambiente. Después se incubd a 37°C

durante 30 min en la solucidn de reaccion que contenia 30 mM de Tris-HCI (pH 8),
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5 mM de MgCl, y 5 mM de ATP o de ADP. Posteriormente el gel se lavd varias
veces con la mezcla de reaccidn en ausencia del sustrato y se incubd a 45°C
durante 5 min en la solucion reveladora gue contenia 3.3% de heptamolibdato de
amonio, 3.75 N de H,50, y 0.015% de acido ascorbico. Al revelarse la presencia
del fosfato liberado por la hidrdlisis del ATP o del ADP, ef gel se lavd con agua bi-
destilada y fotografiado con una camara Polaroid {(modelo DS-34, UK). Asimismo,
la focalizacidn de las proteinas se realizé por medio de la tincién con plata de una

muestra dei gel nativo.
La extraccién electroforética de la enzima

La region del gel nativo que mostraba la mayor actividad catalitica de la
apirasa fue removida de un gel sin tefir o incubado en la presencia de los
sustratos, y empleada en la extraccién electroforética de la enzima. Asimismo,
otras regiones del gel fueron también removidas con el fin de ser utilizadas como
controles. El sistema de electroelucién que mejores resultados aporté fue el
descrito por Hashizume y cols. (54), el cual consiste de dos soluciones, el
amortiguador inferior (dnodo) que contenia 189 mM de imidazol (pH 7.4), 62 mM
de HCl y 10% de glicerol; y el amortiguador superior (catodo) que estaba
constituido por 2.5 mM de imidazo! y 10 mM de glicina (pH 8). La extraccién
electroforética se llevd a cabo a 300 V durante 5 h a 4°C. Al finalizar, las muestras

se colectaron en el extremo del ancdo.
El ensayo enzimatico

La actividad de la apirasa se determind por medio de la liberacion dei fosfato
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inorganico de los nucledsidos tri- y difosfatados. La mezcla de reaccion contenia
30 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM de Mg** o Ca®' libre y 50 ug de proteina en un
volumen final de 500 ul a 30°C. La reaccién se inicio con la adicién de una mezcla
equimolar del complejo nucledtido-catién y se detuvo con la adicion de 6% de
acido tricloroacético. Después de la centrifugacién a 4500 g durante 10 minutos a
4°C, se usd una muestra del sobrenadante para determinar la concentracién del
fosfato liberado empleando el método descrito por Lanzetta y cols. (65} usando al

H;P 0. como estandar.
La determinacidn de los parametros cinéticos

Los datos obtenidos para la hidrélisis de los sustratos se analizaron en un
modelo de regresion no lineal por medio del programa de computacion Enzfitter
(Elsevier-Biosoft, version 1.05; CGA). Los datos son el promedio de cinco

experimentos independientes.
El regrédfico de competencia

EI regrafico de competencia se realizo segun Chevillard y cols. (56), el cual es
un método para determinar si dos reacciones enzimaticas distintas se llevan a
cabo en la misma enzima.

Para una preparacion enzimatica, no necesariamente pura, que cataliza
dos reacciones diferentes se definié a uno de los sustratos como A (en este caso,
el ATP) y se escogid una concentracién (ap} que produce una velocidad de

catélisis (vo) que pueda ser cuantificada facilmente en ausencia del sustrato B (en
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este caso, el ADP). Asimismo se escogié una concentracién del sustrato B (bo) a
ia cual la velocidad de hidrolisis sea v, en ausencia del sustrato A.

Posteriormente se preparé una serie de mezclas de reaccion que contenian
al sustrato A (ATP) y al B (ADP) a las siguientes concentraciones: a = (1-p)asy
b = pb, respectivamente, donde p es la relacién entre los dos sustratos y su valor
as de 0 a 1. Se determind la velocidad de hidrélisis para cada mezcla de los
sustratos y se grafico contra el valor de p. Si las dos reacciones se llevan a cabo
en el mismo sitic catalitico, el regrafico muestra una linea horizontal, lo que indica
una independencia de la velocidad de catalisis (v) con respecto al valor de p. Por
el contrario, si las catdlisis se realiza en dos enzimas independientes, el regrafico
muestra una curva con un maximo; si cada uno de los sustratos son mas
eficientes en interferir la catalisis del otro sustrato, la curva muestra un minimo.

Por ofra parte, cuando las dos reacciones no se comportan segin el
modelo de Michaelis-Menten y presentan una cinética de cooperatividad con los
coeficientes de Hill constantes (h, y hg, respectivamente), la definicion de las
concentraciones de los sustratos A y B en la mezcla de reaccion se expresa como
a = ao(1-p)"™ y b = bop'™ para obtener un regrafico de v, contra p con las mismas
propiedades ya descritas (ver apéndice B).

Los valores empleados en este disefio experimental para la concentracion
del sustrato A (ATP) y el B (ADP) que producen la misma v, fue de 2 mM vy el
namero de Hill fue de 0.5 para ambos nucledtidos (42).

La inhibicion de la actividad de la apirasa por la §'-p-fluorosulfonil benzoil

adenosina

La fraccion enriquecida con la actividad de la apirasa {100 pg/ml) se incubd a
30°C durante 90 min. en una solucion que contenia 30 mM de Tris-HCI {pH 8), 5
mM de Mg** o Ca” y diferentes concentraciones de la 5'-p-fluorosulfonil benzoil
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adenosina (5-FSQ,BzA). A los diferentes tiempos se tomd una muesira y se
agregd a la mezcla de reaccion descrita en el apartado de “el ensayo enzimatico”
(esquema 1). Esta mezcla contenia una concentracidn equimolar del complejo
ATP-cation o ADP-catién y la reaccién de hidrolisis se llevé a cabo durante 5 min,
al término de los cuales se agregd acido tricloroacético (concentracion final de
6%} y la cantidad de fosfato liberado se cuantifico por el método de Lanzefta
{1979). Asimismo, se incubd a la fraccion proteica en la presencia de 1% (viv) de
dimetil sulfoxido, el sclvente en el cual se disolvid al inhibidor, para cuantificar su

efecto sobre la actividad enzimatica de la apirasa.

Mezcla de inhibicién de
la apirasa con ! 5'-FS0.BzA

Mezcla de reaccién enzimatica U U U

Esquema 1.

Las curvas de las graficas semilogaritmicas de vv, versus el tiempo fueron
lineales y a partir de éstas se calculd la Ki para la 5'-FS0,BzA. Los dates son el
promedio de al menos cuatro experimentos independientes.

Los experimentos de proteccion de la apirasa contra la inhibicion del 5'-
FS0.BzA se realizaron en la presencia de diversos compuestos en una mezcla de
incubacion que contenia 30 mM de Tris-HCi (pH 8), 1 mM del inhibidor a una
temperatura de 30°C. La actividad residual de la apirasa se ensayd después de 1
h de incubacién utilizando al ATP o al ADP como sustrato, y se calculd el
porcentaje de la actividad residual comparando la catalisis enzimatica en los

diferentes tratamientos con la actividad en ausencia del inhibidor.
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El efecto de la 5-F50.8BzA en ef metabolismo de las mitocondrias de la

placenta humana

EI efecto de la 5'-FS0;BzA sobre el consumo de oxigeno en las mitocondrias
integras de la placenta humana, se determind polarograficamente con un
electrodo tipo Clark en un medio que contenia 250 mM de sacarosa, 10 mM del
acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico (HEPES) pH 7.4, 1 mM del
acido etilen glicol-bis(B-aminoetil eter)-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA), 1 mM del
acido etilen diaminotetraacético (EDTA), 8 mM de a-cetoglutarato, 5 mM de H;PO,
pH 7.4, 5 mM de MgCl; y 0.2% de BSA. La temperatura fue de 20°C y la
concentracién de proteina de 1 mg/ml. El consumo de oxigeno se estimuld con la
adicion de 300 nmolas de ADP o de ATP y la concentracion det 5-FSO.BzA fue
de 1 mM. Las mitocondrias ulilizadas fueron preincubadas en presencia del
inhibidor durante 15 min a temperatura ambiente con agitacién suave.

El efecto de la 5-FSO2BzA en la sintesis de progesterona en las
mitocondrias se determind en un medio que contenia 120 mM de KCI, 10 mM del
acido 3-[N-morfolino]propanosulfénico (MOPS) pH 7.4, 0.5 mM de EGTA, 8 mM
de a-cetoglutarato o de isocitrato, 5 mM de HiPO,, pH 7.4, 5 mM de MaCl,, 2mM
de ATP o0 ADP y 0.2% de BSA. La concentracion del 5'-FSO,BzA fue de 1 y 2 mM,
la temperatura fue de 20°C, el tiempo de incubacién de 3 min y la concentracion
de proteina de 0.2 mg/ml. Después del tiempo de incubacién, la progesterona fue
extraida con dietit éter y su concentracion se determing por quimiocluminiscencia
empleando el ensayo comercial de IMMULITE (Diagnostic Porducts Corporation,
Los Angeles, CA, EUA).
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RESULTADOS

El regrifico de competencia

Este método cinético determina si dos reacciones distintas, en este caso la
hidrelisis del ATP (actividad de ATPasa) y la del ADP (actividad de ADPasa),
ocurren en la misma enzima o en enzimas independientes (56). Como se observa
en la Figura 3, el regréfico de competencia muestra que la velocidad de aparicion
del fosfato inorganico es independiente dei valor de p, lo que indica que la
hidrélisis del ATP y del ADP se llevan a cabo en el mismo sitio activo o por una
sola enzima, en este caso, |a apirasa de las mitocondrias de [a placenta humana.

Esta resultado concuerda con la informacidn obtenida de la caracterizacion
cinética de la enzima (42), donde se delerminé que la actividad de hidrélisis del
ATP o el ADP muestra la misma dependencia a los cambios de pH, sensibilidad al
vanadato de sodio y depende de la presencia de cationes divalentes (Caz", I\Ilg2+ o
Mn?*).

Asimismo, en la Figura 4 se muestra la presencia de carbohidratos
asociados a una proteina de aproximadamente 40 kDa, la cual ha sido
relacionada con el mondmero de la ATP-difosfohidrolasa de las mitocondrias de la
placenta humana (42).

Estos resultados muestran que la ATP-difesfohidrolasa de las mitocondrias
de la placenta humana presenta caracteristicas cinéticas y estructurales similares
a lo reportado para otras apirasas: es capaz de hidrolizar a los NTP y los NDP
con una velocidad similar, contiene carbohidratos asociados a su estructura
protéica y es totalmente dependiente de cationes divalentes para la hidrolisis de

sus sustratos (37, 57, 58).
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La electroforésis en condiciones nativas y la extraccion electroforética de la

apirasa

La electroforésis en condiciones nativas de la fraccion enriquecida con la
actividad de la apirasa muestra dos bandas de actividad de hidrélisis en presencia
de ATP ¢ de ADP (Figs. 5A y B). La tincidén con plata (Fig. 5C) mostré que estas
bandas de actividad contienen alrededor del 0.1% de la proteina total empleada
en el experimento, mientras que el resto se localiza en la parte superior del gel,
region en la cual la actividad de la apirasa es nula. La tincién con el azul brillante

de Coomasie R215 aporta resultados similares (datos no mostrados).
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Figura 3, Regrafico de competencia. La concentracion del sustrato A (ATP) a una p = 0 fue de 2
mM, mientras gue para el sustrato B (ADP) a una p = 1 fue de 2 mM. La determinacién de !a

actividad de !a apirasa se realizé segun se describid en la seccion de Métodos. Los datos son el
resultado de al menos 4 experimentos independientes + DE.
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La banda con la mayor actividad de la apirasa (sefialada por la flecha en la
Fig. 5 A y B) fue cortada del gel y se realizé la extraccién electroforética de la
enzima. El comportamiento cinético de la ATP-difosfohidrolasa extraida del gel en
condiciones nativas se ajusta al modelo de cooperatividad negativa (Fig. 6), con
un nimero de Hill de 0.3, una K= 3.28 £0.12 mM, una [Slos = 52.4 mM y una Vi,
= 2260 + 150 nmol de Pifmg/min para la hidrélisis del Ca-ADP, lo que muestra un
incremento de la actividad especifica de aproximadamente & veces con respecto a
la preparacion enriquecida. Asimismo, esta preparacion es capaz de hidrolizar a
los complejos catién-ATP, cation-ADP y cation-PPi con las mismas caracteristicas
cinéticas; ademas de ser inhibida por el orto-vanadato de sodio. Sin embargo, la
cantidad de proteina que es posible recuperar por este método es muy baja, lo

que impide realizar mas estudios de {a apirasa a partir de esta preparacion.

Figura 4. Deteccion de los carbohidratos asociados a la ATP-difosfohidrolasa. La electroforésis en
condiciones desnaluralizanies de la apirasa y su electrotransferencia a la membrana de
nitrocelulosa se realizd segin lo descrito en la seccion de Métodos, La deteccién de los
carbohigratos asociados a la fraccion proteica se llevd a cabo segan un ensayo comercial de BIO-
RAD, descrito en la seccién de Métodos, Est = p-gatactosidasa (116 kDa) y ovoalbdmina (45 kba);
A = Particulas submitocondriales; B = Fraccion enriquecida con la actividad de |a apirasa, la linea
del exlremo derecho indica una proteina de aprox. 40 kDa; C = milocondrias de la placenta
humana.
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La inhibicion de la apirasa por el 5’-FSO,BzA

Se analizd la cinética de inhibicidon de la apirasa por el 5-FS0,BzA,
empleando como sustrato al complejo cation-ATP o cation-ADP, en presencia de
Ca* o Mg

En la Figura 7 se muestra el curso temporal de la actividad residual de la
apirasa en presencia de diferentes concentraciones de 5-FSO.BzA. La inhibicidn
de la actividad de la apirasa al hidrolizar al complejo cation-ADP es del 70%
después de 90 min de incubacién en presencia de 2 mM de 5'-FS0,BzA (Fig. 7B).

Figura 5. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes. Para realizar la electroforesis en
condiciones nativas se usé una muestra de la proteina y un gel en gradiente de poliacrilamida (3
10%). La hidrélisis del ADP (A) o el ATP (B) en el gel se ensay6 seqin lo descrito en la seccion de
Métodos. La cabeza de flecha indica la banda de mayor actividad de la ATP-difosfohidrolasa que
fue electroeluida, La presencia de la proteina total en el gel se detectd por medio de la tincién con
plata {C),
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Figura 6. Dependencia de la actividad de la ATP-difosfohidrolasa respecto de la concentracidn del
sustrato, La ATP-difosfonidrolasa utilizada para este experimento fue obtenida de la electroelucion
proteica de! gel en condiciones nativas (Fig. 5). El comportamiento cinético de la actividad se
ajustd al modelo de Hill con cooperatividad negativa. El recuadro muestra el ajuste de los datos al
regrafico de Lineweaver-Burk.

Para el caso donde el sustralo es el complejo cation-ATP, las mismas
condiciones experimentales produjeren una inhibicidn méaxima del 80% (Fig. 7A);
sin embargo, no se observd una mayor inhibicion de la actividad de la apirasa
cuando el tiempo de incubacion aumentd hasta 120 min o al incrementar la
concentracion del inhibidor. Aunado a esto, la actividad de la apirasa en las
condiciones control (en ausencia del inhibidor) o en presencia del DMSO
(compuesto usado para disolver al inhibidor), no se modifica con el tiempo o la
temperatura de incubacion (Fig. 7, recuadra), Mas aan, el DMSO parece mantener
mas estable a la apirasa con respecto al control, probablemente debido a la

interaccion directa entre el compuesto y la enzima o al rearreglo de las moléculas
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de agua de la mezcla de incubacidn. Sin embargo, la diferencia en la actividad no

representa mas del 20%, por lo que este fendémeno no se exploré en detalle.

I
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Figura 7. Curso temporal de la inhibicion de la ATP-difosfohidrolasa por el 5-FSO.Bza. La
concentracién de la proteina fue de 50 pg / 100 ul y se incubd a 30°C en ausencia {control (O) v
DMSO (%) en el recuadro)} o en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor {(@) C.1,
(M) 0.25 y ('¥) 0.75 mM en presencia de ATP; (@) 0.1, (l) 0.5 y (W) 2 mM en presencia de ADP}.
En los tiempos indicados se lomd una muestra y se determino la aclividad usando al sustralo
cation-ATP (A) o cation-ADP (B). La actividad residual se calculd a partir de 1a relacién de la
velocidad de la actividad enzimatica a los diferentes tiempos (v) con la velocidad de la actividad
enzimética correspondiente al control {(vp). La cinética de inactivacién se ajustd a un decaimiento
exponencial. Los regraficos muestran el curso temperal en presencia de 2 mM de 5-FSO;BzA
hasta 90 min de incubacién. Los datos son el resultado de 4 experimentos independientes + DE.
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Por otra parte, la disminucién de la actividad de la apirasa en presencia de
ATP o ADP, se ajusta a una cinética de pseudo-primer orden en los primeros 5
minutos de la reaccion. El regrafico del logaritmo natural (Ln} de la actividad
residual de fa enzima en funcidn del tiempo de incubacion (Fig. 8), permite
calcular las constantes de pseudo-primer orden (K...) a partir de la pendiente de
las curvas obtenidas a cada concentracion del inhibidor, por medio de la siguiente

ecuacién:

-Ln (Wivp) = Keps - t

donde v, es la velocidad en ausencia del inhibidor, ves la velocidad en presencia
de diferentes concentraciones del 5°-FS0O,BzA y t es el tiempo.

Para determinar la Ki se utilizaron las K. ontenidas a las diferentes
concentraciones del 5'-FS0;BzA. El regrafico de las constantes de pseudo-primer
orden en funcidn de la concentracidn det 5'-FS0,BzA muestra una cinética de
saturacion (Fig. 9). El regrafico de los inversos de estos datos (Fig. 9 recuadro),

basados en la siguiente ecuacion:

11Kops. = 1Kz + KKz * [1]

determinan un valor para la K, de 0.75 + 1.7 X 10" mM, el cual representa la
concentracion del inhibidor a la cual se obtiene la mitad de la velocidad maxima
de inactivacion de la enzima. Asimismo, el hecho de que la linea tenga un vator
posilivo en el eje de la abscisas, muestra la formacion inicial de un complejo
reversible entre la enzima y el inhibidor (59). El desarrollo gradual de la inhibicion
irreversible de la enzima se define por una K; = 0.157 + 0.04 min™, lo cual ilustra
la velocidad maxima de inhibicion a concentraciones saturantes del compuesto. El
hecho de que ambas actividades de hidrolisis tengan un comportamiento similar

en presencia dei inhibidor, apoyan la idea de que tal actividad reside en una
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misma enzima, en este caso, !a ATP-difosfohidrolasa de las mitocondrias de la

placenta humana.

Ln (V/Vo)

A A B
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 8. Determinacion de las constantes de velocidad de pseudo-primer orden a partir de la
disminucidn de la actividad de ta ATP-difosfohidrolasa en presencia del 5-FS0,BzA, tanto con
ATP (A) como con ADP (B). La enzima fue incubada en diferentes concentraciones de 5'-
FSO:BzA {(O)0.1, (V) 0.25, (3) 0.5, (M) 0.75 y (A) 2 mM para la hidrélisis del ATP; (O) O.1, (V)
0.25, (O) 0.5, (M) 1 ¥ (A) 2 mM para la hidrolisis del ADP)}. La actividad residual se calculd como
se describe en la Figura 7. Las constantes de velocidad se determinaron a partir de las pendientes
del regrafico del logaritmo natural de la velocidad residual contra el tiempo.

El efecto de los sustratos y ofras moléculas en la inactivacion de la apirasa
por el 5-FSO,BzA

Se determind la reversibilidad de la inhibicion por et 5-FS0;BzA, por medio de

la habilidad que tienen diversos ligandos de prevenir 1a inactivacion de la apirasa.

37



Como se muestra en la tabla |, los nucledsidos de adenina tri- y difosfatados
fueron capaces de prevenir en un 90% la inactivacidén de la apirasa por el 5-
FSO.BzA, lo que sugiere que el sitio de unidn para el inhibidor es el mismo que
para la fijacion del ATP o ADP en la ATP-difosfohidroiasa.
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Figura 9. Regrafico de las constantes de velocidad de pseudo-primer orden para la inactivacion de
la actividad de la ATP-difosfohidrolasa como una funcién de ia concentracidn del 5-FS0,BzA, en
presencia de ATP (A) o de ADP {Q). Las K, fueron determinadas como se describid en la Figura
8. El recuadro muestra el ajuste de los datos al modelo de Lineweaver-Burk, a partir del cual se
calcularon la Ki y la Kp.

Por otra parte, los cationes divalentes son incapaces de prevenir la
inhibicién de la enzima, !o que sugiere que su participacion parece no ser
necesaria para el reconocimiento del sustrato por el sitio activo sino Unicamente
para la hidrolisis del ATP o ADP. Lo anterior puede ser extrapolado para el caso
del andlogo estructural del sustrato, el 5'-FSO,BzA, ya que la presencia del EDTA
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y el EGTA, al remover cualquier contaminacién por calcio o magnesio de! medio
de incubacién, no modifica el porcentaje de inhibicién de la apirasa.

Los nucledsidos de guanina tri- o difosfatados (10 mM) en presencia de
magnesto, también fueron capaces de prevenir la inhibicion de la enzima, lo que
refuerza la hipdtesis de un mismo sitio para la union del sustrato y del 5'-
FSO.BzA.

Tabla |. Efeclo protector de diferentes sustratos y clras moléculas sobre la inactivacién
de la actividad de la apirasa por el 5'-FSO,BzA

Moléculas adicionadas a la mezcla de Actividad residual (v/v)
incubacion
Mg-ATPasa Mg-ADPasa
Scolo el §-FS0,BzA (1mM) 0.22£0.02 0.33£0.02
Nucledtidos
ATP (10 mM) 0.96 +0.22 0.98 +0.02
ADP (10 mM) 0.9210.16 1.16 £0.03
ATP (10 mM) + Mg®* (11 mM) 0.89+0.12 0.81 £0.06
ADP (10 mM) + Mg** (11 mM) 0.87£0.10 1.01+0.03
ATP (10 mM) + Ca®* (11 mM) 0.95 +0.23 0.82 +0.07
ADP (10 mM) +Ca® (11 mM) 0.88+0.15 0.91+0.01
GTP (10 mM) + Mg®" (11 mM) 0.94* 0.90*
GDP (10 mM) + Mg (11 mM) 0.97* 0.89*
Cationes divalentes
ca® {11 mM} 0.34 £ 0.05 ) 0.41 +0.02
Mg®* (11 mM) 0.34 £0.09 0.48 +0.02
Agenles quelantes
EDTA (2 mM) + EGTA (2 mM) 0.25+0.02 0.27 £0.01

La actividad de la apirasa fue inhibida con 1 mM de 5'-FS0O.8za a 30°C durante 1 h en un medio
que contenia 30 mM de Tris-HCI (pH 8.0). Donde se senala, las moléculas protectoras se
afladieron junto con el inhibidor. Al tiempe definide se retird una muestra y se ensayd la actividad
residual de la enzima, la cual se calculd comparande la actividad en presencia de los
competidores y |a actividad en condiciones controi. Los valores son el resuliado de 4 experimentos
independientes, excepio (*) que es un experimento representativo.
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El efecto del 5'-FSQ,BzA sobre el metabolismo energético y el

esteroidogénico de las mitocondrias de la placenta humana

Los datos de nuestro laboratorio muestran que la adicién de ATP a la fraccion
mitocondrial de la placenta humana modifica el consumo de oxigeno (60), la
sintesis de progesterona (44) y |a incorporacion de colesterol (61). Aunado a esto,
la inhibicidn de la apirasa por el 5'-FSQO.BzA abre la posibilidad de explorar la
posible relacion que existe entre la actividad de esta enzima y el metabolismo
mitocondrial.

En la Figura 10 se muestra el consumo de oxigeno de las mitocondrias
integras, tanto en presencia como en ausencia del 5'-FSQ,BzA. Como se puede
observar, la adicion de ADP (300 nmolas) o ATP {300 nmolas) induce el consumo
de oxigeno (Fig. 10 A y B). Es importante sefialar que la hidrélisis del ATP por la
apirasa no induce un efecto desacoplante, ya que existe una transicién entre el
estado 3 (alta velocidad de consumo de oxigeno) y el estado 4 (baja velocidad de
consumo de oxigeno, o en reposo); mas aun, esta misma transicion es inducida
por |a adicion del ADP. En este sentido, la relacion del consumo de oxigeno entre
ambos estados, denominado controt respiratorio, tiene un valor similar, ya sea en
presencia de ATP o de ADP (Fig. 10A y B), el cual es superior a lo reportado por
ofros autores para este mismo sistema mitocondrial (62). Lo anterior sugiere que
la membrana interna mitocondrial se encuentra integra.

En las mitocondrias aisladas de la placenta humana, [a presencia del 5'-
FS0.BzA elimina el consumo de oxigeno inducido por la adicion de ATP al medio
de respiracion (Fig. 10C y D). Sin embargo, en !as mismas condiciones, la adicién
de ADP induce |a estimulacién del consumo de oxigeno de manera similar que en
ias condiciones control. Esto indica que proteinas tales como el acarreador de los
adenin nucledtidos, el de fosfato, el de los acidos tricarboxilicas y los cuatro
componentes de la cadena de transporte de los electrones y el bombeo de los

protones, asi como la ATP-sintasa, no son afectados por el inhibidor.
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Figura 10. Efecto del 5'-FS0O,BzA en el consumo de oxigeno estimulado por el ATP o el ADP en
las mitocondrias integras de la placenta humana. Las mitocondrias fueron incubadas en el medio
de respiracién descritc en la seccion de Métodos. La concentracién del inhibidor fue de 1 mM en
todos los trazos, excepto en A y B donde no se adiciond. Donde se indica, el consumo de oxigeno
se estimulé con 300 nmolas de ADP o de ATP. En los trazos C y D la Uitima adicion de ATP fue de
2000 nmolas y 4000 nmolas, respectivamente. Los nUmeros muestran el valor del control
respiratorio { CR = consumo de oxigeno en el estado 3 / consumo de oxigeno en el estado 4).

Estos resultados muestran que el 5-FSO.,BzA, en las condiciones
empleadas en este experimento, inhibe de forma exclusiva a la apirasa de las
mitocondrias de la placenta, lo gque permite emplearlo para explorar la
participacion de la apirasa en este sistema mitocondrial.

En la Figura 11 se muestra el efecto del 5-FS0.BzA sobre la sintesis de
progesterona en las mitocondrias integras de la placenta humana, utilizando o-
cetoglutarato ¢ isocitrato como sustrato oxidable. Como se puede chservar, ia
adicién de ATP estimula en 100% la sintesis de la hormona, mientras que la
adicién de ADP no tiene ningun efecto (Fig 11A). Aunado a esto, la presencia del
5'-FS0O,BzA elimina totalmente la estimulacidon del ATP. Este resuitado sugiere
que la inactivacion exclusiva de la actividad de {a apirasa elimina la estimulacion

de la sintesis de la progesterona inducida por el ATP.
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Martinez y cols. (63) han demostrado que |a apirasa de las mitocondrias de
la placenta humana es capaz de hidrolizar un amplio espectro de nucledtidos de
purina y pirimidina. En la Figura 11B se muestra el efecto que produce la adicion
de diferentes tipos de nucledtidos sobre la sintesis de progesterona en las
mitocondrias de la placenta. Al emplear al isocitrato como fuente de energia, el
ATP y el ADP estimularon la sintesis de progesterona en 6 y 5 veces
respectivamente, en relacién a las condiciones control (Fig 11B). Los demas
nuciedtidos indujeron menos del 50% del efecto del ATP. Por otro lado, la
hidrolisis de los nucledtidos fue proporcional a la sintesis de progesterona, lo que
sugiere que la actividad de la ATP-difosfohidrolasa puede estar involucrada en
este fenémeno. En este sentido, la inactivacion de la apirasa por el 5-FSO2BzA
disminuye en mas del 80% la sintesis de progesterocha y en mas del 90% la
hidrélisis de los nucledtidos (Fig 11B). Estos resultados apoyan la hipotesis de
que la actividad de la ATP-difosfohidrolasa esta estrechamente relacionada con el

metabolismo hormonal en las mitocondrias de la placenta humana.
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Figure 11. Efecto del 5-FS0O;BzA sobre la sintesis de progesterona de las mitocondras de la
placenta humana. La mitocondrias fueron incubadas en el medio para la sintesis de progesterona
descrito en la seccion de métodos empleando al a-cetoglutarato como fuente de energia (A). La
concentracion de los nucledtidos fue de 2 mM y del 5'-FS0.BzA fue de 1 0 2 mM, en presencia de
2 mM de ATP. Los resultades son la media + d.s. de 2 experimentos individuales. En B se muesira
el efecto del ATP, ADP, GTP, CTP, UTP y TTP sobre la sintesis de progesterona y la actividad de
la ATP-difosfohidrolasa en las mitocondrias integras de la placenia humana, empleando at
isocitrato como fuente de energia. La concentracion de cada nucledtido fue de 2 mM vy la del 5'-
FSO,BzA fue de 1 mM. Los resultados son la media + d.s. de 3 experimentos por separado,
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DISCUSION

(Iérigos. Asf es como se consideraban los miembros de |a antigua hermandad de hechiceros. L3
palabra Aechiero significa ni mas i menos Aaméye sabis, y en verdad tiene que ser un hombre
sabio aquel capaz de interpretar la realidad del universo como un todo, abarcando lo fisico y lo
espiritual, pues los dos van estrechamente unidos. Muchos clérigos no comprenden el aspecto fisico,
y [2 mayorfa de los cientificos actuales no tienen sentido de lo espiritual. Pero un hechicero...

Un hechicero conoce los dos, y siempre tiene presente ambos. Existen consecuencias espirituales en
cada acto flsico, y ¢l ser fisico no tiene més opcidn que seguir ¢l curso marcado por ¢l espiritu.

Brind"Amour, Gran Hechicero de Eriador.
(La Sombra Carmesf, vol. |, -ta Espada de Bedwyr-,
R. A. Salvatore)



DISCUSION

La familia de las ATP-difosfohidrolasas incluye enzimas cuya localizacion
subcelufar es tan variada como su especificidad por los nucleotidos (64-66). Sin
embargo, la repercusion del papel de este tipo de enzimas en el metabolismo
celular de los nucledtidos aun es desconocida. En las mitocondrias de ia placenta
humana a términc se ha descrito una nueva ATP-difosfohidrolasa, la cual es
capaz de hidrolizar un amplio espectro de nucledtidos y cuyo comportamiento
cinético se ajusta a un modelo de cooperatividad negaliva (42). Esta enzima
comparte algunas caracleristicas con ofras apirasas de los mamiferos. Por
ejemplo, es una proteina ascociada a la bicapa lipidica; su actividad es
dependiente de diferentes cationes divalentes, donde el Ca® es el que induce la
mayor activacion (42}); es insensible a la oligomicina, ouabaina o al Ap5A y es una
proteina glicosilada (Fig. 4). Sin embargo, muestra algunas diferencias
importantes con otras apirasas, las cuales la hacen una enzima muy peculiar
dentro de esta familia de enzimas: su localizacién subcelular es mitocondrial a
diferencia de lo reportado para ofras apirasas, las cuales se asocian a la
membrana plasmatica o son citoplasmicas; es capaz de hidrolizar con poca
afinidad y baja velocidad al complejo cation-PPi; es insensible a |la azida de sodio
y al fluoruro de sodio (42); su comportamiento cinético se ajusta al modelo de
cooperatividad negativa (42), to que sugiere !a presencia de por lo menos dos
sitios activos o diferentes subunidades.

Se ha sugerido que la actividad de esta apirasa podria estar involucrada en
el metabolismo esteroidogénico de la placenta (44). En el presente trabajo se ha
evaluado la inactivacion de Ia apirasa de las mitocondrias de la placenta humana
a término por el 5'-p-fluorosulfonilbenzoil adenosina, asi como su repercusion en
la sintesis de progesterona.

Las evidencias que demuestran que la hidrélisis de los nucle6sidos tri- y di-

fosfatados reside en la apirasa mitocondrial, son las siguientes: a) {a actividad de
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hidrolisis del ATP o ADP incrementa en !a misma proporcién durante las
diferentes etapas del proceso de purificacion y no se modifica la preferencia por
los sustratos (42); b) el comportamiento cinético de !a hidrélisis de por lo menos
cinco sustratos diferentes, se ajusta al modelo de cooperatividad negativa y
presenta un pH éptimo de 8,0 (42); ¢) la actividad de hidrélisis dependiente de los
cationes divalentes (Ca*', Mg” y Mn®") muestra el mismo patrén de estimulacion
en el intervalo micromolar y de inhibicion en el intervalo milimolar, sin importar el
tipo de sustrato empleado (42); d) la inhibicion de la actividad de hidrolisis con el
vanadato de sodio tiene el mismo patrén en presencia de diferentes sustratos
(42); e) los reactivos cldsicos para la inhibicion de diferentes enzimas que
hidrelizan a los nucledtidos, no modifican a la actividad de la apirasa (42); f) los
datos cinéticos del regrafico de competencia demuestran que la actividad de
hidrélisis del catién-ATP y otros nucledtidos reside en la misma enzima (Fig. 3); g)
la inactivacion de |a apirasa por el 5-F50.BzA muestra el mismo comportamiento
cinético en presencia de cation-ADP o catidon-ATP (Fig. 9).

El uso de diferentes inhibidores reversibles para inactivar a las ATP-
difosfohidrolasas ha tenido poco éxito (67). Por ofra parte, la medificacion
irreversible de estas enzimas con el 5-FS0;BzA, un analogo no hidrolizable del
ATP, ha sido utilizado con éxito en la inhibicién de las ATP-difosfohidrolasa de
Schistosoma mansoni (68), de los linfocitos T (69), de la acrta de bovino (22) y del
érgano eléctrico del pez Torpedo (47).

Empleande una preparacién de la ATP-difosfohidrolasa parcialmente
purificada de las mitocondrias de la placenta, se ha observado que el 5'-FSQ,BzA
es un inhibidor especifico para la ATP-difosfohidrolasa, ya que a partir del analisis
de la inhibicion se observa que el regrafico de la velocidad de inactivacidon como
una funcién de la concentracién del inhibidor muestra una cinética de saturacion,
ademas de que se demuestra la formacion de un complejo reversible antes de la
inhibicién de la enzima (Fig. 9, recuadro); asimismo, la presencia de diferentes

nucleotidos en bajas concentraciones disminuye la velocidad de inactivacion de la
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apirasa, mientras que en altas concentraciones son capaces de eliminar
totaimente el efecto del 5’-FSQ,BzA.

En este sentido, a partir del analisis de la inhibicién de la actividad de la
apirasa por el 5-FS0.BzA, asi como de los experimentos de proteccion, se
pueden sugerir algunas de las caracteristicas del sitio aclivo y del mecanismo de
hidrélisis de estas enzimas. Por una parte, el hecho de que los nucledsidos tri- y
difosfatados, en ausencia de cationes divalentes, sean capaces de evitar la
inactivacion de la apirasa por el 5-FSO,BzA, sugiere que los cationes divalentes,
que son necesarios para la hidrolisis de los sustratos (42), no son esenciales para
el reconocimiento y union del sustrato al sitio active de la apirasa. Aunado a esto,
la presencia de EDTA y EGTA o de cationes divalentes (Ca®* o Mg*') no modifica
la inactivacién de la apirasa por el 5-FS0;BzA aln después de 120 min de
incubacién. Sin embargo, aunque los cationes no son necesarios para la
inactivacidn de la apirasa, Hixon y Krebs (70) han sugerido que los cationes y el
5'-FS0;BzA pueden formar un complejo e inhibir de una forma mas eficiente a la
enzima. La formacidn de este tipo de complejo puede extrapolarse a ios sustratos
naturales de la enzima, donde se ha demostrado que los iones metdlicos pueden
asociarse cen el anillo de purina ¢ bien con los grupos fosfato de los nucledtidos.
Aunado a esto, los cationes también podrian asociarse a la enzima y modificar la
union del sustrato o del inhibidor al sitio activo. En este sentido, datos de nuestro
laboraterio han demostrado que la apirasa de las mitocondrias de la placenta
humana a término, es estimulada por calcio © magnesio en el intervalo de
concentracién micromolar, lo que sugiere que los cationes divalentes regulan a la

actividad de la apirasa por medio de un sitio especifico distinto al sitio activo (42).
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Con respecto al ciclo catalitico, los experimentos en las mitocondrias
integras, donde se muestra la estimulacion del consumo de oxigeno por el ATP,
aportan evidencias que permiten proponer el siguiente mecanismo catalitico para

la apirasa;

Pi
ATP+E +—» ATP-E +—— ADP-E-Pi Q—LP E + ADP — Estimula el consumo

|

I de oxigeno en las
Pi I mitocondiias
AMP + E AMP-E-Pi *—"* ADP-E

Este esquema solo es correcto si la hidrolisis det ATP o el ADP se realiza
en una sola enzima y no por dos distintas. En el esquema se muestra como primer
paso la fijacion del ATP a la enzima y la hidrélisis del enlace de alta energia del
fosfato y. El siguiente paso es la liberacién del fosfato inorganico, del ADP y la
recuperacion de la enzima libre. En este paso, si el ADP se hidrolizara hasta
AMP, no se observaria la estimulacion del consumo de oxigeno en las
mitocondrias integras.

En nuestras condiciones experimentales la hidrélisis del ATP esta por
debajo del 5-10% de la concentracién inicial, lo que indica que la actividad
catalitica de la apirasa se encuentra en velocidades iniciales. Por otra parte,
cuando se adiciona el ADP, éste se fija a la apirasa y se lleva a cabo la hidrdlisis
del! enlace f. El siguiente paso es la liberacidn del Pi, del AMP y la recuperacién
de la enzima libre. Los cationes divalentes pueden unirse al nucleétido y formar el
sustrato cation-nucleétido, o bien fijarse a la apirasa en un sitio regulador. Este
esquema es apoyado por los experimentos de competencia (Fig. 3) y es valido
para la hidrolisis de cualquier nucledtido empleado en este trabajo.

Debido a que el 5-FS0;BzA es un inhibidor especifico de la apirasa en la
fraccién enriquecida obtenida a partir de las mitocondrias de la placenta humana,

y que datos de nuestro |aboratorio sugieren que la actividad de esta apirasa
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podria estar asociada con el transporte de colesterol y su transformacién a
. progesterona, se evalud el efecto que tiene el 5-FSO,BzA en dos parametros
funcionales de las mitocondrias integras, el consumo de oxigeno y la sintesis de
progesterona,

Los estudios en las mitocondrias integras en presencia del 5’-FSC.BzA
muestran que la actividad de la apirasa fue inhibida en un 90% utilizando
diferentes nucleétidos como sustrato, y que el consumo de oxigeno estimulado
por el ATP fue totalmente eliminado. Estos resultados confirman la existencia en
las mitocondrias de la placenta de un sitio externo para {a fijacién del ATP distinto
al translocader de los adenin nucledtidos o cualquier ofra proteina tipica
mitocondrial, ya que se conserva la estimulacion del consumo de oxigeno
estimulado por el ADP en presencia del inhibidor. Por ofra parte, la sintesis de
progesterona fue estimulada mas de 5 veces por los nucledgsidos de adenina tri y
difosfatados, mientras que el resto de fos nucledtidos produjeron menos del 50%
del efecto inducido por el ATP. Asimismo, se observa una relacidn entre la
estimulacion de la sintesis de progesterona y {a actividad hidrolitica de la apirasa.
En este sentido, la inactivacion de |a apirasa por el 5'-FSQ,BzA se reflejo en la
sintesis de progesterona, donde se cbserva que la disminucion en la hidrolisis de
los diferentes nucledtidos es simultanea a la disminucidn de la concentracién de
la hormona hasta los niveles obtenidos en las condiciones control. Martinez y
cols. (63) y Flores-Herrera y cols. (42) han reportado que en las particulas
submitocondriales y en una fraccién parcialmente enriquecida con la apirasa, la
hidrélisis del ATP, ADP, GTP, GDP, CTP, UTP y TTP tienen la misma magnitud.

En contraste con esta informacién, los resultados mostrados en las
mitocondrias intactas de la placenta humana, sugieren que tanto el ATP y el ADP
son los mejores sustratos para estimular la sintesis de progesterona (vide supra),
y que el metabolismo esteroidogénico en (a placenta podria ser selectivo por los
nucledtidos de adenina. Aunado a esto, la diferencia en la hidrdlisis de los
diferentes nucleotidos sugiere que la actividad de la apirasa, en las mitocondrias

integras del sincisiotrofoblasto, es finamente regulada, ya que la hidrélisis de los

49



nucledtidos de adenina es 50% superior al resto de los nucledtidos ensayados,
En este sentido, la hidrolisis de los nucleotidos por la ATP-difosfohidrolasa y la
sintesis de progesterona parecen estar estrechamente relacionados.

A este respecto, Martinez y Strauss {71), han descrito que en las células de
los tejidos esteroidogénicos como las glandutas suprarrenales, los gvarios y los
testiculos, el colesterol es transformado en las diferentes hormonas
esteroidogénicas. En particular, es en las mitocondrias donde el colesterol es
transformado en pregnenolona y posteriormente en progesierona. Se ha
demostrado que estos tejidos requieren de proteinas especiales para realizar el
transporte del colesterol dentro de la mitocondria y asi sintetizar a las hormonas.
Recientemente se ha descrito en las glandulas suprarrenales la proteina StAR
(proteina reguladora de la esteroidogénesis aguda) cuya participacion esta
relacionada con el transporte del colesterol a las mitocondrias (72, 73). Sin
embargo, se ha demostrado que en la placenta humana no se expresa la StAR, lo
que sugiere que las células del trofoblasto emplean un mecanismo diferente para
transporiar al colesterol hacia ta mitocondria (74).

Por otra parte, se ha sugeride que la transfocacion de los lipidos en las
membranas es dependiente de energia. En este sentido, la adicion de GTP
incremento la sintesis de pregnenolona en las mitocondrias de! tejido adrenérgico
(75). Los autores sugieren que el efecto del GTP esta mediado por una GTPasa
asociada con la mitocondria. Recientemente, Navarrete y cols. (61) han
determinado et efecto del vanadato sobre la hidrélisis del ATP y la incorparacion
del colesterol en la fraccion mitocondrial de la placenta humana. Los autores han
demostrado que el transporte del colesterol en la placenta humana requiere de
energia en forma de ATP.

Aunado a esto, Espinosa-Garcia y cols. (44) han mostrado que el
transporte del colesterol en las mitocondrias de la placenta humana es mediada
por un sistema proteico. Nuestros resultados sugieren que la actividad hidrolitica
de esta nueva ATP-difosfohidrolasa estd relacicnada con la sintesis de

progesterona, posiblemente formando parte del complejo proteico encargado del
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transporte de! colesteroli en fas mitocondrias (61). En este trabajo hemos
demostrado que el 5-FSO;BzA es un inhibidor especifico de la actividad de la
apirasa y en el futuro puede ser empleado como una herramienta para clarificar el
papel fisiologico de esta ATP-difosfohidrolasa en el metabolismo esteroidogénico

de las mitocondrias de la placenta humana a término.
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Ain 1a luz mds brillante, necesita de la oscuridad para existir.

Ged, Archimago de Terramar.
(Las Tumbas de Atuan, Ursula K. LeGuin)
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This report describes an ATP-diphosphohydrolase activity associated with the inner membrane of human term placental
mitochondria. An enriched fraction containing 30 per cent of the total protein and 80 per cent of the total ATP-
diphosphohydrolasc activity was obtained from submitochondrial particles. ATP-diphosphohydrolase activity was characterized in
this fraction. The enzyme had 2 pH optimum of 8 and catalysed the hydrolysis of triphospho- and diphosphonucleosides other
than ATP or ADP. Pyrophosphate was also hydrolysed, but AMP or other monocster phosphates were not. The activity of
ATP-diphesphohydrolase was dependent on Mg?*, Ca®™ or Mn?* and the cnzyme substrate was the cation-nucleotide complex,
An excess of frec cation produced inhibition.

ATP-diphosphohydrolasc activity was stimulated at micromolar concentrations of caleium or magnesium in the presence of
La-PPi. Negative cooperativity kinetics was observed with all substrates tested. The ¥, ranged from 150 to 300 nmol of Pi
released/mg/min. The [S]y ¢ for nucleotides was 1-10 mM and 182 mat for PPi. The enzyme was inhibited by erthovanadate, but
not by L-phenylalanine, oligomycin, sodium azide, P' P*-di(adenosine-5')pentaphosphate or sodium flugride.

The experimental evidence showing absence of inhibition by sodium azide and sodivm fluoride, hydrolysis of pyrophosphate
but not of monocster phosphates, and negative cooperativity suggested that this cnzyme was a novel ATP-diphosphohydrolase.

Placenta (1999), 20, 475-484

© 1999 W. B. Saunders Company Lid

INTRODUCTION

ATP-diphosphohydrolases (EC 3.6.1.5) are ATP-hydrolysing
enzymes with unknown metabolic function. Their abundance
and high enzymatic activity suggest that they might play an
important role in cell metabolism (Komoszy ski and Wojtczak,
1996). Although ATP-diphosphohydrolases and ATPases
belong to the same group of cnzymes, there arc several
differences between them, While ATPases hydrolyse ATP,
ATP-diphosphohydrolases can hydrolyse different di- and
triphosphonuclcosides; for example, hydrolysis of ATP
releases AMP and orthophosphate. The hydrolysis of nucleo-
side monophosphates by ATP-diphusphohydrolase has not
been observed. This suggests that cach cnzyme has a different
metabolic function.

Although the hydrolysis of nucleotides by ATP-
diphosphohydrolases has been implicated in several functions,
such as ncurotransmission {Burnstock, 1991; Sarkis and Salio,
1991), blood platclet aggregation (Law, Ribeiro and Wells,
1992; Marcus and Saficr, 1993; Beukers et al., 1993), pressure

* T'o whom correspondence should be addressed at; Departamenta e
Bioquimica, Facuhad de Medicina, UNAM, Apartade Postal 70-159,
Coyoacin, (H510, México 12, I, Mixico. Fux: 52 (5) 616 241%,
E-mait: fedem@servidor.unam.my

1434004799 /150475 + 10 SEX AN/

regulation (Edwards and Gibb, 1993; Ziganshin et al., 1994),
protein glycosylation and sugar level control {Sabbatini, Smith
and Von Holt, 1993), and the regulation of membrane integrity
and transport of large molecules {Girolomoni ct al, 1993;
Saribas ct al., 1993}, evidence concerning its physiological role
is not conclusive. Recently, we described the presence of an
enzyme associated with the inner mitochondrial membrane in
the human term placenta, named 5'-nucleotidase (Martinez
et al, 1992, 1993), which hydrolyses triphospho- and
diphosphonucleosides and pyrophosphate (PPi). However, as
the enzyme does not hydrolyse nucleoside monophosphate
or other monophosphate compounds (Martinez et al., 1996),
in the present report it was redesignated as an ATP-
diphosphehydrolase.

The hydrolysis of ATP by this enzyme induces oxygen
consumption in human placental mitechondria (Martinez
ct al., 1993) with a respiration control ratio 2-5 times higher
than those values reported by other authors (Olivera and
Moeigs, 1975). In the presence of magnesium, the hydrolysis of
ATE by A'lP-diphesphohydrolase does not uncouple mitg-
chondrial respiration. Furthermore, this activity scems 1o
regulate mitochondrial metabolism (Martinez ot al., 1996), and
could be involved in the mewbolism of nucleotides in the
trophoblast cell.

|y 1999 W, B. Sauncters Company Tad
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In this work, we have characterized the ATP-
Jiphosphohydrolase activity, starting from an enriched fraction
bbizined from human placenial submitochondrial particles
fractionated on a Sephacryl S400 HR. lis kinctic behaviour,
on modulation and the cffect of several inhibitors were
investigated, The results showed a pH optimum of 8.0 for the
hydrolysis of ATP or ADP by ATP-diphosphohydrolase.
Purine nucleotides and PP were hydrolysed, but AMP and
monocster phosphate compounds were not. Bivalent cations
were found to be neeessary for the ATP-diphusphohydrolase
activity.

In the presence of an La—PPi complex as subsirate, calcium
and magnesivm stimulated ATP-diphosphohydrolase activity
at micremolar concentrations, which suggests an enzymatic
modulation by these cations. Activity was inhibited by
orthovanadate, but not by vL-phenylalanine, oligomycin,
soddium azide (NaN,), P! P_di(adenasine-5')pentaphosphate
(Ap3) or sodium fuoride (NaF).

MATERIALS AND METHODS

Isolation of mitochondria and submitochondrial
particles

To isolate syncytiotrophoblast mitochondria, the term human
placentac werc processed within 30 min of delivery, as
reported carlicr (Flores ct al., 1995) and modificd by Martinez,
Kiriakidou and Strauss (1997), Each batch of submitechondrial
particles (SMP) was obtained from about 60 placentac by the
method reported previously by Martinez et al. (1992) and
stored at — 70°C until use. At least five different batches were
uscd in this study.

Submitochondrial particle {SMP} fractionation

SMP (20 mg/ml) were suspended in a solution containing
4mm ATP and 3mm EDTA (pH 7.4), then the pH was
adjusted to 9.2 with NH,yOH under continuous stirring. The
suspension was sonicated in 5-ml zliquots in an ice bath, using
an MSE Soniprep (UK) model 150 at maximal cutput for two
periods of 10min with a 3-min interval. The sonicated
material was centrifuged at 100000 ¢ for 90 min at 4°C, and
the supernatant was loaded on 2 Sephacryt 5400 HR. columa
(Pharmacia 1LK13, Uppsala, Sweden: 2.5 % 40 cm} previously
cquilibrated with 30 mm Tris-HCl (pH 8) and 5 per cent
glyeerol. At room temperature, the column was cluted with the
same buffer at a flow ratc of 16 ml/h. Following exclusion
volume, 21 samples of approximately 6-7 ml were collected.
The shoulder of the first peak contained the ATP-
diphosphohydrofasc activity (fractions 3-7), which was pooled
and concentrated in an Amicon (Beverly, MA, USA) ccli,
using a YM 100 Diallo (USA) membrane and stored at —70°C
until use. This fraction contained 30 per cent of the tetal
prowin and was designated as the Sephacryl 5400 HR fraction,

Placenta (1999, Vol. 20

At least five difierent preparations of this enriched Sephacryl
S400 HR fraction were used in this study.

Native gel etectrophoresis

A native polyacrylamide gradient gel (3-10 per cent)
was prepared in the following buffer: 150 mm  J{N-
morpholino)propane sulphonic zcid (MOPS); 125 mm histi-
dine, pH 6.3; 10 per cent glycerol; 2.5 mm Zwittergent 3-14;
0.05 per cent ammonium sulphate, and 0.04 per cent TEMED
(v/v). The protin from the Sephacryl S400 HR fraction
(2mg) was solubilized with e-lisophosphatydilcheline and
Zwittergent 3-14 in a 1:1:1 ratto. This condition did not
madify activity for the hydrolysis of nuclcotides. Gels were run
in a buffer containing 150 mM MOPS; 125 mM histidine,
pH 6.5, and 3 mm Zwittergent 314 at i00 V for 6 hat 4°C.

The hydrolytic activity of the enzymes in the gel was shown
as fublows. A solution containing 30 mm ‘Tris-HCI (pH 8), and
5ma MgCl, was used to wash the gel for 15 min ar room
temperature. The gel was then incubated at 37°C for 30 min in
30 my Tris-HCE (pH 8), 5mm MgCl; and 5 mM ADP or
A'TP, Next, the gel was again washed with the previous
washing sclution and incubated at 45°C for 5min in 3.3 per
cent ammonium keptamolibdate, 3.75 N H,SO,, and 6.015 per
cent ascorbic acid to reveal the phosphate released from
nuclcotides. Finally, gels were washed with double~distilled
water and a photograph was taken using a direct screen instant
Polaroid camera (model DS-34, UK}, One sample gel or one
guide stripe was stained with silver.

Electrophoretic extraction

The portion of the native gel corresponding to the band with
the highest cnzyme activity was sliced out from unstained
sample gel and used for clectrophoretic extraction. Several
other slices were cut from the native gel as control. As
described in Hashizume et al. (1984), the buffer system
providing the most cfficient extraction contained a lower buffer
system (anodc} of 189 ma imidazole, 62 mm HC), and 10 per
cent glycerol {(pH 7.4) and an upper buffer {cathode) conrain-
ing 2.5 mM imidazol and 10 mm glycine (pH 8). The clectro-
extraction was pertormed at 300 V for 5 h at 4°C. The samples
were placed on the cathode side and after the run, protein was
callected on the anode side.

Determination of protein

Samples were treated with 0.017 per cent deoxycholate
and  precipitied  with 6 per cent  trichloroacetic  acid
(Bensadoun and Weinstein, 1976). After centrifugation, the
protein content was determined as deseribed by Lowry ct al.
{1451}, Crysialline bovine serum albumin (BSA) was used as
stanelard.

Enzyme assays

The ATP-diphosphobydrobse activity, defined as the nucleo-
side tri- and diphosphate hydrolytic sciivity, was determined
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Table 1. Preparation of the ATP-diphosphohydrolase fraction

Total protein Volume Specilie Toal Yicld Puriticuion
Step {m) (mb) activiny” acriviey” (per cent) {told)
SMP 47 3 il7 11363 140 1
Sephacryl S400 HR 63 10 33 9234 51 22

The submitochondrial partivles were processed as deseribed in Materials and Methods, Similar results were obtained in the presence
ol Mg-ADP a5 substrate. 'nmol of Pj released nug/ min in the presence of Mg-ATE; "umol of I'i release/ wtal mg/min in the presence

of Mg-ATP.

v measuring the release of inorganic phosphate (Pi). The
caction was started by the aklition of the substrate
nucleotide—cation complex) plus 1 mMm of free cation (Mg?™,
% or Mn?*), and stopped by the addition of 6 per cent
richloroacetic acid. After centrifugation at 4500z for 10 min
t +°C, an aliquot of supernatant was used (or Pi derermination
s described by Summner (1954) for high concentrations, or by
anzetta (1979) for low concentrations of Pi. The activity at
lifferent pll values was assayed with 30 mas of the following
mifers:  2-(N-morpholino)-cthene  sulphonic acid (MES)
rom 3.5 to 7, Tris-HCI from 7 to 8.5, and 3-[(1,1-dimethyl-
~hydroxyethyllamino}-2-hydroxy-propanesulphonic acid
AMPS0) from 8.5 to If). In cach experiment, 50 pg of protein
n a final volume of 0.5 ml was used; experiments were carried
ut at 30°C. Subscquently, experiments for the hydrolysis
f AMP, ADP, ATP, GDP, GTP or PPi were performed
n the presence of 30msm  Trs-HCl (pH 8). ATP-
liphosphohydrolase activity was also assayed in the presence
f increasing concentrations of the following specific inhibi-
ors: l-phenylalanine at pH 10, or sodium orthovanadate,
ligomycin, Nal®, Ap5 and NaN; at pH 8.

The cffect of millimolar concentrations of free Mg?* or
“a?* on the ATP-diphosphohydrolase activity was studied in
0 mm Tris-HCL (pH 8), using 15mm or 6 mM cation-
wuclentide complex as substrate. To study the effeet of low
wncentrations  of free Mg®™ or Ca®* on the ATP-
liphosphohydrolase activity, the La-PPi complex was used as
ubstrate, Experiments were performed ac least four times in
luplicate.

Determination of the kinetic parameters

Jata for the bydrolysis of different substrates were analysed by
pbust, weighted, non-lincar regression analysis using the
snzhitter software (Elsevier-Diosoft, version 1.05; CGA). The
fata represent the average of cight independent experiments.

“hemicals

Analvtical grade reagents were purchased from Sigma Chemi-
sl Co. (St Louis, MO, USA) and E. Merck (Frrmstads,
Germany).

RESULTS

Partial purification of the
ATP-diphosphohydrolase

Typical results from the partial purification of ATP-
diphosphohydrolase using the Sephacryl S400 HR column are
given in Table 1. The activity was cluted as a single peak
containing 80 per cent of the wial ATP-diphosphohydrolasc
actavity and 30 per cent of the toral protein. Polyacrylamide gel
clectrophoresis in the presence of 0.1 per cent SDS (Lacmmli,
1970) revealed the presence of at least seven protein bands
(Figure i). This preparation, designated the Sephacryl 5400
HR fraction, was used for kinetic characterization.

Effect of pH and inhibitors

Using ATE and ADP as substrates, the highest hydrolysis rare
was obtained at pH 8.0; whereas for AMP, the rate inereased
steadily from pH 8 o 10 {data not shown). As these results
suggested rthe presenice of an alkaline phosphatase, the effect of
.-phenylalanine, a specific inhibitor of alkaline phosphatase
activity, was tested (Fishman and Ghosh, 1967). The hydro-
Iysis of AMP at pH 10 was inhibited approximately 95 per cent
by 30 mm L-phenylalanine [Figure 2(A)]. Although AMP was
not hydrolyscd av pH §, the hydrolysis of ATP or ADP at
this pH was not modificd by L-phenylalanine. These results
indicate thar the ATP-diphosphohydrolasc-cnriched Sephacryl
$400 HR fraction contained an alkaline phosphatase, but that
activity was negligible at pH 8. As more than 95 per cent of the
Pi celeased at pH 8 was due to ATP-diphosphohydrolase
activity,  subseguent  experiments were  performed  at
pH 8.

NaN; and NaF were used as inhibitors as these substances
have been described previously as specific inhibitors of ATP-
diphosphohydrokase activity (Meyerhot, 1945; Lellel et al,
1980; Knowies, Isler and Reece, 1983). The lullowing inhibi-
tors were also tested: ohigomycin for the mitochondrial ¥, F,-
A Tase (Tragdofl, Mchennan and Byington, 1968); Ap) for
myokinase (Lienhard, 1973), and orthovanadate for the P-type
ATases (Perlin et al,, 1986). Oligomycin, Apd, NalN; or Nal®
did mor modify the Piorelease from ATP, ADP or PPi.
Orthovamadate inhibited the retease of phosphate from AT or
ADP {Figuee 2(13)] with an [1C5, of 0.4 mar. The hydrolysis of
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jure 1. Polyacrylamide-gel clectrophoncsis of ATP-diphesphohydrolase,
sctrophoresis was done on a 5DS-10 per con polyacrylamide slab gel, which
s then staincd with sitver. The figure shuws mitochendria (1), PSM (C), the
phacryl 5400 1R fragtion (D) and the ATP-diphusphohydrolase fraction
). The molecular weight markers {(A) were hovine albumin (66 kDa),
ihumin (43 ki), glycerallchyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kDa),
bonic  anbvdrase (29 kD), trypsinogen (24 klDa), ypsin inhibitor
).1 k1) and ¢-betatbumin {14.2 kIDa).

¥ was also inhibited by orthovanadate. These data suggest
st that the F,F~ATPase and myokinase were pot present in
is preparition, as ofigomycin or ApS did not inhibit the
drolysis of the substrates used, and sccond, that the hydroly-
: of the different substrates was catalysed by the same
zyme. Also, neither NaN; ner NaF inhibited ATP-
phosphohydrolase, the results suggest that mitochondrial
TP-diphosphohydrolase from the human placenta shows
fcrent propertics from  enzymes isolated from  other
ological sources (vide infra).

haracterization of the
TP-diphosphohydrolase activity

he hydrolysis of different Mg-nucleotide complexes was
wdivd in the presence of 1mm free Mgt in order 1o
vintain 2 high concentration of the complex. The tme eourse
‘phosphate release was Hnear up to 5 min for ATP or ADP,
d for up to 13 min for PPi. Less than 10 per cent of the
icleotide or P was hydrolysed.

A plot of the ATP-diphosphohydrolase activity versus sub-
mate concentration (nucleotide—cation complex) showed that
¢ enzyme did not follow simple Michaelis—Menten kinetics
igure 3). The acuivity increased very sharply at low concen-
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Figure 2. Llleat of L-phenylalanine and osthovanadae on mitechondrial

ATP-diphasphohydralase activaty.  ATP-diphosphohydrolase  aetivity  was
assayed i the presence of difTerent coacentrations of (A) L-phenylatanine or
{H) vanadate, The concentaation of the Mg-nucleotide compliex was 15 my,
with Y mat MgCly in exeess and 30 mas of AMPSO or “Cris-HC, regpectively.

‘I aetivity in the presence of Mg-ATP (D) or Myg-ADP (@) was at pH 8,

amd with Mg-AMP (&) at pH O, Values are mwan & s.d. of five separale
CXPERImICRES,

trations of Me—ATT or My—ADP, but the slope levelled off as
the substrate concentration increxsed. “The lines shown in
Figure 3 were drawn with the values of the parameters
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gure 3, Dependence of milochondrial ATP-diphosphohydrolase activity on substrate concentratian. ‘The dependence of the activity on substrate concentration
pll § was ficted 1o the Hill equation. The insces show the dauble reviprocal plists of the data. Values are mean £ s.d. of cight separate cxperiments.

baincd by non-lincar regression analysis, assuming an Uy using a Michaclis-Menien two enzymies model, the
zyme with negative cooperativity, and described by the Hill  results revealed a wide dispersion of values, For example, X,
uaiion: and K, for the hyvdrolysis of ATP were 1.83 % 1,40 and
0.01 & 0.008, repectively. The standard deviations were 75 and

e=(1 0, ¥ STV (K +[S]7) with n<t. (1) 80 per cent, respectively.
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Table 2. Kinetic paramcters of ATP-diphasphobydrulase from human placentat mitochondria, in the presence of different substrates

Mg®* Cal* Mn®*
substirate K V.. n 1Shs K Vo H [Shs K L 4 [Shos
\DP 162010 26142 05003 24 12010 350+15 04003 13 252006 169+21 05003 36
\TP LI£007 28048 05003 13 1.2+£010 38032 0520 L4 324040 19718 074£008 438
JDe 28+0.50 240+39 03+008 8.1
3TP L9030 250+41 06009 3.1
PP 10 £1.20 200+35 05+£002 182

The kinctic paramcters were of the cartio

d in the ¥

lcotide comples plus 1 mm of (ree cativn and adjusted w the Hill cqu:u'm; as deseribed

m Materials and Methods, K=mm; ¥, =nmol of Pi released/mg/min; n=Hill number; [5], =K',

The negative cooperativity was visualized better in the
double reciprocal plots (Figurc 3, inset), in which a non-lincar,
concave, downward-sloping line was obtained. A statistical
comparison of the two models (two-enzyme or negative coop-
crativity) was analysed by an F-test comparing the residuals
(Ellis and Duggleby, 1978). This test showed that the model
employing negative cooperativity was the best fit to our results,
with a statistically significant difference (P<0.005).

The Hill numbers (n} for nucleoside tri- or diphosphate
hydrolysis in the presence of Mg?*, Ca?* or Mn®* ranged
from (.33 w 0.73. The ¥, values were from 170 to 380 nmol
of Pi released/mg/min, and the [Slps values from 1.3 to
10 mm {Table 2). PPt hydrolysis also showed negative coop-
crativity with a FGll number of 0.45, a ¥, of 200 nmal of Pi
relcased/mg/min, and a [S), s of 182 mM. This low affinity
suggested that the cation-PPi complex was not the best
substrate for ATP-diphosphohydrolase.

The presence of calcium in the reaction mixture increased
Vwax by 30 per cent comparced with magnesium (Table 2), In
contrast, when Mn?* was used in the reaction mixture, the
Ve Was decreased by 30 per cent compared to Mg”* . Similar
to other ATP-diphosphohydrolases, the presence of cations
may play a role in modulating activity in addition to their
rolc as part of the substrate complex. The addition of
EDTA (0.5mm) or EGTA (0.5 mm) stopped the ATP-
diphosphohydrolase activity (data not shown), supporting the
assumption that this enzyme requires divalent cations for its
activity, In addition, the data suggest that the truc substrate of
ATP-diphosphohydrolase is cation~nucleotide complex or
cation—PPi, which is in cquilibrivm with free cation and frec
nucleotide or PPi,

1o determine the ceffeet of free  cation A'TP-
diphosphohydrolase activity, the cnzyme activity way assayed
in the presence of a large excess of the cation. Figure 4 shows
results when the concentrations of ATP (closed symbols) and
ADP (open symbols) were held constant, while the MgCl, or
CaCly concentration was varicd from | w 30 mm above the
concenteation of ATE or ADP. When the concentration of free
cation was increased above 1 my, ATP-diphosphohydrotase
activity was inhibited and the pereentage of inhibition was the

an

same at low (A) or high (O) concentrations of ATP or ADP.

A doubte reciprocal plot of these data also showed nonlincar
curves and was fAtted to the Hill equation {data nor shown).
The large excess of frec cation diminished the ¥, by 50-65
per cent compared to 1 mM of free cation, while the # was
unchanged (values between 0.43 and 0.51), suggesting that
¥, ..x was the main kinetic paramcter affected by the excess of
free cation.

The effect of divalent cations on ATP-diphosphohydrolase
activity was further studied by determining the hydrolysis
of the La-PPi complex in the presence of calcium or mag-
nesium. As the association constant (X)) for La-PPi is
higher by an order of magnitude than that for Mg-PPi or
Ca-PPi (log K,=16.72, 5.45 and 5.40, respectively), the only
complex formed will be La—PPi and Ca?* and Mg™* will
rcmain free in solution, As shown in Figure 5, calcium and
magnesium lons increased the rate of La~PPi hydrolysis by
five-fold and two-fold, respectively. These results suggested
that Ca®* and Mg?* might have a recognition site on the
enzyme and play a role in the regulation or activaton of
the enzyme.

Native gel clectrophoresis of the enriched Scphacryl S400
HR fracrion showed two bands which were capable of the
hydrolysis of both ATP and ADP. These two bands contained
no more than 0.1 per cent of the total protein Yoaded, as there
was ne silver-staining of the bands corresponding to ATP-
diphosphohydrolase activity, despite detection of the remain-
ing protein (Figure 6). Similar resuhs were obtained with the
Coomassic Brillant Blue R2E5 (data not shown).

The band with the higher ATP-diphosphohydrolase activity
wis cut and clectrocluted from the native gel. The kinctic
behaviour of this enriched ATP-diphosphohydrolase was rel-
evant, as the electeoeluted protein hydrolysed triphospho- and
diphosphonucleosides and  its activity was  inhibited by
ortovanadate. The speeific activity was increased six-fold
compared o the Sephacryl 30 LR (eaction and while the
kinetic behaviour still showed negative cooperativity with the
same Hill number for the hydrolysis of PP, AT, ADP or
GUP. However, the amount of the protein recovered was o
low 10 permit [ursher kinctics studics.
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Figure 4. Inhibition of mitockandzial ATTP-tiphosphohydralase by eveess of
(af*. “The reactivn mistuse comaimed 30 mv Tris-HCL pll 8, and 1he
indicated amounts uf free cation: (@3 15 ma Ca?*=\TP complen: (C) 13 ma
Ca? " —ADP complex; (&) hmnt G2 =ATT comples; and (A) bhmyy Ca®"—
ADL complex. In any comlition, the inhibition way beiween 30-03 per cent
The values are the mean 2 vl of {ive separate experinents.

DISCUSSION

In the present study, we demonstrated the presence of ATP-
diphosphohydrolase activity in the mitochondeial fraction from
the human  wrm placenta,  with  characteristics  diflering
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Figure 5. Stimulation of Irial ATP-diphosphohydrolase activity by
Mg?* or Cs**. The reaction mixture containcd 30 mm Tris-HCI, pH 8,
0.3 mM Lacl'Pi as substrate and dificrent concentrations of (@) calcium or
{ 2) magnesium. { A) Control activity in abscnce of €a? * or Mg, “The valucs
arc the mwan & 5., of (hree separite experiments.

o

Figure 6. Llecrophoresis under nen-denaturing conditions. An aliquot of
prutein (Sephacry] 5400 HR fraction} was used 1o pesform clecirophoresis on
3 native polyaarybmide geadivnr gel (3-10 per cent). The hydrolysis of
ADP (A} or ATP (B) into gl wax assaved s deseribed wnder Maserial and
Methods section. The arrewheads indicawe the highest band of ATD-
diphosphohydrolase sctisity that was clecirosluted. The preseace of total
prewein in the gel was dereeted By silver staining (C).

from the  ATP-diphosphohydrolises  deseribed in other
tissues. NaN; amd Nal* did not inhibit the activity of
this ¢nzyme, contrary to previous reports in other ATP-
diphosphobydrolises (Bruoncue et ab, 1993; Christoloridis
et oal, 1993 Komoszy skiand Wojterak, 1996). The pll
optimum tor the hydrolysis of borh ATP and ADP was §,
which is simifar 1w the pHl optinum of 7.3 described by
Brunctic et al (1995} In other cases the pll optimum
depended an the substrate used (Christoforidis o al., 1993),
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dthough orthovanadate is a potent inhibitor of this mitochon-
rizl ATP-diphosphobydrotase, it did not inhibit the sctivity
f the enzyme in plasma membrane from human placenta
Bruncue ct al., 1995). Two other exclusive featurcs of this
\TP-diphosphohydrolase werc its capacity to hydrolyse PPi
nd the negative cooperativity ebserved with all substrates
ested. Overall, these differences made this enzyme a novel
ATP-diphosphohydrolase.

Several attempts were made 1o solubilize the enzyme (rom
sMP, however treatment with several concentrations  of
Lwittergene  3-14, deoxycholate, Lubrob, Triton X100,
Jigtonin, Tween 20 or faurylmalteside cither resulted in 90
xer ¢ent inactivation and/or a lack of solubilization (data not
thown), suggesting a tight association between the protein and
he lipids of the inner mitochondrial membrane, In the same
nanner, we have previously described an ATP hydrolysis/
tholesterol ratio of 6.95 % .67 (1= 12} in SMP of the placenta
Martinez ot ul, 1996), suggesting an interaction between
tholesterol and  ATP-diphosphohydrelase. The  Sephzeryl
3400 HR fraction used in this study showed an A1D-
liphosphohyilrolase activity/cholesteral ratio of 7.63, similar
:0 that previously reported {(Martinez ct al., 1996), suggesting
‘hat the concentration of cholesterol is important for ATP-
diphosphohydrolase activity. Although the interaction under-
lying the association between ATP-diphosphohydrolase and
the inner membrane in placental mitochondria is unknown,
Hanada ct al, (1995} demonstrated that the interaction between
cholesterol znd the proteins bound /anchored to the membrane
by GPI reduced the solubility of these proreins. Our data
suggest that the low solubility of the ATP-diphosphohydrolase
from human placental mitochondria could be due to an
interaction between cholesterol and the enzyme, Despite this,

we gbtained a Sephacryl S400 HR fraction with 30 per cent of

the total submitochundrial protcin and 80 per cent of total
ATP-diphosphohydrolase activity, ¢nabling us to determine
the kinetic properties of the diphosphohydrolase and the eflect
of several inhibitors and cations.

Although two bands hydrolyzing ATP and ADP were
observed in the native gel clectrophoresis, the band with the
highest ATP-diphosphohydrolase activity showed the same
ncgative cooperative behaviour as the Sephacryl 5400 HR
fraction. It is probable that the two bands observed corre-
sponded to a single enzyme with different aggregation states,
although this result does not exclwde the possibility that these
two bands corresponded to two different enzymes, If an
ADPase was present, then, in the presence of ADP, only one
band should appear and not two as were observed. Neverthe-
less, from this experiment we concluded that the concentration
of ATP-diphosphohydrolase was low, as despite loading 2 mg
of the Scphacryl 5400 HR fraction onto the gel, silver staining
did not show any bands in the region where the activity was
detected alihough a wide band of protein was stained at the
beginning of the gel. In 2 similar manner, bands were not
deteeted by Coomassic Blue staining. This suggests that the
concentration of cnzyme was less than 001 per cent of the towt
mitochondrial protein.

Placenta {1999), Vo, 1

Although an alksline phosphatase was present in the
enriched Scphacryl S400 HR fraction, its activity was negli-
gible at pH 8 which allowed us to determine the kinetic
behaviour of the ATP-diphosphohydrolase. Also, the activity
of gther mitochondrial enzymes associated with the hydrolysis
of nucleotides, such as FyFp-ATPase or myokinase, were not
detected in the Sephaceyl 5400 HR fraction, as revealed by the
hydrolysis of ATP and ADP in the presence of specific
inlibitors  for  U\F-ATPase and  myokinase,  However,
orthovanadate inhibited the hydrolysis of ditferent nucleoside
tri~ and diphosphates and PPi in a2 concentration-dependent
manner, following the same kinetic behaviour. This result
suggests that the hydrolysis of all these different substrates is
catalvsed by the same enzyme, an ATP-diphosphohydrolase
which docs not share the same sensitivity 1o inhibitors as other
previously  reported  ATP-diphosphohydrolases  (Brunette
et al., 1995; Christoforidis ct al., 1993; Komoszy ski and
Wojiczak, 1996; Mencxes ct al., 1997),

An alternate explanation for this behaviour is that the
enzyme activity could be due to a nucleotidase. Henke ¢t al,
(1989), and Raatikainen et al. (1992) reported a 5 ~nucleotidase
activity associatcd with mitochondria from rat liver, having a
pH optimum of between 7 and 7.5 for AMP and IMP. AMP
was the most cffectively hydrolysed nucleotide. In contrast to
the ATP-diphosphohydrolase activity of placental mitochon-
dria, rat enzyme did not require bivalent cations but was
stimulated by Mg’. In addition, the enzyme followed
Michaelis—-Muenten kinctics. The enzyme from human placen-
tal mitochondria showud a high preference for nucleoside tri-
and diphosphates and, to a lesser extent, for PPi. AMP was not
hydeolysed by this ATP-diphosphohydrolase, in contrast to
the enzyme [rom rat liver mitochondria (Henke et al., 198%;
Raatikainne ct al., 1992). In addition, the placenta]l mitochon-
drial ATP-diphosphohydrolasc activity was dependent on the
presence of bivalent cations, Ca®* being the most cffective,
followed by Mg?*, Mn®* and La**. These data strongly
suggest that the phosphate release observed in placenial mito-
chondria could be duc to ATP-diphosphohydrolase activizy.

With respect to the activation of ATP-diphosphohydrelase
activity by cations, there are two pessible explenations: (1} a
direct binding of the cation to the enzyme, modifying the
cnzyme conformation and resulling in an appropriate catalytic
state; or {2} an indireet efleer, as the cation participates in the
formation of the sctual substrate, the cation—{nucleotide or
PPy complex. The results showed thar both Ca®* and Mg2+,
but primarily Ca®*, stimulated the hydrolysis of La-PPi,
suggesting that Ca?* and Mg®" could modify the ATP-
diphusphohydrotase through a regulatory site. In addition, the
dependence of Py rclease on cation concentrations suggested
that the catton—nucleatide complex was the substrate for
the ATP-diphosphohydrofase. Thus, under physiological
conditivns, the  human  placental  mitochondrial  ATP-
diphosphehydrulase could be modulated by Ca?* and/or
Mg?* at micromolar concentrations.

I'rom these results, the hypothesis thar nucleotide hydroly-
sis ackivities can be attributed to the same protein is based on
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the following: (1) the hydrolytic activity towards both ATP
md ADP increased to the same degree throughout the iso-
lation prucess; {2) the kinetie behaviour for the hydrolysis of ar
teast five different substrates was the same; (3) the preference
for the substrate hydrolysis remained unchanged at each step
of purification; {4} the cation-dependent activity showed the
same pattern, regardless of which nucleotide was used; (5) the
inhibition patterns of hydrolysis of nucleotides by ortho-
vanadate were the same for all substeates used; and (6) the
hydrolytic activity towards ATP and ADP  remained
unchanged in the presence of four different specific inhibitors.

With regard to poinr {6) we have previously deseribed the
presence of two enzymes which hydrolysed ADP in human
placental mitochondria and SMP; the activity of one was
associated with ATP-diphosphehydrolase and the activity of
the other with an ADPase, which was scnsitive 1o oligomycin
(Uribe et al,, 1998). In this study, the addition of oligomycin
did not change the mte of the hydrolysis of ADP. This
strongly suggests that the ADPasc is not active in the enriched
fraction of A} I’-diphosphohydrolasc.

The kinetics observed for ATP-diphosphehydrolase activity
suggest that the enzyme has two or more substrate-binding
sites interacting with negative cooperativity (Scgel, 1973).
Analysis of the dependence of the rate of hydrolysis on the
voncentration of nucleotides or PPi (with 1 mm excess of the
cation) gave a Hill number of approximarely 0.5, This negative
couperativity model implics that the binding of cach substrate
to the cnzyme decreases the intrinsic affinities of the vacant
sites. Interestingly, the kinetic behaviour, the Hill number and
the inhibition by erthovanadate were similar for all substrates
used, suggesting that ATP-diphosphohydrolase is the only
cnzyme hydrolysing these substrates. The assumption that
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hvdrolysis of the different substrates is catalysed by the same
enzyme is reinforced by the ratio between the Vo for the
hydrolysis of the nucleoside triphosphaie and the I, for the
hydrolysis of the nucleoside diphosphate, which is ¢lose to 1 in
the presence of cither Ca?™, Mg?™ or Mn®™.

A smvistical analysis, performed to compare the residuals
between the Hill model and the two-cnzyme maodel, supported
the Hill model. This resule supports the assumption that the
entiched Sephacryl 5400 HR fraction contains a singie enzyme
hydrolysing nucleotides and PP,

Finally, the role  of the mitochondrial ATP-
diphosphohydrolase in the placental metabolism remuains to be
detined. We have evidence that the cnergetic state of mito-
chondria madifies the hydrolysis of AT, suggesting a rela-
tionship between ATP-diphosphaohydrolase activity and the
mitechondrial metabolism (Martinez et al., 1996). Morcover,
the addition of A'TT stimulates oxygen consumption m isolaced
mitochondria from human placenta; respiratory control is
higher than in the presence of ADP, Furthermore, sequential
additions of A'TP produced a notable improvement in state 4
respiration, increasing the respirory control rutio from 4 to
11 {Martincz, Chivez and Echegoven, 1987). These results
suggest that the ATP-diphosphohvdrotase could be involved
in the maintenance of mitachondrial membrane integrity, In
addition, the participation of this enzyme in cholesterol
transport in  placental mitochondria has been observed
(Martinez, Espinosa-Garcia and Navarette, 1997; Navarette et
al., 1999), a process inhibited by orthovanadate. Although
orthovanadate inhibits ATP-diphosphohydrolase by more than
90 per cent, the development of specific inhibitors will be
essential for further investigation of the physiological rote of
this enzyme.
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ASPECTOS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES
DE LAS 5'-NUCLEOTIDASAS

Oscar Flores-Herrera y Fedérico Martinez Montes, Departamento de Bioquimica, Facuitad de Medicina, Universidad
Nacional Auténoma de México. Apartado Postal 70-159, México 04510, D.F. México.

RESUMEN

La actividad de las 5’-nucleotidasas ha side descri-
ta en las bacterias, plantas y en diferentes tejidos
de vertebrados. En esta revision se discuten las
propiedades cinéticas y la estructura general de
estas enzimas. Su clasificacion incluye su localiza-
cién y el sustrato preferente. Asi, Jas 5’-nucleo-
tidasas que utilizan al AMP o IMP, de manera
preferente, se denominan como ¢-N-I 0 ¢-N-II,
respectivamente. Por otro lado, si la 5’-nucleotida-
sa esta anclada a la membrana por medio de un
puente de glucosil fosfatidil inositol, se denomina
como e-N, y por lo general estd orientada hacia ¢l
exterior celular como una ecto-nucleotidasa, Se
sugiere que participan en diferentes procesos celu-
lares, tales como: la recuperacion posterior a la
hipoxia, e} aporte de metabolitos para la sintesis del
ADN o del Acido drico. Actualmente, la actividad
de fosfotransferasa de algunas 5’-nucleotidasas ha
adquirido gran interés farmacéutico en la activacién
de agentes antivirales ¢ antioncogénicos.

PALABRAS CLAVE: 5'-nucleotidasa, ecto-
enzimas, AMP, IMP, ATP.

ABSTRACT

The 5’-nucleotidase activity has been described
widely in bacteria, plants, and vertebrates tissues.
In this review, the kinetic properties and the general
structure of several 5’-nucleotidases are discussed.
The classification of this enzymes has been related
to its localization and the substrate-preferring. Thus,
the 5’-nuclectidases that has a strong preferences
for AMP or IMP are referred to as ¢c-N-I and c-
N-II respectively. On the other hand, if the 5°-
nucleotidases is anchored to the membrane through
a glucosyl phosphatydi! inositol are referred to as
e-N, and usually is oriented outside cells as an ecto-
nucleotidase. Its activity has been proposed to be
involved in some cell functions, such as: the
recovery of hypoxia, to bring out metabolites for
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DNA or uric acid synthesis. Recently, the phospho-
transferase activity of some 5'-nucleotidases has
been considered of a major pharmaceutical interest
in the activation of antiviral and antioncogenic
agents.

KEY WORDS: 5'-nucleotidase, ecto-enzyme,
AMP, IMP, ATP.

INTRODUCCION

Las 5’-nucleotidasas (E. C. 3.1.3.5) son enzimas
que catalizan la liberacion del fosfato esterificado
en la posicidn 5 de la ribosa o desoxirribosa de los
nucledsidos tri, di o monofosfato; ademads, son ca-
paces de actuar sobre compuestos como la UDP-
glucosa y el FAD (1). Su distribucion en la escala
evolutiva es amplia, ya que se ha reportado su acti-
vidad en bacterias (2 y 3), protozoarios (4), peces
( 5), plantas (6), aves (4) y mamiferos (7 a 11).

Las nucleotidasas pueden encontrarse en forma
soluble en el citoplasma o asociadas a la membrana
plasmatica a través de un puente de glucosil
fosfatidiiinositol (7). La clasificacion de estas
enzimas toma en cuenta su locglizacion subcelular y
su especificidad por diferentes sustratos; en este
sentido, se tiene que las formas solubles que
hidrolizan preferentemente al AMP se denominan
¢-N-I {del inglés “citoplasmic nucleotidase type I7),
niientras que aquellas que hidrolizan preferentemen-
te al IMP se denominan c-N-I1. Por otra parte, las
nucleotidasas asociadas a la membrana se conocen
como e-N (del inglés “ecto-nucleotidases™), inde-
pendientemente del tipo de sustrato y fraccién
subcelular a la que estén asociadas (4).

Por otra parte, se conoce poco acerca de la fun-
cidn bioldgica que desempefian estas enzimas,
mieniras que las 5’-nucleotidasas citosolicas partici-
pan en el control de los niveles de los 5'-nucleo-
sidos monofosfato, aquellas asociadas a la mem-
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brana plasmatica contribuyen en la via extracelular
que hidroliza al ATP hasta la adenosina. La funcién
fisiclégica de estas enzimas probablemente depen-
de del organismo y del tejido al que se asocian.

Debido a su alta inespecificidad de sustrato, su
localizacion celular y a su amplia distribucion a nivel
filogenético, una de las principales cuestiones por
esclarecer es si las 5'-mucleotidasas pertenecen a
un tipo principal de enzima o si son diferentes for-
mas enzimaticas con caracteristicas cinéticas par-
cialmente compartidas. En este sentido, el anilisis
de la estructura primaria derivada del ADN com-
plementarioc {ADNCc) de bacterias y vertebrados,
muestra evidencias de que al menos parte de las
S’-nucleotidasas conocidas, pueden ser agrupadas
en una sola familia de proteinas relacionadas
filogenéticamente,

En este trabajo se describen las caracteristicas
estructurales y cinéticas de las diferentes 5°-
nulceotidasas conocidas y su posible participacion
en el metabolismo celular.

ESTRUCTURA

A. Vertebrados

Actualmente se conoce la estructura primaria deri-
vada del ADNc¢ para las 5’-nucleotidasas asocia-
das a la membrana plasmatica de la placenta huma-
na (11), del higado de rata (11) y del cerebro del
pez elasmobranquio Discopyge ommata (5). En
los tres casos la proteina madura es de 548 resi-
duos de aminoacidos, con un peso molecular de
aproximadamente 61 kDa. Se ha reportado que las
enzimas de placenta humana y de D. ommata tie-
nen 4 sitios posibles de ser N-glicosilados, mientras
que la enzima de rata contiene 5. El carboxilo termi-
nal {(C-terminal) contiene una seccidn de residuos
de aminoacidos hidrofébicos que son cortados y
sustituidos por el anclaje del glucosil fosfatidilinositol
(GPI), el cual se encuentra unido covalentemente al
residuo de serina 523 (4). Por lo tanio, las 5'-
nucleotidasas pertenecen al grupo de proteinas que
son ancladas a las membranas bioldgicas a través
de un puente de GPI, tales como la fosfatasa alcali-
na, la acetilcolinesterasa y la aminopeptidasa, entre
otras, :

La composicién molar del GPI para las 5°-
nucleotidasas de higado de rata y de la placenta

Flores-Herrera Oy Martinez Mentes F

humana es: 2 etanolaminas, 3 manosas, 1 glucosa-
mina y 1 inositol; los acidos grasos incluyen a los
acidos estedrico, miristico y al palmitico (2 moles
en total). De las 2 etanclaminas, una de ellas posi-
blemente participa en la union del GPI al grupo a-
carboxilo de la serina 523, la otra pudiera estar
unida al residuo de manosa del glicano por medio
de un enlace fosfodiéster (4 y 11).

Se ha sugerido la existencia de variaciones en el
anclaje de la 5*-nucleotidasa a la membrana, debi-
do a la baja actividad de las fosfolipasas C o D
para liberar a las 5’-nucleotidasas y a su baja
solubilizacion por diferentes detergentes; dichas
variaciones pueden ser los cruces transmembrana-
les, de manera similar a lo reportado para la acetil-
colinesterasa {(4). Sin embargo, como ain no se
CONOCE con precision 1a estructura tridimensional de
estas enzimas, la existencia de algun cruce trans-
membranal es aifin incierto.

La secuencia de las enzimas del higado de rata
y de la placenta de los humanos muestran cerca del
90% de identidad, mientras que la 5’-nucleotidasa
de D. ommata tiene un 61% de identidad con
respecto a cualquiera de las nucleotidasas de ma-
mifero (Tabia I). El perfil de hidropatia revela que
la estructura de estas enzimas tiene un alto grado
de conservacion y no solamente en lo que respecta
al dominio del amino terminal (N-terminal, corres-
pondiente al péptido sefial) o C-terminal (sitio de
union cen el GPI), sino también con el resto de los
dominios hidrofdbicos e hidrofilicos. Es importante
mencionar que la identidad de los perfiles de
hidropatia no stempre correlaciona con la identidad
en la secuencia de residuos de aminoicidos. En
este sentido, hay siete dominios en la secuencia de
aminoicidos, de los cuales cinco muestran un alto
grado de conservacion durante el proceso evoluti-
vo: la identidad de estos dominios entre la enzima
de rata y de humano es de entre ¢! 90 y el 100%,
mientras que para la comparacion pezfrata oscila
entre €l 71 y el 100% (4).

En cuanto a la estructura secundaria, los estudios
de espectroscopia infrarroja realizados con la
nucleotidasa de D. ommata, revelan que la protei-
na contiene 49,2% de ldminas B-plegada, 32.7%
de a-hélice, 9.5% de giros 3 y 8.4% de estructura
desordenada. Se predicen resultados similares para
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TABLA |
Relacidn de klentidad de diferentes lipos de §'-nucleotidasas
Fuente Localizacion Nimero de % de % de Cita
celular residuos de identidad por { identidad con
aminoacidos grupo* respeclo a
mamiferos
Placenta de Membrana 548 90 11
humano plasmatica
Higado de Membrana 548 80 11
tata plasmética
Discopyge Membrana 577 60 5
ommala plasmalica
E. coli Citoplasma 525 &0 22
Vibrio Memb. plas. 539 60 22 2
coslicola cara exderna
Vibrio para- | Memb. plas. 539 60 22 4
haemolitico cara exerna

* Los grupos son: mamiferos, peces y bacterias, respectivamente.

la ecto-nucleotidasa de la placenta humana y del
higado de rata (4).

B. Bacterias

Se conoce la estructura primaria de la 5" -nucleo-
tidasa de membrana de Vibrio costicola (2) y de
Vibrio parahemolitico (4), las cuales muestran un
60% de identidad con una UDP-azicar hidrolasa
soluble de Escherichia coli (3), la cual es capaz de
hidrolizar una amplia variedad de 5’-nucledtidos
(Tabla I). Las 5’-nucleotidasas de bacterias, al igual
que en los vertebrados, estan formadas por 539
residuos de aminoacidos y se asocian a la membra-
na plasmatica por medic de un puente de GPL

La comparacion de la estructura primaria dedu-
cida del ADNc para las 3’-nucleotidasas de verte-
brados y de bacterias, revela la presencia de regio-
nes altamente conservadas, lo que sugiere la exis-
tencia de un ancestro comin. Mas adn, estas se-
cuencias se observan en una enzima de E. cofi
(cpdB) (4) que hidroliza tanto a los 3’-nucledtidos
como a los 2’3’ -fosfodiésteres ciclicos; esto sugie-
re que dichas secuencias tienen un significado fun-
cional relevante y que posiblemente incluyen una o
mas regiones para la fijacion del sustrato.

Por otra parte, el patron de hidropatia para la
5’-nucleotidasa de bacterias y de vertebrados
muestra una gran similitud, lo que hace pensar en
una homologia en la estructura de estas enzimas.

PROPIEDADES CINETICAS Y FISIOLOGICAS
A. Vertebrados :

a. Forma e-N: Las 5’-nucleotidasas del tipo e-N
de mamiferos tienen un pH dptimo para su activi-
dad de entre 7 a 8 y actian sobye los nucledtidos
5’-monofosfato (Tabla II). Su actividad es estereo-
selectiva, ya que el L-enantiomero del AMP no es
hidrolizado. Con base en la relacidn Vmax/Km, el
mejor sustrato para la enzima es ] AMP, cuya
afinidad se encuentra en el intervalo micromolar. La
baja especificidad de estas enzimas se demuestra
por la actividad hidrolitica sobre el FAD, la cual se
ha determinado en la 5'-nucleotidasa de membrana
plasmatica de la placenta humana, asi como la hi-
drolisis de la UDP-glucosa por parte de la 5'-nu-
cleotidasa del drgano eléctrico de D. ommata {5).

Por otra parte, el ADP, el ATP y la adenosina
5'-[ct, B-metilen] difosfato actian como inhibidores
competitivos, mientras que la concanavalina A se
comporta como un inhbidor de tipo no-competiti-
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TaBLA N
Propiedades de cuatro tipos de 5-nugcleolidasas del tipo e-N
Fuente PMaparenie | Localizackn pH Vmax Metal Inhibidor | Cita
cetular Gptimo reg s2rido
Pez fAativo 120a | Membrana 75 IMP = 10 2 50 uM 31 ymolasminimg 2n™ ATP, 5
elasmo- 160 kDa plasmatica AMP=1a50 M ADP,
branquio subunidad 64 ConA*
a80kDa
nalive 270 Membrana 74 IMP =7 mM 87.5 ymolas/min/my - - ?
Plzcenla de KDa prasmatica
umana subunbidad
73 kDa
Higadode - Memb, inter, | 7a7.5 AMP = 85 a 100 :M 43 nmolas/minimg Mg™ - ay
rata mitocandrial IMP = 480 M 45 nmotas/min/mg 10
cara externa

* concanavaling A

vo (Fig 1). También se sabe que el fosfato inorga-
nico (Pi) no tiene ningin efecto sobre la actividad
o afinidad de la enzima,

La actividad de estas enzimas no dependen de la
presencia de cationes, aunque la adicion de Mg*
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Figura 1. Caracteristicas cinéticas generales de las S'-nucleoti-
dasas del tipo ¢-N-I, ¢-N-Il y e-N. La figura muestre las prin-
cipales diferencias en cuanto 8 la afinidad por et AMP, <] IMP
o los nuclcésidos trifosfato, y el efecto de los diversos modula-
dores como cl ATP, €1 ADP o ¢l Pi sobre 1a actividad catalitica.
La forma c-N-I ¢s sctivada por ADP, mientras que la forma c-
NI se activa por el ATP y se inhibe por el Pi. L2 forma c-
N ¢5 inhibida por el ATP y no muestra estimulacidn por otras
moléculas,

estimula su catélisis. Asimismo, se ha determinado
que la 5’-nuclectidasa de la molleja de pollo con-
tiene unido fuertemente y de manera natural at Zn*
en una relacién molar zinc/proteina de 2 (4). En
este sentido, se ha sugerido que los residuces de las
Cys 324, 329, 358 y la His 354 de la enzima de
la raya eléctrica, podrian funcionar como sitios de
union para el zinc (5).

La estructura funcional de las 5'-nucleotidasas
es fa de un dimero o unido por medio de puentes
disulfuro intercatenarios, los cuales son esenciales
para mantener 1z actividad (1). Sin embargo, se
desconoce el nimero de grupos tioles que partici-
pan en la formacién del dimero (4). La modifica-
cidn quimica especifica de diversos residuos de
aminoicidos sugiere que las 5’ -nucleotidasas per-
tenecen al grupo de las histidin-fosfatasas, donde
se incluye ademas a la glucosa-6 fosfatasa y ala
fosfatasa alcalina (1).

En relacién a su papel fisiologico, la forma e-N
se ha relacionado principalmente con la hidrolisis
extracelular del 5’-AMP hasta la adenosina. Sin
embargo, alin se tiene que relacionar la actividad
de esta enzima y de la fosfatasa alcalina que tam-
bién se encuentra asociada a la membrana por un
puente de GP1 y orientada hacia el exterior celular.
De tal suerte, es necesaria la determinacion exacta
de la distribucion y actividad catalitica de ambas
enzimas, para definir sus papeles en la hidrolisis de
los nucledtidos extracelulares.

En este sentido, es importante mencionar que la
actividad hidrolitica del ATP o ADP asociada a la
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membrana plasmatica de diversos tejidos, mues-
Lra un comportamienta cinético diferente a lo re-
portado para las ATPasas intracelulares conoci-
d.as (4). Dicha actividad tiene, entre otras caracte-
risticas, una velocidad similar a la presentada por
las 5'-nucleotidasas; lo que sugiere que estas
enzimas podrian ser el paso final en la via de
hidrolisis extracelular de los trinucledtidos hasta
nucledsidos,

La repercusion de la hidrdlisis de los trinucleé-
tidos, en especial del ATP hasta los nucledsidos,
esta adn en estudio. Debido a que tanto €l ATP
como la adenosina extracelulares actiian sobre los
receptores purinérgicos (P,) (4), 1as 5’-nucleotida-
sas participan en dos procesos metabolicos rela-
cionados: la inactivacion del ATP y la formacién de
adenosina. La inactivacion del ATP representa el
paso en su control como mediador intercelular,
mientras que la adenosina induce una variedad de
funciones que incluyen la vasodilatacion y la dismi-
nucidn de la filtracién glomerular, entre otras.

No obstante, la fuente de ATP extracelular y
otros nucledtidos estd ain en discusion. Existen sis-
temas celulares tales como las neuronas colinérgi-
cas y adrenérgicas o las plaquetas, que comparta-
mentalizan al ATP en vesiculas de secrecién. El
ATP {0 ADP) de estas vesiculas puede ser libera-
do por exocitesis controlada y entonces desenca-
denar la cascada de produccion extracelular de
adenosina (4). Sin embargo, como no se ha descri-
to ningun mecanismo de liberacion de los nucled-
tidos para otros sistemas celulares, la amplia distri-
bucion de las 5’-nucleotidasas del tipo e-N, es adn
enigmatica,

b. Forma e-N asociada a la mitocondria:
Recientemente se ha reportado la existencia de una
5’-nucleotidasa asociada a la fraccion mitocondrial
del higado de rata (9 y 10). Esta enzima est4 aso-
ciada a la membrana interna y su orientacion es ha-
cia el espacio intermembranal, hidroliza preferente-
mente at AMP con una Km de entre 85 y 100 uM
y una Vmax de 35 nmolas /mg /minuto, mientras
que la hidrolisis de IMP muestra una Km de 480
uM v una Vmax de 45 nmolas /mg /minuto (Tabla
11). El pH 6ptimo para la actividad de esta enzima
es de 7 a 7.5 y requiere de Mg* para su catalisis.
Se ha sugerido que su principal contribucion en el
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metabolismo hepatico, es la produccidn de adeno-
sina durante la recuperacion posterior a la hipoxia
que promueve ¢l aporte de oxigeno al tejido.

c. Formas citosolicas: El estudio de las formas
c-N-I y ¢-N-II indica que son altamente especifi-
cas para los nucledtidos monofosfato asi como de
su contraparte desoxinbonucledtidos, por lo que se
sugiere que podrian intervenir en el control de los
niveles de AMP o IMP intracelulares y participar
en el control energético celular, Sin embargo, una
diferencia importante entre estas formas solubles es
su localizacion: mientras que la forma ¢-N-II tienen
una amplia distribucién en diferentes tejidos, la for-
ma c-N-I sélo ha sido descrita en el tejido cardia-
co de vertebrados.

La forma ¢-N-II tienen como sustrato preferente
al IMP (Tabla III) y la cinética de hidrélisis para
este sustrato es hiperbdlica, mientras que para el
AMP tiende a ser sigpmoidal (Fig 1). La Km para
el IMP y el AMP estén en el intervalo de 0.1 2 0.6
mM y 1a 15 mM, respectivamente. Sin embargo,
la presencia del ATP o del ADP, en concentracio-
nes milimolares, incrementa la Vmax y la afinidad
por el AMP. El 2 3-difosfato glicerato (12 y 13) y
los polifosfatos de adenosina, tales como el Ap,A,
Ap A y ApA son estimuladores potentes de la
actividad catalitica (13) (Fig 1).

El pH optimo para la actividad de esta enzima es
de 6.5 y se considera como un criterio para dife-
renciarla de la forma e-N, Su peso molecular, de-
rivado de estudios de cromatografia, se encuentra
entre fos 200 y 265 kDa, mientras que el peso
molecular para las subunidades es de 42 kDa para
el crusticeo Arfemia y de 32 a 70 kDa para
vertebrados; de donde se sugiere que su estructura
funcional es un homo-oligdmero, probablemente un
tetramero.

La otra forma soluble, ¢c-N-I, tiene como princi-
pal sustrato al AMP (Tabla I1). Las caracteristicas
de esta enzima son similares a las descritas parala
forma c-N-1I, excepto que ésta s6lo se estimula
por el ADP y no por el ATP o los polifosfatos de
adenosina (Fig 2), por lo que se ha propuesto que
ambas formas contienen sitios de unién para el ATP
yfo el ADP, ademas del sitic propio para el
sustrato.
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Prapiedades de cuairo bpos de 5-aucleotidasas cilesélicas de venebradas

Fuenie '_pM aparente H Km Vmax Metal Innib | Activador § Cita
Splime fequendo | wdor |
€+N-1 nativo
Tejldo 150 %Ca 6.5 [AMP=2aBmMm - Pi ADP 4]
canaco subunidad
40 xCa
M-l nativa90kDa | 6a6.5 | GMP,IMP, UMP =8 a 17 mM 13 4 37 pmolasiminimyg Mﬂ". Mn".
Placenta | subunidag dAMP, dGMP, dIMP = 287 142 294 umolasminmy | Co¥, Cu™. |~ - 8
de 440 45 kDa mi 81 & 127 gmolas/min/img Cs
humang FAUMP, 3dIMP 2 0.3 mM
P = 0.4 mi 152 pmolas/min/mg
c-N-i Nalivs 8232 | GMP=0.8mM 132 umolas/min/mg ATP,
Ertrocito | 250 kDs 65 wo™ Po| oAt ] 12
de subunided GTP,
humana 60 kDa 2,3 DPG*
2 300G 483 pmolas/min/myg
IMP = 004 mm S5T pmolesimin/myg
GMP = 0.08 mM
WP, GMP =14a23mM IMP, GMP =
UMP, CMP = 50 a 100 mM 18-19 pmelasiminimg
e-N-1l naliva 55 | AMP = 2] mim
Higado de 200 kDa UMP, CMP = - Pi ATR 13
poltp subunidad 10 pmoles/imin/mg
52 kDa
AMP =
14,3 pmolas/min/mg
+ ATP
IMP, GMP = 0.1 a 0.14 mM
UMP, CMP = 2.5 a 4,5 mM
AMP = 63 mM

* 2,3, difcs’o glicerato.

El peso molecular de 1a forma ¢-N-I es de 150
kDa aproximadamente, mientras que las subuni-
dades presentan un peso de 40 kDa, lo que sugiere
que la enzima puede existir como la asociacidn de
monodmeros idénticos que forman un tetramero.

Por otra parte, para determinar los factores que
influyen en la selectividad de las 5’-nucleotidasas
¢-N-I y ¢-N-1I, se ha estudiado !a fijacion e hidrd-
lisis de diferentes analogos de sustrato (i4), en los
cuales se ha realizado alguna modificacion en la
region de la base, de la ribosa o del fostato (Fig 2).

Los resultados indican que la modificacion en la
regién del fosfato no permite la hidrohsis del ana-
logo (Fig 2, a y b); lo que indica que la interaccion
carga-carga entre la enzima y el sustrato es indis-
pensable. Aunado a esto, la sustitucién 5'-fosfo-
diester (Fig 2, ¢ y d) es region-selectiva; en estas
condiciones existe poca hidrolisis de dicho analogo.
Las modificaciones en la region del azicar produ-
cen andlogos que se asocian a la enzima pero son
poco hidrolizables (Fig 2, e), lo que sugiere que el
grupo 2'-OH no es estereoselectivo para la fija-
¢idn de la molécula pero es escencial para la catali-
sis, La sustitucién de un hidrogeno por un grupo
-CH (Fig 2, f) en la base nitrogenada no inhibe sus-

tanciaimente la fijacién o hidrélisis del analogo, o
que sugiere que ninguna de las enzimas fija al sustra-
to por medio de un puente.de hidrogeno del N-7,

Por otra parte, las sustituciones en el N-1 de la
base, tampoco evitan la fijacion y catalisis del analogo
por parte de 1a forma ¢-N-I (Fig 2 g y h). Lo anterior
contrasta con los resultados obtenidos para la
isoenzima c-N-II, para la cual la interaccion con el
N-1 la hace setectiva por el 5°-GTP y el 5'-AMP.

De lo anterior se puede concluir que para la
fijacion vy la catalisis del sustrato es indispensable la
integridad de la region del fosfato y de la ribosa,
mientras que para el reconocimiento es indispensa-
ble el N-1 de la base nitrogenada.

El andlisis de la secuencia de aminoacidos de las
formas e-N, c-N-I y c-N-11 indican que no hay
homologia entre las enzimas solubles y la asociada
a la membrana. Por otra parte, se ha asociado a las
formas solubles a la degradacion intracelutar del
ATP hasta adenosina y del IMP, inosina. Su acti-
vidad tiene importancia particular en situaciones de
anoxia o isquemia, ya que la liberacién de
adenosina induce la vasodilatacion y la oxigenacion
de los tejidos. El impacto metabdlico de la activi-

-
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Figura 2. Estructura dc algunos andlogos del AMP utilizados
para ¢l cstudio del sitio activo de las 5%-nucleotidasas citoplis-
micas. a) Adenosina 5'-monofosforotioate (5-AMPS), b} Ade.
nosina $'-monofosforomorfolibdato (5-AMP-morfolibdato); ¢)
Adenosina 2-monofosfato (2-AMP), d) Adenosina 3'-mono-
fosfate (3'-AMP}, ¢) 2-dcsoxtadenosina 5'-monofosfate (2'-
desoxi-5-AMPY, ) 7-diazo-adenosina 5'-monofosfato (7-CH-
5“AMP);, g) Adcnosina-N'-oxido 5-monocfosfato (1-NO-5-
AMP), h} 1N t-cteno-adecnosina 5'-monofosfato {1,N¥-cteno-5'
AMP) (adaplado de la referencia 14).

dad de estas enzimas varia dependiendo del tejido
y del organismo del que se trate. Por ejemplo, en
animales urotélicos como el pollo, la desfosforila-
cion citosolica del IMP es el inicio de la via para la
formacion del acido Grico (4), mientras que en el
tejido cardiaco, la produccion de adenina esta rela-
cionada con la vasodilatacion y la oxigenacion poste-
rior a la recuperacion del infarto o de la hipoxia (4).

En mamiferos, la actividad de estas 5’-nucleoti-
dasas ha sido relacionada con el aporte de meta-
bolitos para la sintesis del ADN (13), asi como en
la transferencia de grupos fosfato entre un nucleo-
tido monofosfato y un nucledsido (1) y su repercu-
sidn en la activacion de agentes antivirales (4) o en
¢l desarrotlo de sustancias anticancerigenas (15).
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Actualmente, no existe un esquema general del
papel de estas dos nucleotidasas intracelulares en la
produccion de nucledsidos en los diferentes esta-
dos energéticos de la célula. En este sentido, se
requiere una cuantificacién precisa de la concen-
tracién de todos los factores que afectan la acti-
vidad de estas enzimas. Dentro de tales factores
se incluyen no solo al ATP, al ADP, al AMP, al
IMP o al Pi, sino también a la adenosina, la inosi-
na, al 2,3-difosfoglicerato, a los polifosfatos de
adenina y al pH, entre otros, y aunque el papel de
las 5’-nucleotidasas citoplasmicas se desconoce, su
deficiencia congénita esta asociada a la muerte
causada por enfermedades tales como la anemia
hemolitica.

B. Bacterias

Las bacterias presentan tanto la forma asociada a
la membrana como las solubles, codificadas por
genes diferentes pero homdlogos. La forma e-N se
ha reportado para las bacterias marinas haldfitas
del género Vibrio y Photobacterium (2). Actual-
mente se desconoce ¢l tipo de anclaje que tiene,
pero en la enzima madura el N-terminal se encuen-
tra bloqueado, al parecer por la union de una ca-
dena actlo (4}. El peso molecular por subunidad es
de 70 kDa, ademdas de que muestran un reconoci-
miento inmunologico cruzado entre vanas cepas de
bacterias marinas (1).

Las 5’-nucleotidasas de membrana de Fibrio y
Photobacterium pueden hidrolizar 5’-nucledtidos
tri-, di- y monofosfato a un pH ¢ptimo de 8 (Tabla
IV), mientras que los 3’-nucledtidos no son hidro-
lizados. Estas enzimas requieren Mg* para su ac-
tividad, el cual puede ser reemplazado por Mn™ y
Co®, mientras que el Zn™ actila comg inhibidor, es
decir, de manera diferente a como lo hace en la
e-N de vertebrados.

Por otra parte, Bacillus subtilis presenta dos
5’-nuclectidasas citoplasmicas, las cuales son acti-
vadas por Mg? e inhibidas por Zn¥, Cu® y Fe™,
Tienen un pH 6ptimo de 7.5 y su actividad incluye
la hidrolisis de los 5’-nuledtidos monofosfato tanto
de purina como de pirimidina; no obstante, son
incapaces de hidrolizar a la UDP-glucosa.

En general, las 5’-nucleotidasas de bacterias son
muliifuncionales, y en conjunto con la enzima azo-
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TABLA IV
Propiedndes de ocho dilereptes lipos de 5-nucleotidasns de bacterias y plantas
Fuente PM Localizackin pH Sustralo Km Vnax' Melal tnhibider Cila
aparenle cetular, Gptimo requendo
Vibrio subunidad | Membrana ATP 339 m%", Mn™, Zn®", N 4
parshaem. T24Da plasmadtica, 8.0 jADP 3.46 Ce”.CI,Br
cara edema AMP 1.3a33 | NGy
Viio | subunidad | Membrana ATP,UTP.GTP 12224 | MgT Mn7, - 4
costicola T0kiDa plasmatica, 2.0 ADP UDP GDF 0.7a27 Co¥ . Ca
cara edema AMP, GMP, UMP 05az22
nativa 137 ATP, ADP,AMP ] 1-30 uM Mg™, Mn™ -
kDa Periptdsmica 6.0 § UDP-D-glucosa
subunitad UDP-D-galactosa 2
Bacillus 52 kDa
Subifis
subunidad Nucledsidos 0.25 mM Mg -
23kDa Citoplasmica 7.5 | monofosfalo de para el
purina y pirimidina | AMP
Cotiledones | subuniiad | Membranadel | 5.0a AMP 0.5 mM 0.4 - ADP KE34mMM | 8
cacahuate 54 kDa Ap._de Golgi 55 NaF, Kie41 mi
Cotledones | subunidad | Membrana | 5.0a AMP 1.06 mM 8.5 - ADP, Ki=2.4 mM® ]
cacahuate 55kDa plasmatica 8.0 NaF, K=35 mM°
geminado
naliva AMP 57.7uM {200 - AMPc K=5.2 yM* [ 17
Microsomas | 49 kDa Membrana de 6.8 GMP 5T M 232 Adenosing, KigS7
de Zea | subunidad | microsomas P 333 4M 92 pMe
mays 24,5kDa uMpP 200 oM 142
1P 52 uM 193
subunidad sotuble 7.0 AMP 35 .M 045 Mo - 18
Gérmen de 57 kDa
nigo
subunidad soluble 7.0 AMP 12.8,M 023 Mg™ -
110 kDa

a8} en ymolasimin/mg: b} Inhibicidn del lipo compelitiva; ¢} Inhibicitn del tipo no compeliliva,

car-1-fosfatasa (EC 3.1.3.23), las nucleotidasas
periplasmicas proveen un sistema completo para la

1) UDP-Glucosa + H,0 — uridina + Pi + a-D-glucosa-1-P
2) a-D-glucosa-1-P + IO — a-D-glucosa + Pi

Después, la glucosa puede ser transportada fa-
cilmente al interior celular. Por lo que la 5°-
nucleotidasa de Bacillus subtilis probablemente
participa en el sistema que provee de carbono a la
céfula (1).

La forma e-N de los géneros Vibrio y
Photobacterium no hidroliza a los azucares-
nucledsidos difosfato, pero si cataliza la hidrélisis
total de los nucledtidos trifosfatados hasta la
adenosina. En este sentido, las 5’ -nucleotidasas de
las bacterias marinas o dulceacuicolas son conside-
radas como contribuyentes importantes en la rege-

hidrolisis de un UDP-azicar extracelular hasta un
nucledsido y un aziicar no fosforilado:

5’-nucleotidasa
Glucosa-1-fosfatasa

neracion del fosfato a partir de compuestos orga-
nicos fosfatados disueltos en el agua (1), por lo que
se sugiere que las 5'-nucleotidasas de la membrana
Plasmatica de las bacterias podrian tener una fun-
¢idn ecoldgica en el reciclaje de nutrientes en los
habitats acuaticos.

C. Plantas

Después de demostrar la existencia de las 5'-
nucleotidasas en Solanum tuberosum, 1a caracteri-
zacidn bioquimica y molecular de estas enzimas ha
adquirido gran atencion. Se han descrito tanto la
forma e-N como las solubles. La forma e-N ha
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sido cstudiada en cotiledones de cacahuate (6); tie-
ne un peso molecular para las subunidades de 54 a
55 kDa (Tabla IV). Es una glicoproteina que con-
tiene -aproximadamente un 40 % de su peso en
forma de carbohidratos, su actividad tiene un pH
optimo entre 5 @ 6, ¢s especifica para el AMP y no
es dependiente de iones. Hasta ¢t momento no
existe informacion acerca del tipo de anclaje que
hay para la forma e-N.

Las propiedades funcionales de las 5’-nucleoti-
dasas de plantas superiores varian dependiendo de
la especie y del tejido del cual son extraidas. Estas
enzimas difieren de las reportadas para otras fuen-
tes en que se inhiben competitivamente por nucled-
tidos ciclicos (16 y 17), ademas de que son
inhibidas de una manera no-competitiva por los nu-
cledtidos tri- y difosfato. Sin embargo, existen re-
portes que indican una baja hidrolisis del 3'-AMP,
ADP y ATP (4).

Por otra parte, es necesario realizar mas estu-
dios para determinar si las 5'-nucleotidasas de plan-
tas, de manera similar a lo que ocurre en animales,
pueden ser clasificadas en distintos grupos.

Por @ltimo, se ha sugerido que las formas intra-
celulares pueden participar en las vias catabdlicas
del metabolismo de la citosina (4) y en la regulacién
de la poza de nucledtidos (17).

CONCLUSIONES

La distribucion amplia de las diferentes formas de
las §’-nucleotidasas en la escala evolutiva, Sugiere
un papel fundamental de estas enzimas en ¢l meta-
bolismo de los nucledtidos. Las propiedades cinéti-
cas y de regulacion de las 5’-nucleotidasas hacen
pensar que su probable papel es la formacion de
nucleosidos, los cuales tienen una gran repercusion
en fendmenos biologicos como la recuperacion
posterior a la hipoxiz, la estimulacion de receptores
purinérgicos del tipo P, o bien el aporte de
metabolitos para la sintesis del ADN. Asimismo, su
actividad de fosfotransferasas en mamiferos ha sido
asociada en la activacion de agentes antivirales o
anticancerigenos, cuyo potencial farmacolégico ac-
tualmente ha adquinido gran impartancia.

Ei desarrollo de un inhibidor especifico para las
5’-nucleotidasas o el establecimiento de una linea
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celular deficiente en la actividad de alguna de ellas,
podria ayudar al esclarecimiento del papel funcional
de estas enzimas en los diferentes procesos fisiolo-
gicos en los que participan,

Por otra parte, la clasificacion actual de las 5°-
nucleotidasas no incluye a la forma asociada a la
membrana interna mitocondrial del higado de rata.
Su localizacion y la falta del conocimiento de su
estructura primaria ha impedido su clasificacidn
dentro del amplio grupo de estas enzimas. Por lo
gue, la relacion y la importancia funcional que exis-
te entre las 5'-nucleotidasas se resolvera cuando se
obtengan y se comparen sus estructuras primarias,
lo que contribuira no solo al entendimiento de la es-
pecificidad de estas enzimas, sino también a diluci-
dar sus posibles relaciones filogenéticas.
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APENDICE C

El regréfico de competencia

Cuando una preparacién enzimatica cataliza dos reacciones diferentes, es
importante conocer si ambas reacciones las realiza la misma enzima o bien, se
trata de diferentes enzimas (Figura 1).

Para desarrollar el regrafico de competencia para una preparacion
enzimatica que cataliza dos reacciones distintas, se define a uno de los sustratos
como A (ATP en este casq), y al otro comoe B (ADP en este caso). Se selecciona
una concentraciéon ag del sustrato A, que produzca una velocidad vy que sea facil
de determinar. De manera similar, se selecciona una concentracion by para el
sustrato B la cual produzca una velocidad ve.

Posteriormente se prepara una serie de mezclas de ambos sustratos a las
siguientes concentraciones: a =(1-p)ac ¥ b =pb,, ¥ se realiza el regrafico de la
actividad enzimatica con respecto a p. Si el regrafico muestra una independencia
de 1a velocidad enzimatica con respecto a p, sugiere que ambas reacciones
ocurren en la misma enzima (Figura 2). Si las dos reacciones no siguen el modelo
cinético de Michaelis-Menten, pero se conoce el nimero de Hill para ambas, ha y
hb respectivamente, la definicion de las concentraciones para ambos sustratos en
la mezcla debe de corregirse a a =ap(1-p)"™ y b =bop""™.

Si ambas reacciones se comportan como el modelo de Michaelis-Menten, y
el sustrato A se transforma en P y el sustrato B en Q, las velocidades va y ve para
la catdlisis de A y B respectivamente, pueden ser expresadas en términos de la
concentracion de a y b de [a siguiente manera:

va = (Vad) / (Kma + @) 1M
ve = {Veb) / (Kma + b) (2)
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donde V. y Vg son las velocidades maximas, Kma ¥ Kus son las consiantes de
Michaelis-Menten.

En el caso mas simple, las reacciones de competencia siguen el
comportamiento algebraico de las ecuaciones de la inhibicion competitiva, con la
constante de inhibicion sustituida por la constante de Michaelis del sustrato que

compite:

V,;\a
VA= (3)
[Kma(1+b/Kmg) + @]

Veb
vg = (4
[Kme(1+8/Kma) + b]

Si en el ensayo enzimatico no se distingue entre las dos reacciones, la

velocidad total, v, s la suma de las dos velocidades independientes:

VAa VBb
Vig = Vatva = +

Kna(1+bIK ng)+a Kena(1+al/Knp)+b

VaalKmat+Vib/ ng
Vit = (5)
148/ Kmatb!/ K

Posteriormente se toma una cencentracién a, cuya va se define como v en
ausencia del sustrato B cuando a = a,; asimismo se define una concentracion by

gue produce el mismo valor de vo en ausencia del sustrato A cuando b = bq:

Viao Vebo
vp = = (6)
Kmatao Kma+byo

81



cuando p=0...1, los valores de a y b varian segun;

a=(1-p)ao
b = pby N

entonces la velocidad total, v, COn respecto a p es igual a:

Va{1-p)ac/Kmat+Vapbo/Kms

Vit =

1+{1-placKma+pbo/Krna
si se sustituye Vaao/Kua por vo(1+8/Kma) ¥ de manera similar Vabo/Kna!

Va(1-p)ao/Kma+Vapbo/ Kme

" (1-p)(1+ao/Kma}+p(1+b0/ Kens)
vol (1-pX(1 +ao/Kna) +p(1+bo/Krmp)]
" {(1-p)(1+a0/Kma) +p(1+bo/Kms)
Vie E Vg (8)

Si los dos sustratos son catalizados por la misma enzima, ia velocidad {otal,

via, B8 constante e independiente a la proporcién de los dos sustratos en la

mezcla.
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Reacciones
independient
- independientes ~
L]
°
3
— Una
QO enzima /
-
Reacciones
antagonistas
Solo Solo

sustratoA Proporcion de los sustratos sustrato 8

Figura 1. Los tipos principales del regrafico de competencia. La wvelocidad total, viy, €s
determinada en una medio cuya mezcla de los dos sustratos es definida por las concentraciones
{1-p)ao y pbe, donde las concentraciones a, y by producen aproximadamente |a misma velocidad,
ve, cuando solo uno de los sustratos esta presente. Si las reacciones se catalizan por la misma
enzima, v es independiente de p; i [as reacciones son realizadas por enzimas independientes, el
regrafico muestra una curva con un maximo; si cada sustrato es mas efectivo como inhibidor de la
catalisis del otro, el regrafico muestra una curva con un minimo,
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Figura 2. Esquema de los tipos de reacciones qué pueden ocurrir en la misma preparacion
enzimatica. (A) Modelo 1, reacciones que cataliza |a misma enzima; {B) Modelo 2, reaccicnes
independientes; (C) Modelo 3, dos reacciones, pero cada sustrato puede inhibir la catalisis del otro.
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