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PRÓLOGO 

E ste trabajo doctoral está basado en el estudio de la actividad cinética de la 

ATP-difosfohidrolasa que se encuentra asociada a las mitocondrias de la placenta 

humana. Se analiza el posible papel que desempeña esta enzima en el 

metabolismo mitocondrial, en particular en la sintesis de progesterona. 

El trabajo escrito está dividido en un cuerpo principal y tres apéndices. En 

aquel se incluye el resumen, la introducción, la metodologia, los resultados, la 

discusión y las referencias; en el apéndice A incluye la copia del sobretiro del 

artículo de investigación publicado. El siguiente apéndice contiene el artículo de 

revisión publicado durante el periodo que comprende los cursos formales del 

doctorado, y por último, en el apéndice e se explican las bases matemáticas del 

regráfico de competencia. 

Se sugiere que la revisión de la tesis se inicie por el artículo publicado y 

continuar con el cuerpo principal. Esto se debe a que la información contenida en 

el artículo es la base para los experimentos y resultados descritos en el cuerpo 

principal, y que se incluyen en el artículo en preparación. 
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la magia eIrá en la langre, fluye del corazón. Cada vez Que la utilizal, parte de ti milmo 
de¡aparece con ella.lólo cuando eltél preparado para entregarte lin recibir nada a cambio, 

la magia te lervirá. 

Theobald Morath Beckman, mae\tro. 
(la forja de un Túnica Negra, vol. 1, -Railtlin, el Aprendiz de Mago-, 

Margater W¡il) 



RESUMEN 

E n este trabajo se estudió el efecto del inhibidor S'-p-fluorosulfonilbenzoil 

adenosina (S'-FSO,BzA), un análogo no hidrolizable del ATP, sobre la actividad 

de la ATP-difosfohidrolasa (apirasa) asociada a la membrana interna de las 

mitocondrias de la placenta humana. La incubación de la fracción enriquecida con 

la actividad de la apirasa con 1 mM de S' -FSO,BzA durante 90 min, disminuyó la 

actividad de ATPasa y ADPasa dependiente de Ca'· o Mg'· en un 60 y 70%, 

respectivamente. La adición de los nucleosidos tri- o difosfatados con el 5'­

FSO,BzA provee una protección de la actividad de la apirasa mayor al 90%, lo 

que indica que el inhibidor se fija en el sitio de unión para el ATP o el ADP en la 

ATP-difosfohidrolasa. En las mitocondrias aisladas de la placenta humana, la 

adición del S'-FSO,BzA produjo la inhibición del consumo de oxígeno inducido por 

el ATP y de la sintesis de progesterona. Los resultados permiten concluir que (1) 

la hidrólisis del ATP y el ADP se realiza por la misma enzima; (2) el S'-FSO,BzA 

se une específicamente al sitio activo de la ATP-difosfohidrolasa; (3) los cationes 

divalentes no son requeridos para la unión del inhibidor o el sustrato al sitio 

activo; (4) la actividad de la apirasa desempeña un papel importante en el 

metabolismo de las mitocondrias de la placenta humana a término y está 

directamente involucrada con la sintesis de progesterona. 
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/NTRODUCC/ON 

El mago inteligente, le dijo Elmimter, recordando lal palabral de Myltra, 
finge no laber nada en ablOluto lobre la magia. 

Luego, con ironfa añadió el corolario: cuando adquiera auténtica labidurfa, 
labrá que en realidad no fingfa. 

Elmimter, mago. 
(Myth Orannor, Ed 6reenwood) 



INTRODUCCIÓN 

E I papel biológico del ATP no se limita únicamente al suministro de energía 

en los diferentes procesos metabólicos, sino que su participación celular involucra 

también a la transmisión de información en el sistema nervioso central y 

periférico. En general, el ATP, el ADP, el AMP y la adenosina están relacionados 

en el control de diversas vías metabólicas que frecuentemente son antagónicas, 

por lo que debe de existir un estricto control de su concentración a nivel 

intracelular. 

Diversos estudios encaminados a esclarecer los mecanismos que regulan 

el nivel de los nucleótidos en las células y los tejidos, aportan evidencias que 

sugieren que las ATP-difosfohidrolasas (Ee 3.6.1.5), comúnmente llamadas 

apirasas, pueden participar en tal modulación (1) repercutiendo en mecanismos 

tales como la transmisión de información en el sistema nervioso central y 

periférico (2); la regulación de la agregación plaquetaria (3, 4) Y la presión 

sanguínea (5, 6); la glicosilación de las proteínas y el metabolismo de los 

carbohidratos (7, 8) Y la regulación y protección de la integridad de las 

membranas biológicas (9, 10). Aunque los datos no son concluyentes, la 

abundancia y concentración de las apirasas, así como su alta capacidad catalítica 

tanto en las células procariotas como eucariotas (5, 11-14), apoyan la hipótesis 
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de que estas enzimas desempeñan un papel importante en el metabolismo celular 

de los nucleótidos. 

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 enzimáticos tienen una alta capacidad para hidrolizar a los 

nucleótidos púricos y pirimidicos, tri o difosfatados. Su actividad es totalmente 

dependiente de cationes divalentes como el Ca2
' o el Mg2

' en el intervalo de 

concentración milimolar y son insensibles a los inhibidores clásicos para las 

ATPasas del tipo P, F o V (15). 

Una d~erencia enzimática importante entre las ecto-apirasas y las ecto­

ATPasas, es que las primeras presentan la capacidad de hidrolizar a los 

nucleósidos tri (NTP) y difosfatados (NDP) con velocidades similares, mientras 

que las ecto-ATPasas tienen una velocidad de hidrólisis tipica para los NTP que 

es 25 veces mayor que para los NDP. Sin embargo, ambos tipos enzimáticos son 

incapaces de hidrolizar a los ésteres de fosfato (15). 

El pH óptimo 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 mod~icación de los grupos -SH (12, 18 Y 19) pero son 

sensibles a los agentes quelantes (14, 20), a los análogos del ATP (20, 21) Y 

algunas de ellas al HgCI2 (12, 17, 22). 
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La estructura de las apirasas 

Las ATP-difosfohidrolasas son enzimas de membrana que hidrolizan al ATP y 

al ADP hasta AMP liberando fosfato inorgánico. Los estudios llevados a cabo con 

las apirasas purificadas de diversos organismos y tejidos muestran que se trata 

de una proteína glicosilada de aproximadamente 70-100 kDa en estado nativo; 

esta variación en la masa molecular depende del número de sitios de glicosilación 

así como del tipo y unidades de carbohidratos incorporados. 

Recientemente se han obtenido las secuencias de los residuos de 

aminoácidos de diversas apirasas, entre las que se incluyen a la de cerebro 

humano (HB6) (23), las isoformas de los linfocitos de humano (CD39, CD39L y 

CD39L3) (24) y de ratón (CD39) (26), las del sistema vascular de mamíferos (27), 

las de aves (28), las de bovinos (29) y las NTPasas de plantas (29) (Fig. 1). 

El análisis de su estructura primaria permite predecir una masa molecular 

de entre 30-70 kDa en ausencia del enramado de carbohidratos y un pi de 7.9; 

asimismo, poseen un número variable de sitios de glicosilación y entre 11 a 13 

residuos de cisteína en las proteínas animales y solo 7 en plantas (Fig 1). 

Aunado a esto, presentan un sitio potencial de fosforilación por una proteina 

cinasa dependiente de AMPclGMPc así como una tirosina susceptible de ser 

fosforilada (23). 
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El análisis de hidropatía predice la existencia de dos regiones 

transmembranales con estructura de a-hélice, una a cada extremo de la proteína 

y un dominio extramembranal que comprende al 85% de la estructura proteica y 

en donde reside la actividad catalítica (Fig. 2) (23, 25). 

El alineamiento de diversos miembros de la famílía de las ATPasas del tipo 

E, muestra cinco regiones de identidad en la secuencia de los residuos de 

aminoácidos, denominadas como "regiones conservadas de las apirasas" (ACR, 

del inglés, apyrase conserved regions) (24, 30) (Fig. 1). 

La mutación selectiva de diversos residuos de aminoácidos en las 

d~erentes regiones ACR modifica la actividad de las apirasas, lo que sugiere que 

tienen una participación muy importante en la catálisis enzimática así como en la 

integridad estructural de la proteína. 

En este sentido, la mutación del residuo de aspártico por alanina o 

asparagina de la región ACR V (Fig. 1) disminuye en >90% la actividad de 

ATPasa de la apirasa, y elimina totalmente la hidrólisis del ADP. Asimismo se 

pierde la capacidad de hidrolizar cualquier otro nucleósido tri o difosfatado. La 

mutación de este residuo de aspártico por glutámico no afecta la capacidad 

catalítica de la apirasa en presencia de ATP, mientras que su actividad de 

ADPasa sólo disminuye sutilmente (31). 

La mutación de otro residuo de aspártico, ahora en la región ACR I y de los 

residuos de glicina de la región ACR I y IV también provocan una disminución en 

la actividad de la apirasa. Estos resultados muestras que dichas regiones 
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contienen los residuos para la fijación o la catálisis de los grupos fosfato p y y de 

los nucleótidos, lo que se asemeja a lo que se encuentra en la superfamilia de la 

actina/HSP70lazúcar-cinasa (31). 

Por otra parte, la eliminación total de la región ACR I o ACR V disminuye 

substancialmente el transporte de la enzima a la superficie membranal, al parecer, 

debido a un mal plegamiento de la proteína. La eliminación de la región 

transmembranal del extremo amino y de la región ACR V provoca la localización 

intracelular de tales mutantes. Finalmente, la eliminación de la región ACR I o 

ACR IV disminuye su expresión celular, lo que indica que hay un requerimiento de 

esas regiones para el plegamiento apropiado de la proteína y su expresión en 

condiciones tales que pueda desempeñar su papel fisiológico. 

El grupo de Kirley (32) ha realizado la mutación de dos residuos de 

triptofano de las regiones ACR 111 y V (Fig. 1). La sustitución del residuo de 

triptofano por alanina en la región ACR 111 produce una expresión pobre de la 

apirasa, además de disminuir su actividad y dejar a la enzima en el interior 

celular, en contraste con el comportamiento de la proteína silvestre. Asimismo, 

esta mutante es sensible a la digestión proteo lítica por la quimotripsina, lo que 

sugiere que la mutación altera su estructura terciaria e impide su transportación a 

la membrana plasmática y la hace sensible a ser degradada. 
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LDAGSSHTSL 
LDAGSSRTTV 
LDAGSSHTSL 
LDAGSSHTSL 
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" 
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i 

Figura 1. Alineamiento de la secuencia de los residuos de aminoácidos de diversas apirasas de mamíferos, de aves y de plantas. 
Se muestran las asparaginas (N) de los sitios potenciales para la glicosilación (Ir); la treonina (l) en el sitio de fosforilación 
dependiente de AMPclGMPc (>1-) y la lirosina (Y) que puede ser fosforilada (t). También se muestran las 13 cisteinas (C) 
conservadas asi como las regiones ACR 1, 11, 111, IV Y V. Se muestran los residuos de ácido aspártico (O) y de glicina (G) de las 
regiones ACR I y IV, involucrados en la fijación del fosfato p Y'Y del sustrato, respectivamente. Asimismo. se muestran los residuos 
de triptofano de las regiones ACR 111 y V involucrados en el mantenimiento de la actividad de la apirasa. Por último, se muestran las 
estructuras láminas ~ plegadas L) y las a hélices (_) asi como las regiones transmembranales l .. J. 
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TOTLTRYPFD 
L·R$SGFMFR 

ALK 111 

p3-D2 

NLWHMWVHPH 
TRWFSIVPYE 
TRWFSIVPYE 
NLWHMWVHPH 
TRWFSIVPYE 
TRWFSIVPYE 
TRWFSIVPYE 
TRWFSIVPYE 
GWLGEWIQSK 
SFAGKWEHPQ 
GWVGRWIRPR 
PLET· . 

FVAGEKMDLN TSDIMQVSLY GYVYTLYTHS FQcYGRNEAE KKFLAMLLQN 

F 

F 

F 

FVPQNQTIES 
FVPQNQTIES 
FVAGEKMDLN 
FVPQNQTlES 
FVPQNQTlES 
FVPQNQTIES 
FVPQNQTIES 

ETSDA' lEO 
QPGV'TlED 
ETrS' PSED 

FVSSEHVPPE 

TMGHVFDSLC 
NVSDLYKTPC 
NVSDLYKTPC 
TMGHVFDSLC 
NVSDLYKTPC 
NVSDLYKTPC 
NVSDLYKTPC 
CFLFQlQ 
SLSSIYDSPC 
TlAEIYDSPC 
OSPCTMGQRP 
YDTNSKNYSS 

PDNALOFRLY 
PDNA!!Q.ERLY 
TSDIMOVSLY 
PDNA!!Q.ERLV 
PDNA!!Q.ERLY 
PDNALQFRLY 
PDNM&.ERLY 
PKN~KLY 

KNTSVLFRLY 
PDNEVHLRLY 
YSRTIAYGNI 

TVDQRPESYN 
TKRFEMTLPF 
TKRFEMTLPF 
TVDQRPESYN 
TKRFEMTLPF 
TKRFEMTLPF 
TKRFEMTLPF 

TEKERPGLPL 
VPTPSMLSPA 
QTFNSSATVS 
GFLADESKLK 

GKDYNVYTHS 
GKDYNVYTHS 
GYVYTLYTHS 

GKDYNVVTHS 
GKDYNVYTHS 

GKDYNVYTHS 

GKDYNVYTHS 
GQPYKVYTHS 
G'I'NYSLYTHS 
GQHYRVYTHS 

SYTI· 'YSHS 

PNDVlTFEGT 
QQFEIQGlGN 
QOFEIOGIGN 
PNDVITFEGT 
OQFEIQGIGN 
OQFEIQGIGN 
OOFElQGIGN 

NTTVVSGTGN 
QILTVTGTGN 
LSGTSNAALC 
GSLQAAGNFS 

FLCYGKDQAL WQKLAKDIQV 
FLCYGKDQAL WQKLAKDIQV 
FQCYGRNEAE KKFLAMLLQN 
FLCYGKDQAL WQKLAKDIQV 
FLCYGKDQAL WQKLAKDIQV 
FLCYGKDQAL WQKLAKDIQV 
FLCYGKDQAL WQKLAKDIQA 
FLCYGRDQVL 
YLCYGQlQAS 
FLCYGRDQVL 
FLDYGKDAAL 

GDPSLCKEKV 
YQQCHQSlLE 
YQQCHQSILE 
GDPSLCKEKV 
YQQCHQSILE 
YQQCHQSILE 
YOOCHQSlLE 

GNLCAVHVNK 
PAACPTAILK 
RDLVSGLFNI 
KCRSATFALL 

KRLLSKVLQA 
KRLMAALHQD 
QRLLASALQI 
KKLLEKLQNS 

ASIFDFKACH 
LFNTSYCPYS 
LFNTSYCPYS 
AS 1 FDFKACH 
LFNTSYCPYS 
LFNTSYCPYS 
LFNTSYCPYS 

LFDFTSCSFS 
LFNLTCGANR 
SSCPFSQCSF 
KEGKE·NCLY 
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al-D2 

HB6 (H.sapiens) 349 DQETCSFDGV YQ?KIKGPFV AFAGFYYTAS ALNLSGSFSL DTFNSSTWNF CSQNWSQLPL LLPKFDEVYA 
CD39 (H.sapiens) 342 ·QCAFNGIFL PPLQ' ·GDFG AFSAFYFVMK FLNLTSEKVS QEKVTEMMKK FCAQPWEEIK TSYAGVKEKY 
CD39L (H.sapiensl 342 . QCAFNGIFL PPLQ' ·GOFG AFSAFYFVMK FLNLTSEKVS QEKVTEMMKK FCAQPWEEIK TSYAGVKEKY 
CD39L3 (H.sapiens) 349 DQETCSFDGV YQPKIKGPFV AFAGFYYTAS ALNLSGSFSL DTFNSSTWNF CSQNWSQLPL LLPKFDEVYA 
CD39 (M.musculus) 342 . QCAFNGIFL PPLQ' . GDFG AFSAFYFVMK FLNLTSEKVS OEKVTEMMKK FCAQPWEEIK TSYAGVKEKY 
Apirasa (H.sapiensl 342 . QCAFNGIFL PPLQ· 'GDFG AFSAFYFVMK FLNLTSEKVS QEKVTEMMKK FCAQPWEEIK TSYAGVKEKY 
Ecto-apirasa 1 (H.sapiens) 349 · . CAFNGI~.L PPLQ' ·GDFG AFSAFYFVMK FLNLTSEKVS QEKVTEMMKK FCAQPWEEIK TSYAGVKEKY 
Ecto~ATPasa (G.gallus) 327 HCSFDGVFQP EVS- . ·GNFI AFSAFFYTVD FIRTVMERPV HSPSOLKDAA ETICATSWNE LYQKAPRLEK 
Ecto~apirasa IG.gallus) 332 TCGFDGVYQP PVR·· ·GQFF AFAGFYYTFS FLNLTGQQSL SHVNATVWDF CNKNWSELVE TFPONKEHLH 
Apirasa (B. t:aurus) 330 NGFFOPPVAG NFI' . 'AFSA FYYTVDFLKT VMGLPVGTLK OLEOATETTC NQTWAELQAR VPGOO'I'RLPD 
NTPasa (A. thalianal 335 EHCSIGSTIT POLQ' ·GSFL ATASFYYTAK FFELEEKGWL SELIPAGKRY CGEEWSKLIL EYPTTDEEYL 

ACR V 
p4-D2 0.2-D2 'P5-D2 0.3-D2 

HB6 (H.Sapiens) 419 · • RSYCFSAN YIX!:li:!.EYNGY 
CD39 (H.sapiensl 409 LS' EYCFSGT Yl!&1>!4&GY 
C039L (H.sapiens) 409 LS·EYCFSGT YI~Y 
C039L3 (H.sapiens) 419 ..:..:..M.YCFSAN YI~GY 
CD39 (M.musculus) 409 LS'EYCFSGT YILSLLLQGY 
Apirasa (H.sapiens) 409 LS·EYCFSGT YILSLLLQGY 
Ecto~apirasa I(H.Sapiens 415 !!§.:.gYCFSGT YI~Y 
Ecto~ATPasa (G.gallus) 394 RLPDYCATST FVYLLITKGY 
Ecto~apirasa (G.gallus) 39' .... TYCVVG YILTLLVDGY 
Apirasa (B. taurus) 397 ... ·YTCVAM FIHQLLSRGY 
NTPasa (A. chaliana) 403 RGYCFSAAYT ISMLHDSLGI 

a. hélicc de la región transmembranal 

HB6 (H.sapiens) 487 FVGTLAFFTA ARL~LAFLA ~. YLCSATRRI<l!. ___ ª§...EHAFOHAV OSO 
CD39 (H.sapiens) 47. · . . . . . . . . . VFLMVLFSLV LF'fVAIIG~L IF!!KPSYFWK OMV --
CD39L (H.sapiens) 47. .......... VFLMVLFSLV LFTVAIIGL~ IF:tIKPSYFWK OMV 
CD39L3 (H.sapiens) 487 FVGTLAFFTV AALLCLAFLA YLCSATRRKR HSEHAFOHAV OSO 
CD39 (M.musculus) 47. · . . . . . . . . . Yf~LFSL~.~. .L.!.IT.VA'pQ~~ "_~fI:IKPSYFWK OMV 
Apirasa (H.sapiens) 47. VFLMVLFSLV ..L_F.'!"A.~ ~Q~:L. __ I~KPSYFWK OMV 
Ecto~apirasa 1 (H.sapiens) 4.4 WVILILLSTY Yr.:~FSLV. .. PJ'YA~.Iq.~.!! ...... ~.~KPSYFWK OMV 
Ecto~ATPasa (G. galllls) 464 AGFVITTLTA LLTAVYLLRR SKSSTI 
Ecto~apirasa (G.galllls) 465 WVAISFIVLA IVAGLVAILL QCFWICSK 
Apirasa (B. t:allrus) 463 ALLLLFTVLI LAhLVLLLRQ VRSAKSPGAL 

Figura 1. continuación. 
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En contraste, la mutación del triptofano de la región V (Fig. 1) produce la 

estimulación de la actividad de nucleótido trifosfatasa (NTPasa) pero disminuye la 

de NDPasa. La localización celular de esta mutante es similar a la proteína 

silvestre. Aunado a esto, si se realiza simultáneamente la mutación del residuo de 

triptofano de la región ACR V y el aspártico de la región ACR IV, se obtiene una 

enzima que hidro liza preferentemente a los nucleósidos trifosfatados. Esta doble 

mutante presenta una relación de las velocidades de hidrólisis de ATP/ADP de 

11:1 y de 148:1 para la relación GTP/GDP, además, adquiere resistencia a la 

acción de la azida de sodio (32). 

Por otra parte, la eliminación de la región ACR V y de la región 

transmembranal del extremo carboxilo, inhibe de manera importante la actividad 

de la apirasa. Esta mutante ya no es reconocida por el anticuerpo monoclonal 

BU61, lo que sugiere como epítope a la región del carboxilo terminal (31). 

Por último, las regiones transmembranales están involucradas en la 

formación de dímeros, trímeros o tetrámeros (33) lo que produce una enzima con 

mayor capacidad catalítica. La eliminación de cualquiera de éstas disminuye la 

actividad de la apirasa y aumenta su resistencia a la desnaturalización por los 

detergentes. Lo anterior sugiere que los contactos entre estos dominios en los 

monómeros son necesarios para alcanzar la máxima actividad enzimática (30). 

Asi pues, las regiones ACR 1, 111, IV y V Y las regiones transmembranales 

son necesarias para el mantenimiento de la actividad enzimática, la integridad 

estructural y la expresión de la proteina en las membranas celulares (34). 
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A Dominio 1 Dominio 2 

RT plp2 p3 al p4a2 pSa3 pI p2 p3 al p4 a2 pS a3 RT 

COO· 
• e e • e c*cc *c e 

ACRI ACR 11 ACR 111 ACR IV ACRV Epílope (BU61) 

B 

Figura 2. Modelos de la estructura secundaria de la ATP-<iifosfohidroJasa. En A Se muestra la topología pppapapa. de los dominios de la ATP~ 
difosfohidrolasa basada en el análisis de la secuencia de los residuos de aminoácidos de la subunidad monomérica de la enzima (predicción 
consenso de la estructura secundaria de la Figura 1). Se muestran las regiones ACR 1, 11, 111 Y IV así como la presencia de los dominios 
estructurales. Asimismo se muestran los sitios potenciales para la glicosilación (-, \J}), así como los residuos de cisteinas conservadas (c,O ). El 
sitio de fosforilación dependiente de AMPcJGMPc se muestra como (1') en el ACR IV y la tirosina fosforilable como (t) en el ACR 11, así como la 
región epilope en el extremo carboxilo. En B se observa el posible arreglo en dos dimensiones de los dominios (3ppa.J3a.(3a. de la apirasa así como 
la localiz.ación de las regiones que fijan al fosfato P y., del sustrato ( o ). Aunque el número y la posición de los puentes disulfuro se desconoce. 
su presencia se basa en la resistencia de la apirasa a la proteóllsis así como su inhibición por ditiotreito!. 
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Aunado al papel que desempeñan las regiones transmembranales en la 

oligomerización de las apirasas, la glicolisación 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 la 

apirasa con la N-glicosidasa F causa una disminución en el peso molecular de la 

proteína asociada a la pérdida de la actividad con respecto al tiempo. 

El uso de la tunicamicina en las células previene completamente la 

glicosilación y produce una apirasa incapaz de hidrolizar al ATP o al ADP. Sin 

embargo, la expresión y localización de esta apirasa no glicosilada es similar a la 

enzima silvestre (31). 

Lo anterior sugiere que la glicosilación es necesaria para la 

homooligomerización y la actividad de hidrólisis sobre los nucleótidos, pero no 

para su expresión, plegamiento, transporte y correcta distribución a nivel celular. 

Por otra parte, los residuos de cisteína contribuyen a la estabilidad 

estructural del monómero de la apirasa por medio de la formación de puentes 

disulfuro. La formación de estos puentes está basada en que 1) las cisteínas se 

encuentran expuestas a un medio oxidante, 2) los reactivos para su modificación 

química selectiva no inhiben la actividad de la ecto-apirasa de las aves y 3) el 

ditiotreitol produce la inhibición de la enzima (33). Los puentes disulfuro 

intramoleculares podrian participar en el incremento en la estabilidad de la 

proteína y probablemente contribuyan a la resistencia frente a la acción de las 

proteasas característica de estas proteínas (23). 
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En cuanto a la estructura secundaria, se predice una topología pppapapa 

(Figs. 1 y 2) (31). Esta es una característica común de todos los miembros de la 

superfamilia de la actina/HSP70Iazúcar-cinasa, además de presentar dos 

dominios con un arreglo similar cuya asociacíón tridimensional forma una gran 

hendidura, con el sitio para la fijación del ATP o el ADP en el fondo de ésta (36). 

Se ha propuesto que para llevar a cabo la hidrólisis del sustrato, existe un cambio 

conformacional de estos dominios, lo que induce la apertura o el cierre de esta 

hendidura, permitiendo así la catálisis enzimática. 

El mecanismo catalíco de las apirasas 

E n general, se ha observado que los productos de la hidrólisis del ATP o el 

ADP, catalizada por las apirasas, son el AMP y el fosfato inorgánico. Al parecer, 

el AMP puede acumularse en los primeros estadios de la reacción, aún cuando el 

ATP se encuentre en alta concentración 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 relación 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 relación es de 1 (37). La 

capacidad que tiene la apirasa para hidrolizar al pirofosfato de tiamina (15) y en 
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menor grado al pirofosfato (42), sugiere que la velocidad con que se libera al 

ortofosfato está relacionada al número de enlaces pirofosfato disponibles en cada 

ciclo catalítico, además de necesitar de la base nitrogenada y el azúcar para 

anclar al sustrato al sitio activo. 

Para explicar el ciclo catalítico 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 catálisis (Ec. 1), mientras que 

para el segundo modelo se involucra una reacción con dos pasos catalíticos, 

donde se involucra al ADP como un intermediario (Ec 2): 

ATP + 2H20 -- AMP + 2Pi 

ATP + H,O +----+ ADP + Pi +----+ AMP + Pi 
t 

H,O 

(Ec. 1) 

(Ec. 2) 

Para dilucidar el tipo de mecanismo que sigue la apirasa, Tognoli y Marre 

(37) emplearon ADP y ATP marcados con fosfato radiactivo en la posición p o y. 

Ellos demostraron que en presencia de ATP marcado, la adición de ADP no 

radiactivo produce una disminución de casi el 50% en la liberación del fosfato 

radiactivo de la posición p o y. Esto sugiere que el ADP compite con el ATP para 

fijarse en el sitio activo de la enzima. 
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Asimismo, Tognoli y Mare (37) han propuesto el siguiente mecanismo para 

la hidrólisis del ATP por la apirasa microsomal del tallo del chícharo: 

H,O H,O 

ATP + E- ATp·E ~ ADP.E.Pi¡ ADp·E ~ AMP.E.Pi¡ E +AMP 

Pi Pi 

Este esquema es correcto solo si la hidrólisis 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 adición de ADP sobre la concentración óptima de ATP, no 

produce un aumento en la liberación de fosfato del ATP (37, 40); más aún, la 

presencia del nucleósido d~osfatado puede disminuir la catálisis del ATP. Lo 

anterior indica que el sustrato es hidrolizado por la misma enzima, ya que la 

presencia de enzimas distintas podría provocar un aumento en la producción de 

fosfato inorgánico. 

Asimismo, existen otras observaciones experimentales que sugieren que la 

hidrólisis del ATP o el ADP se lleva a cabo por la misma enzima: i) la inactivación 

térmica de la apirasa o por el uso de radiación gama, muestra una cinética de 

inhibición similar, ya sea en presencia de ATP o de ADP (17, 39, 40); ii) durante el 

proceso de purificación se mantiene la relación entre la velocidad de hidrólisis del 

ATP Y el ADP (40-42); iii) el pH óptimo para la catálisis de ambos sustratos es 

similar (42) Y iv) el uso de inhibido res, activadores y la modificación química de 
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los residuos de aminoácidos del sitio activo de la apirasa alteran de forma similar 

la actividad enzimática 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 está fuertemente unida 

a la mitocondria con el sitio activo dirigido hacia el espacio intermembranal. 

Existen evidencias de que su actividad está íntimamente 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 íntegras de la placenta, cuando hidroliza al ATP (63). 

Sin embargo, es importante señalar que este fenómeno no induce el 

desacoplamiento de la respiración mitocondrial, lo que sugiere que la apirasa 

desempeña un papel importante en el metabolismo energético de la placenta. 

Aunado a lo anterior, se ha descrito la inhibición parcial de esta enzima por 

vanadato de sodio (42) y su efecto sobre la incorporación del colesterol a las 

mitocondrias de la placenta humana (61); asimismo, se ha descrito en este 

sistema mitocondrial que la síntesis de progesterona es dependiente de un 

componente proteico sensible a la degradación por tripsina (44). 

Por último, la caracterización cinética de esta enzima (42), mostró que el 

comportamiento catalítico se ajusta al modelo de cooperatividad negativa, con un 

número de Hill de 0.5, una [S]05 de entre 2-10 mM y una Vmax de 380 nmolas de 

Pi I mgl min para los nucleósidos tri- y difosfatados, donde la relación de hidrólisis 

NTP/NDP es 1. La actividad de esta ATP-difosfohidrolasa es totalmente 
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dependiente de cationes diva lentes (Ca", Mg" o Mn"), siendo el calcio el catión 

que produce una estimula ció n de casi 6 veces la catálisis del complejo lantano­

pirofosfato (La-PPi). 

El uso de los inhibidores es una herramienta útil en la caracterización de 

las funciones enzimáticas. Sin embargo, la falta de un inhibidor específico para 

las ATP-difosfohidrolasas limita el estudio de su papel en el metabolismo 

mitocondrial. La 5'-p-fluorosulfonilbenzoil adenosina (5'-BSO,BzA), un análogo no 

hidrolizable del AOP o ATP que reacciona específicamente alquilando algunos de 

los residuos de los aminoácidos presentes en el sitio para la fijación del ATP de 

una gran variedad de enzimas (45), ha sido empleado para la modificación 

covalente del sitio activo e inhibir a las ATP-difosfohidrolasas de diferentes tejidos 

de los mamíferos y peces (22, 46, 47). Se ha sugerido que la región fluoro su~onil 

del inhibidor se ubica en una posición análoga a la del fosfato gamma del ATP, lo 

que le permite actuar como un agente electrofílico y reaccionar covalentemente 

con diferentes residuos de aminoácidos. Así, este reactivo es un inhibidor 

adecuado para la modificación específica de los sitios de fijación de los 

nucleótidos púricos en las proteínas. Por todo esto, el 5'-BSO,BzA puede ser 

empleado como una herramienta en la caracterización del papel que desempeña 

la apirasa de las mitocondrias de la placenta humana. 

En este trabajo se analiza la cinética de inactivación de la ATP­

difosfohidrolasa de la mitocondria de la placenta humana por el 5' -FSO,BzA. 

Asimismo, se analiza la repercusión de la inhibición de la actividad de dicha 
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enzima sobre dos procesos metabólicos importantes en las mitocondrias aisladas 

de la placenta humana: (1) la estimulación del consumo de oxígeno en presencia 

de ATP y (2) la síntesis de la progesterona. 
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MÉTODOS 

La obtención de la muestra de la apirasa 

La purificación de las mitocondrias del sinciciotrofoblasto de la placenta 

humana a término se realizó por una modificación del método reportado por 

Flores-Herrera y cols. (42) y que se describe en Martínez y cols. (43). Las 

partículas submitocondriales se obtuvieron de aproximadamente 60 placentas 

empleando el método reportado por Martínez y cols. (50), y almacenadas a -70'C 

hasta el momento de usarlas. 

La obtención de una fracción enriquecida con la actividad de la apirasa se 

realizó por el método descrito por Flores-Herrera y cols. (42). 

La determinación de la concentración de protelna 

La cuantificación de la concentración de la proteina se realizó según una 

modificación del método descrito por Lowry y cols. (51), el cual consiste en tratar 

a la muestra con 0.017% del detergente desoxicolato y su precipitación con el 

ácido tricloroacético al 6% (52). Se recuperó la fracción proteica por medio de 

centrifugación y se determinó su concentración utilizando como estándar a la 

albúmina sé rica de bovino cristalizada (BSA). 

La detección de carbohidratos asociados a la apirasa 

La detección de carbohidratos asociados a la ATP-difosfohidrolasa se realizó 



por medio de un ensayo comercial de la marca BIO-RAD (Los Angeles, CA, EUA). 

Para este ensayo se llevó a cabo la electroforesis de la preparación de la apirasa 

en un gel de poliacrilamida (10%) en presencia del detergente SDS, según lo 

descrito por Laemli y cols. (53). Posteriormente se realizó la electro-transferencia 

de las proteínas en el gel a una membrana de nítrocelulosa Bio-Rad, a 100 V 

durante 12 h a temperatura ambiente. Después de la transferencia se continuó 

con la metodología descrita en el instructivo del ensayo comercial. Este método 

se basa en la oxidación específica de los carbohidratos y su marcaje con biotina, 

el uso del conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina y por último el desarrollo 

del color por medio del azul de tetrasolio (NBT) y el 5 bromo-4 cloro-3 indolil 

fosfato, incluidos en el ensayo comercial. 

La e/ect,ofo,ésis en condiciones nativas 

La electroforésis en condiciones nativas se llevó a cabo en un gel de 

poliacrilamida en gradiente del 3 al 10%, utilizando los siguientes amortiguadores: 

150 mM de ácido 3-(N-morfolino) sultónico 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 fracción proteica (2 mg) obtenida a partir de 

la filtración molecular en la resina Sephacryl S400 HR (42) se solubilizó con la (1.­

lisofosfatidilcolina y el Zwittergent 3-14 con una relación 1:1 :1. Este tratamiento no 

modifica la actividad de la apirasa. La electroforésis se llevó a cabo en un 

amortiguador que contenía 150 mM de MOPS; 125 mM de histidina a un pH de 

6.5 y 3 mM de Zwittergent 3-14; la corriente fue de 100 V durante 6 h a 4'C. 

La actividad catalítica de la apirasa en el gel se identificó de la siguiente 

manera: el gel se lavó en una solución que contenía 30 mM de Tris-HCI (pH 8) Y 5 

mM de MgCIz durante 15 min a temperatura ambiente. Después se incubó a 37'C 

durante 30 min en la solución de reacción que contenía 30 mM de Tris-HCI (pH 8), 
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5 mM de MgCb y 5 mM de ATP o de AOP. Posteriormente el gel se lavó varias 

veces con la mezcla de reacción en ausencia del sustrato y se incubó a 45°C 

durante 5 min en la solución reveladora que contenía 3.3% de heptamolibdato de 

amonio, 3.75 N de H2SO, y 0.015% de ácido ascórbico. Al revelarse la presencia 

del fosfato liberado por la hidrólisis del ATP o del AOP, el gel se lavó con agua bi­

destilada y fotografiado con una cámara Polaroid (modelo OS-34, UK). Asimismo, 

la localización de las proteinas se realizó por medio de la tinción con plata de una 

muestra del gel nativo. 

La extracción e/ectroforética de la enzima 

región del gel nativo que mostraba la mayor actividad catalítica de la 

apirasa fue removida de un gel sin teñir o incubado en la presencia de los 

sustratos, y empleada en la extracción electroforética de la enzima. Asimismo, 

otras regiones del gel fueron también removidas con el fin de ser utilizadas como 

controles. El sistema de electroelución que mejores resultados aportó fue el 

descrito por Hashizume y cols. (54), el cual consiste de dos soluciones, el 

amortiguador inferior (ánodo) que contenía 189 mM de imidazol (pH 7.4), 62 mM 

de HCI y 10% de glicerol; y el amortiguador superior (cátodo) que estaba 

constituido por 2.5 mM de imidazol y 10 mM de glicina (pH 8). La extracción 

electroforética se llevó a cabo a 300 V durante 5 h a 4°C. Al finalizar, las muestras 

se colectaron en el extremo del ánodo. 

El ensayo enzimático 

La actividad de la apirasa se determinó por medio de la liberación del fosfato 
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inorgánico de los nucleósidos tri- y difosfalados. La mezcla de reacción contenia 

30 mM de Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM de Mg" o Ca" libre y 50 ~g de proteina en un 

volumen final de 500 ~I a 30'C. La reacción se inicio con la adición de una mezcla 

equimolar del complejo nucleótido-catión y se detuvo con la adición de 6% de 

ácido tricloroacético. Después de la centrifugación a 4500 9 durante 10 minutos a 

4'C, se usó una muestra del sobrenadante para determinar la concentración del 

fosfato liberado empleando el método descrito por Lanzetla y cols. (55) usando al 

H,PO, como estándar. 

La determinación de los parámetros cinéticos 

Los datos obtenidos para la hidrólisis de los sustratos se analizaron en un 

modelo de regresión no lineal por medio del programa de computación Enzfitler 

(Elsevier-Biosoft, version 1.05; CGA). Los datos son el promedio de cinco 

experimentos independientes. 

El regráflco de competencia 

El regráfico de competencia se realizó según Chevillard y cols. (56), el cual es 

un método para determinar si dos reacciones enzimáticas distintas se llevan a 

cabo en la misma enzima. 

Para una preparación enzimática, no necesariamente pura, que cataliza 

dos reacciones diferentes se definió a uno de los sustratos como A (en este caso, 

el ATP) y se escogió una concentración (ao) que produce una velocidad de 

catálisis (vo) que pueda ser cuantificada fácilmente en ausencia del sustrato B (en 
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este caso, el ADP). Asimismo se escogió una concentración del sustrato B (bo) a 

la cual la velocidad de hidrólisis sea Vo en ausencia del sustrato A. 

Posteriormente se preparó una serie de mezclas de reacción que contenian 

al sustrato A (ATP) Y al B (ADP) a las siguientes concentraciones: a = (l-p)ao y 

b = pbo respectivamente, donde p es la relación entre los dos sustratos y su valor 

es de O a 1. Se determinó la velocidad de hidrólisis para cada mezcla de los 

sustratos y se graficó contra el valor de p. Si las dos reacciones se llevan a cabo 

en el mismo sitio catalítico, el regráfico muestra una línea horizontal, lo que indica 

una independencia de la velocidad de catálisis (vo) con respecto al valor de p. Por 

el contrario, si las catálisis se realiza en dos enzimas independientes, el regráfico 

muestra una curva con un máximo; si cada uno de los sustratos son más 

eficientes en interferir la catálisis del otro sustrato, la curva muestra un mínimo. 

Por otra parte, cuando las dos reacciones no se comportan según el 

modelo de Michaelis-Menten y presentan una cinética de cooperatividad con los 

coeficientes de HiII constantes (hA y he, respectivamente), la definición de las 

concentraciones de los sustratos A y B en la mezcla de reacción se expresa como 

a = ao(l_p)'/hA y b = bop"he para obtener un regráfico de Vo contra p con las mismas 

propiedades ya descritas (ver apéndice B). 

Los valores empleados en este diseño experimental para la concentración 

del sustrato A (ATP) Y el B (ADP) que producen la misma Vo fue de 2 mM y el 

número de HiII fue de 0.5 para ambos nucleótidos (42). 

La inhibición de la actividad de la apirasa por la 5'-p-fluorosulfonil benzoll 

adenosina 

La fracción enriquecida con la actividad de la apirasa (100 I1g/ml) se incubó a 

30'C durante 90 mino en una solución que contenía 30 mM de Tris-HCI (pH 8), 5 

mM de Mg2
' o Ca2

' y diferentes concentraciones de la 5' -p-fluorosulfonil benzoil 
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adenosina (5'-FS02BzA). A los diferentes tiempos se tomó una muestra y se 

agregó a la mezcla de reacción descrita en el apartado de "el ensayo enzimático' 

(esquema 1). Esta mezcla contenía una concentración equimolar del complejo 

ATP-catión o ADP-catión y la reacción de hidrólisis se llevó a cabo durante 5 min, 

al término de los cuales se agregó ácido tricloroacético (concentración final de 

6%) y la cantidad de fosfato liberado se cuantificó por el método de Lanzelta 

(1979). Asimismo, se incubó a la fracción proteica en la presencia de 1% (v/v) de 

dimetil sulfóxido, el solvente en el cual se disolvió al inhibidor, para cuantificar su 

efecto sobre la actividad enzimática de la apirasa. 

Mezcla de inhibición de 

la apirasa con el 5'-FS02BzA t" t'" 

Mezcla de reacción enzimática 

Esquema 1. 

Las curvas de las gráficas semilogaritmicas de vivo versus el tiempo fueron 

lineales y a partir de éstas se calculó la Ki para la 5'-FS02BzA. Los datos son el 

promedio de al menos cuatro experimentos independientes. 

Los experimentos de protección de la apirasa contra la inhibición del 5'­

FS02BzA se realizaron en la presencia de diversos compuestos en una mezcla de 

incubación 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 ensayó después de 1 

h de incubación utilizando al ATP o al ADP como sustrato, y se calculó el 

porcentaje de la actividad residual comparando la catálisis enzimática en los 

diferentes tratamientos con la actividad en ausencia del inhibidor. 
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El efecto de la 5'-FSO,BzA en el metabolismo de las mitocondrias de la 

placenta humana 

E I efecto de la 5'-FSO,BzA sobre el consumo de oxígeno en las mitocondrias 

íntegras de la placenta humana, se determinó polarográficamente con un 

electrodo tipo Clark en un medio que contenía 250 mM de sacarosa, 10 mM del 

ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfónico (HEPES) pH 7.4, 1 mM del 

ácido etilen glicol-bis(p-aminoetil eter)-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA), 1 mM del 

ácido etilen diaminotetraacético (EDTA), 8 mM de a-cetoglutarato, 5 mM de H3PO. 

pH 7.4, 5 mM de MgCI, y 0.2% de BSA. La temperatura fue de 20'C y la 

concentración de proteína de 1 mg/ml. El consumo de oxígeno se estimuló con la 

adición de 300 nmolas de ADP o de ATP y la concentración del 5'-FSO,BzA fue 

de 1 mM. Las mitocondrias utilizadas fueron preincubadas en presencia del 

inhibidor durante 15 min a temperatura ambiente con agitación suave. 

El efecto de la 5'-FS02BzA en la síntesis de progesterona en las 

mitocondrias se determinó en un medio que contenía 120 mM de KCI, 10 mM del 

ácido 3-[N-morfolino]propanosulfónico (MOPS) pH 7.4, 0.5 mM de EGTA, 8 mM 

de a-cetoglutarato o de isocitrato, 5 mM de H3PO., pH 7.4, 5 mM de MgCI" 2mM 

de ATP o ADP y 0.2% de BSA. La concentración del 5'-FSO,BzA fue de 1 y 2 mM, 

la temperatura fue de 20'C, el tiempo de incubación de 3 min y la concentración 

de proteina de 0.2 mg/ml. Después del tiempo de incubación, la progesterona fue 

extraída con dietil éter y su concentración se determinó por quimioluminiscencia 

empleando el ensayo comercial de IMMULlTE (Diagnostic Porducts Corporation, 

Los Angeles, CA, EUA). 
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RESULTADOS 

El regráfico de competencia 

E ste método cinético determina si dos reacciones distintas, en este caso la 

hidrólisis 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 regráfico de competencia muestra que la velocidad de aparición 

del fosfato inorgánico es independiente del valor de p, lo que indica que la 

hidrólisis del ATP y del ADP se llevan a cabo en el mismo sitio activo o por una 

sola enzima, en este caso, la apirasa de las mitocondrias de la placenta humana. 

Esta resultado concuerda con la información obtenida de la caracterización 

cinética de la enzima (42), donde se determinó que la actividad de hidrólisis 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 (Ca2
., Mg2

• o 

Mn2¡. 
Asimismo, en la Figura 4 se muestra la presencia de carbohidratos 

asociados a una proteína de aproximadamente 40 kDa, la cual ha sido 

relacionada con el monómero de la ATP-difosfohidrolasa de las mitocondrias de la 

placenta humana (42). 

Estos resultados muestran que la ATP-difosfohidrolasa de las mitocondrias 

de la placenta humana presenta características 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 hidrólisis de 

sus sustratos (37, 57, 58). 

JO 



La electroforésis en condiciones nativas y la extracción electroforétiea de la 

apirasa 

La electroforésis en condiciones nativas de la fracción enriquecida con la 

actividad de la apirasa muestra dos bandas de actividad de hidrólisis en presencia 

de ATP o de ADP (Figs. SA y B). La tinción con plata (Fig. SC) mostró 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, 

región en la cual la actividad de la apirasa es nula. La tinción con el azul brillante 

de Coomasie R21S aporta resultados similares (datos no mostrados). 
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E -CI 
E 300 1-
:::: 
Q. 
CII 
'C 200 1-
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ni 
o 
E 100 e 1-

o I I I I I I 

o 0,2 0,4 0,6 0,8 1 

p 
Figura 3. Regráfico de competencia. La concentración del sustrato A (ATP) a una p = O fue de 2 
mM, mientras que para el sustrato B (AOP) a una p = 1 fue de 2 mM. La determinación de la 
actividad de la apirasa se realizó según se describió en la sección 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 (señalada por la flecha en la 

Fig. 5 A Y B) fue cortada del gel y se realizó la extracción electroforética de la 

enzima. El comportamiento cinético de la A TP-difosfohidrolasa extraída del gel en 

condiciones nativas se ajusta al modelo de cooperatividad negativa (Fig. 6), con 

un número de HiII de 0.3, una K = 3.28 ± 0.12 mM, una [S]0.5 = 52.4 mM y una Vmo> 

= 2260 ± 150 nmol de Pi/mg/min para la hidrólisis del Ca-ADP, lo que muestra un 

incremento de la actividad específica de aproximadamente 6 veces con respecto a 

la preparación enriquecida. Asimismo, esta preparación es capaz de hidrolizar a 

los complejos catión-ATP, catión-ADP y catión-PPi con las mismas característícas 

cinéticas; además de ser inhibida por el orto-vanadato de sodio. Sin embargo, la 

cantidad de proteína que es posible recuperar por este método es muy baja, lo 

que impide realizar más estudios de la apirasa a partir de esta preparación. 

EstA Be 

Figura 4. Detección de los carbohidratos asociados a la ATP-difosfohidrolasa. la electroforésis en 
condiciones desnaturalizantes de la apirasa y su electrotransferencia a la membrana de 
nitrocelulosa se realizó según lo descrito en la sección de Métodos. La detección de los 
carbohidratos asociados a la fracción proteica se llevó a cabo según un ensayo comercial de 810-
RAD, descrito en la sección de Métodos. Est = p-galactosidasa (116 kDa) y ovoalbúmina (45 kDa); 
A = Partículas submitocondriales; B = Fracción enriquecida con la actividad de la apirasa, la línea 
del extremo derecho indica una proteína de aprox. 40 kDa; e = mitocondrias de la placenta 
humana. 
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La inhibición de la api,asa po, el 5'-FSO,BzA 

S e analizó la cinética de inhibición de la apirasa por el 5'-FS02BzA, 

empleando como sustrato al complejo catión-ATP o catión-AOP, en presencia de 

Ca2+ o Mg2+, 

En la Figura 7 se muestra el curso temporal de la actividad residual de la 

apirasa en presencia de diferentes concentraciones de 5'-FS02BzA. La inhibición 

de la actividad de la apirasa al hidrolizar al complejo catión-AOP es del 70% 

después de 90 min de incubación en presencia de 2 mM de 5'-FS02BzA (Fig. 7B). 

A 'c'.···.·. ,- , . 

. ..•.... , .. [ ..... . 
.. 

...... 

Figura 5. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes. Para realizar la electroforesis en 
condiciones nativas se usó una muestra de la proteína y un gel en gradiente de poliacrilamida (3-
10%). La hidrólisis del ADP (A) o el ATP (B) en el gel se ensayó según lo descrito en la sección de 
Métodos. La cabeza de flecha indica la banda de mayor actividad de la ATP-difosfohidrolasa que 
fue electroeluída. La presencia de la proteína total en el gel se detectó por medio de la linción con 
plata (e). 
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Figura 6. Dependencia de la actividad de la ATP--difosfohidrolasa respecto de la concentración del 
sustrato. La ATP-difosfohidrolasa utilizada para este experimento fue obtenida de la electroelución 
proteica del gel en condiciones nativas (Fig. 5). El comportamiento cinético de la actividad se 
ajustó al modelo de HUI con cooperatividad negativa. El recuadro muestra el ajuste de los datos al 
regráfico de Uneweaver-Burk.. 

Para el caso donde el sustrato es el complejo catión-ATP, las mismas 

condiciones experimentales produjeron una inhibición máxima del 60% (Fig. 7 A); 

sin embargo, no se observó una mayor inhibición de la actividad de la apirasa 

cuando el tiempo de incubación aumentó hasta 120 min o al incrementar la 

concentración 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 incubación (Fig. 7, recuadro). Más aún, el DMSO parece mantener 

más estable a la apirasa con respecto al control, probablemente debido a la 

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

representa más del 20%, por lo que este fenómeno no se exploró en detalle. 
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Figura 7. Curso temporal de la inhibición de la ATP.cIifosfohidrolasa por el 5·-FS~Bza. La 
concentración de la proteína fue de 50 J,lQ /100 , . .tI V se incubó a 3QoC en ausencia {control (O) y 
DMSO (X) en el recuadro} o en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor ((e) 0.1, 
(.) 0.25 Y ( .... ) 0.75 mM en presencia de ATP; (e) 0.1, (.) 0.5 Y ( .... ) 2 mM en presencia de ADP). 
En los tiempos indicados se tomó una muestra y se determinó la actividad usando al sustrato 
catión-ATP (A) o catión-AOP (B). La actividad residual se calculó a partir de la relación de la 
velocidad de la actividad enzimática a los diferentes tiempos (v) con la velocidad de la actividad 
enzimática correspondiente al control (vo). La cinética de inactivación se ajustó a un decaimiento 
exponencial. Los regráficos muestran el curso temporal en presencia de 2 mM de 5'-FS~8zA 
hasta 90 min de incubación. Los datos son el resultado de 4 experimentos independientes ± DE. 
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Por otra parte, la disminución 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 reacción. El regráfico del logaritmo natural (Ln) de la actividad 

residual de la enzima en función del tiempo de incubación (Fig. B), permite 

calcular las constantes de pseudo-primer orden (K.",) a partir de la pendiente de 

las curvas obtenidas a cada concentración del inhibidor, por medio de la siguiente 

ecuación: 

-Ln (v/vo) = K... . t 

donde Vo es la velocidad en ausencia del inhibidor, ves la velocidad en presencia 

de diferentes concentraciones del 5' -FS02 BzA y t es el tiempo. 

Para determinar la Ki se utilizaron las K... ontenidas a las diferentes 

concentraciones del 5'-FS02BzA. El regráfico de las constantes de pseudo-primer 

orden en función de la concentración del 5'-FSO,BzA muestra una cinética de 

saturación (Fig. 9). El regráfico de los inversos de estos datos (Fig. 9 recuadro), 

basados en la siguiente ecuación: 

1/K. ••. = 1/K2 + K;lK2 • [1) 

determinan un valor para la K, de 0,75 ± 1.7 X 10" mM, el cual representa la 

concentración del inhibidor a la cual se obtiene la mitad de la velocidad máxima 

de inactivación de la enzima. Asimismo, el hecho de que la línea tenga un valor 

positivo en el eje de la abscisas, muestra la formación inicial de un complejo 

reversible entre la enzima y el inhibidor (59). El desarrollo gradual de la inhibición 

irreversible de la enzima se define por una K2 = 0.157 ± 0.04 mino"~ lo cual ilustra 

la velocidad máxima de inhibición a concentraciones saturantes del compuesto. El 

hecho de que ambas actividades de hidrólisis tengan un comportamiento similar 

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

placenta humana. 
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Figura 8. Determinación de las constantes de velocidad de pseudo-primer orden a partir de la 
disminución de la actividad de la ATP--difosfohidrolasa en presencia del 5'-FS~BzA, tanto con 
ATP (A) como con ADP (B). La enzima fue incubada en diferentes concentraciones de 5'­
FSO,BzA ((O) 0.1, (T) 0.25, (O) 0.5, (.) 0.75 y (d) 2 mM para la hidrólisis del ATP; (O) 0.1, (T) 
0.25, (O) 0.5, (.) 1 Y (A) 2 mM para la hidrólisis del ADP). La actividad residual se calculó como 
se describe en la Figura 7. Las constantes de velocidad se determinaron a partir de las pendientes 
del regráfico dellogalitmo natural de la velocidad residual contra el tiempo. 

El efecto de los sustratos y otras moléculas en la inactivación de la aplrasa 

por el 5'-FSO,BzA 

S e determinó la reversibilidad de la inhibición por eI5'-FSO,BzA, por medio de 

la habilidad que tienen diversos ligandos de prevenir la inactivación de la apirasa. 
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Como se muestra en la tabla 1, los nucleósidos de adenina tri- y difosfatados 

fueron capaces de prevenir en un 90% la inactivación de la apirasa por el 5'­

FS02BzA, lo que sugiere que el sitio de unión para el inhibidor es el mismo que 

para la fijación del ATP o ADP en la ATP-difosfohidrolasa. 
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Figura 9. Regráfico de las constantes de velocidad de pseudo-primer orden para la ¡nactivación de 
la actividad de la ATP-difosfohidrolasa como una función de la concentración del 5'-FS02BzA, en 
presencia de ATP (.A) o de AOP (O). Las Kobl fueron determinadas como se describió 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 K2_ 

Por otra parte, los cationes divalentes son incapaces de prevenir la 

inhibición de la enzima, lo que sugiere que su participación parece no ser 

necesaria para el reconocimiento del sustrato por el sitio activo sino únicamente 

para la hidrólisis del ATP o ADP. Lo anterior puede ser extrapolado para el caso 

del análogo estructural del sustrato, el 5'-FS02BzA, ya que la presencia del EDTA 
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y el EGTA, al remover cualquier contaminación por calcio o magnesio del medio 

de incubación, no modifica el porcentaje de inhibición de la apirasa. 

Los nucleósidos de guanina tri· o difosfatados (10 mM) en presencia de 

magnesio, también fueron capaces de prevenir la inhibición de la enzima, lo que 

refuerza la hipótesis de un mismo sitio para la unión del sustrato y del 5'· 

FSO,8zA. 

Tabla 1. Efecto protector de diferentes sustratos y otras moléculas sobre la ¡nactivación 
de la actividad de la apirasa por el 5'-FSO,BzA 

Moléculas adicionadas a la mezcla de Actividad residual (vlv,) 

incubación 

Mg-ATPasa Mg-ADPasa 

Solo eI5'-FSO,BzA (lmM) 0.22 ±0.02 0.33 ±0.02 

Nucleótidos 

ATP (10 mM) 0.96±0.22 0.98 ±0.02 

ADP (10 mM) 0.92 ± 0.16 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 

Agentes quelantes 

EDTA (2 mM) + EGTA (2 mM) 0.25 ±0.02 0.27 ± 0.01 

La actividad de la aplrasa fue mhiblda con 1 mM de 5'-FS~Bza a 30°C durante 1 h en un mediO 
que contenía 30 mM de Tris-Hel (pH 8.0). Donde se señala, las moléculas protectoras se 
at\adieron junto con el inhibidor. Al tiempo definido se retiró una muestra y se ensayó la actividad 
residual de la enzima, la cual se calculó comparando la actividad en presencia de 105 
competidores y la actividad en condiciones control. Los valores son el resultado de 4 experimentos 
independientes, excepto (.) que es un experimento representativo. 
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El efecto del 5'-FSOzBzA sobre el metabolismo energético y el 

esteroidogénico de las mitocondrias de la placenta humana 

Los datos de nuestro laboratorio muestran que la adición de ATP a la fracción 

mitocondrial de la placenta humana modifica el consumo de oxígeno (60), la 

síntesis de progesterona (44) y la incorporación de colesterol (61). Aunado a esto, 

la inhibición de la apirasa por el 5'-FS02BzA abre la posibilidad de explorar la 

posible relación que existe entre la actividad de esta enzima y el metabolismo 

mitocondrial. 

En la Figura 10 se muestra el consumo de oxígeno de las mitocondrias 

íntegras, tanto en presencia como en ausencia del 5'-FS02BzA. Como se puede 

observar, la adicíón de ADP (300 nmolas) o ATP (300 nmolas) induce el consumo 

de oxígeno (Fig. 10 A Y B). Es importante señalar que la hidrólisis del ATP por la 

apirasa no induce un efecto desacoplante, ya que existe una transición entre el 

estado 3 (alta velocidad de consumo de oxígeno) y el estado 4 (baja velocidad de 

consumo de oxígeno, o en reposo); más aún, esta misma transición es inducida 

por la adición del ADP. En este sentido, la relación del consumo de oxigeno entre 

ambos estados, denominado control 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 

otros autores para este mismo sistema mitocondrial (62). Lo anterior sugiere que 

la membrana interna mitocondrial se encuentra íntegra. 

En las mitocondrias aisladas de la placenta humana, la presencia del 5'­

FS02BzA elimina el consumo de oxígeno inducido por la adición de ATP al medio 

de respiración (Fig. 10C Y O). Sin embargo, en las mismas condiciones, la adición 

de ADP induce la estimulación del consumo de oxígeno de manera similar que en 

las condiciones control. Esto indica que proteinas tales como el acarreador de los 

adenin nucleótidos, el de fosfato, el de los ácidos tricarboxílicos 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'-FS02BzA en el consumo de oxígeno estimulado por el ATP o el ADP en 
las mitocondrias íntegras de la placenta humana. Las mitocondrias fueron incubadas en el medio 
de respiración descrito en la secclón de Métodos. La concentración del inhibidor fue de 1 mM en 
todos los trazos, excepto en A y B donde no se adicionó. Donde se indica, el consumo de oxígeno 
se estimuló con 300 nmolas de ADP o de ATP. En los trazos e y o la última adición de ATP fue de 
2000 nmolas y 4000 nmolas. respectivamente. Los números muestran el valor del control 
respiratorio ( CR = consumo de oxígeno en el estado 3/ consumo de oxígeno 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 que permite emplearlo para explorar la 

participación de la apirasa en este sistema mitocondrial. 

En la Figura 11 se muestra el efecto del S'-FSO,BzA sobre la síntesis de 

progesterona en las mitocondrias íntegras de la placenta humana, utilizando «­

cetoglutarato o isocitrato como sustrato oxidable. Como se puede observar, la 

adición de ATP estimula en 100% la síntesis de la hormona, mientras que la 

adición de ADP no tiene ningún efecto (Fig 11A). Aunado a esto, la presencia del 

S'-FSO,BzA elimina totalmente la estimulación del ATP. Este resultado sugiere 

que la inactivación exclusiva de la actividad de la apirasa elimina la estimulación 

de la síntesis de la progesterona inducida por el ATP. 
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Martínez y cols. (63) han demostrado que la apírasa de las mítocondrias de 

la placenta humana es capaz de hidrolizar un amplio espectro de nucteótidos de 

purina y pirimidina. En la Figura 11 B se muestra el efecto que produce la adición 

de diferentes tipos de nucleótidos sobre la síntesis de progesterona en las 

mitocondrias de la placenta. At emplear al isocitrato como fuente de energía, el 

ATP y el AOP estimularon la síntesis de progesterona en 6 y 5 veces 

respectivamente, en relación a las condiciones control (Fig 11 B). Los demás 

nucleótidos indujeron menos del 50% del efecto del ATP. Por ~tro lado, la 

hidrólisis de los nucleótidos fue proporcional a la síntesis de progesterona, lo que 

sugiere que la actividad de la ATP-difosfohidrolasa puede estar involucrada en 

este fenómeno. En este sentido, la inactivación de la apirasa por el 5'-FS02BzA 

disminuye en más del 80% la síntesis de progesterona y en más del 90% la 

hidrólisis de los nucleótidos (Fig 11 B). Estos resultados apoyan la hipótesis de 

que la actividad de la ATP-difosfohidrolasa está estrechamente relacionada con el 

metabolismo hormonal en las mitocondrias de la placenta humana. 
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Figure 11. Efecto del S'-FS02BzA sobre la síntesis de progesterona de las mitocondrias de la 
placenta humana. La mitoconchias fueron incubadas en el medio para la síntesis de progesterona 
descrito en la sección de métodos empleando al a-cetoglutarato como fuente de energía (A). La 
concentración de los nudeótidos fue de 2 mM y deIS'-FSÜ:!BzA fue de 1 o 2 mM. en presencia de 
2 mM de ATP. Los resultados son la media ± d.s. de 2 experimentos individuales. En B se muestra 
el efecto del AlP, AOP, GTP. ClP, UTP y TIP sobre la síntesis de progesterona y la actividad de 
la ATP-difosfohidrolasa en las mitOCOndrias íntegras de la placenta humana, empleando al 
isocitralo como fuente de energía. La concentración de cada nucleótido fue de 2 mM y la del 5'· 
FS02BzA fue de 1 mM. Los resultados son la media ± d.s. de 3 experimentos por separado. 
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DISCUSIÓN 

La familia de las ATP-difosfohidrolasas incluye enzimas cuya localización 

subcelular es tan variada como su especificidad por los nucleotidos (64-66). Sin 

embargo, la repercusión del papel de este tipo de enzimas en el metabolismo 

celular de los nucleótidos aún es desconocida. En las mitocondrias de la placenta 

humana a término se ha descrito una nueva ATP-difosfohidrolasa, la cual es 

capaz de hidrolizar un amplio espectro de nucleótidos y cuyo comportamiento 

cinético se ajusta a un modelo de cooperatividad negativa (42). Esta enzima 

comparte algunas características con otras apirasas de los mamíferos. Por 

ejemplo, es una proteína asociada a la bicapa lipídica; su actividad es 

dependiente de diferentes cationes divalentes, donde el Ca2
' es el que induce la 

mayor activación (42); es insensible a la oligomicina, ouabaina o al Ap5A y es una 

proteína 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 localización subcelular es mitocondrial a 

diferencia de lo reportado para otras apirasas, las cuales se asocian a la 

membrana plasmática o son citoplásmicas; es capaz de hidrolizar con poca 

afinidad y baja velocidad al complejo catión-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), lo que sugiere la presencia de por lo menos dos 

sitios activos o diferentes subunidades. 

Se ha sugerido que la actividad de esta apirasa podría estar involucrada en 

el metabolismo esteroidogénico de la placenta (44). En el presente trabajo se ha 

evaluado la inactivación de la apirasa de las mitocondrias de la placenta humana 

a término por el 5' -p-fluorosulfonilbenzoil adenosina, así como su repercusión en 

la síntesis de progesterona. 

Las evidencias que demuestran que la hidrólisis de los nucleósidos tri- y di­

fosfatados reside en la apirasa mitocondrial, son las siguientes: a) la actividad de 
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hidrólisis del ATP o ADP incrementa en la misma proporción durante las 

diferentes etapas del proceso de pur~icación y no se modifica la preferencia por 

los sustratos (42); b) el comportamiento cinético de la hidrólisis de por lo menos 

cinco sustratos d~erentes, se ajusta al modelo de cooperatividad negativa y 

presenta un pH óptimo de 8.0 (42); c) la actividad de hidrólisis dependiente de los 

cationes diva lentes (Ca", Mg" y Mn") muestra el mismo patrón de estimulación 

en el intervalo micromolar y de Inhibición en el intervalo milimolar, sin importar el 

tipo de sustrato empleado (42); d) la inhibición de la actividad de hidrólisis con el 

vanadato de sodio tiene el mismo patrón en presencia de diferentes sustratos 

(42); e) los reactivos clásicos para la inhibición de diferentes enzimas que 

hidrolizan a los nucleótidos, no mod~ican a la actividad de la apirasa (42); f) los 

datos cinéticos del regráfico de competencia demuestran que la actividad de 

hidrólisis del catión-ATP y otros nucleótidos reside en la misma enzima (Fig. 3); g) 

la inactivación de la apirasa por el 5'-FSO,BzA muestra el mismo comportamiento 

cinético en presencia de catión-ADP o catión-ATP (Fig. 9). 

El uso de diferentes inhibidores reversibles para inactivar a las ATP­

difosfohidrolasas ha tenido poco éxito (67). Por otra parte, la mod~icación 

irreversible de estas enzimas con el 5'-FSO,BzA, un análogo no hidrolizable del 

ATP, ha sido utilizado con éxito en la inhibición de las ATP-difosfohidrolasa de 

Schistosoma mansoni (68), de los linfocitos T (69), de la aorta de bovino (22) y del 

órgano eléctrico del pez Torpedo (47). 

Empleando una preparación de la ATP-d~osfohidrolasa parcialmente 

purificada de las mitocondrias de la placenta, se ha observado que el 5' -FSO,BzA 

es un inhibidor específico para la ATP-d~osfohidrolasa, ya que a partir del análisis 

de la inhibición se observa que el regráfico de la velocidad de inactivación como 

una función de la concentración del inhibidor muestra una cinética de saturación, 

además de que se demuestra la formación de un complejo reversible antes de la 

inhibición de la enzima (Fig. 9, recuadro); asimismo, la presencia de diferentes 

nucleotidos en bajas concentraciones disminuye la velocidad de inactivación de la 
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apirasa, mientras que en altas concentraciones son capaces de eliminar 

totalmente el efecto del 5'-FSO,BzA. 

En este sentido, a partir del análisis de la inhibición de la actividad de la 

apirasa por el 5'-FSO,BzA, así como de los experimentos de protección, se 

pueden sugerir algunas de las características del sitio activo y del mecanismo de 

hidrólisis de estas enzimas. Por una parte, el hecho de que los nucleósidos tri- y 

difosfatados, en ausencia de cationes divalentes, sean capaces de evitar la 

inactivación de la apirasa por el 5'-FSO,BzA sugiere que los cationes divalentes, 

que son necesarios para la hidrólisis de los sustratos (42), no son esenciales para 

el reconocimiento y unión del sustrato al sitio activo de la apirasa. Aunado a esto, 

la presencia de EDTA y EGTA o de cationes divalentes (Ca" o Mg'·) no modifica 

la inactivación de la apirasa por el 5'-FS02BzA aún después de 120 min de 

incubación. Sin embargo, aunque los cationes no son necesarios para la 

inactivación de la apirasa, Hixon y Krebs (70) han sugerido que los cationes y el 

5'-FSO,BzA pueden formar un complejo e inhibir de una forma más eficiente a la 

enzima. La formación de este tipo de complejo puede extrapolarse a los sustratos 

naturales de la enzima, donde se ha demostrado que los iones metálicos pueden 

asociarse con el anillo de purina O bien con los grupos fosfato de los nucleótidos. 

Aunado a esto, los cationes también podrían asociarse a la enzima y modificar la 

unión del sustrato o del inhibidor al sitio activo. En este sentido, datos de nuestro 

laboratorio han demostrado que la apirasa de las mitocondrias de la placenta 

humana a término, es estimulada por calcio o magnesio en el intervalo de 

concentración micromolar, lo que sugiere que los cationes diva lentes regulan a la 

actividad de la apirasa por medio de un sitio específico distinto al sitio activo (42). 



Con respecto al ciclo catalítico, los experimentos en las mitocondrias 

íntegras, donde se muestra la estimulación del consumo de oxígeno por el ATP, 

aportan evidencias que permiten proponer el siguiente mecanismo catalítico para 

la apirasa: 

Pi 

AT? + E .-. ATP'E ..-. AOP·E·Pi..-1-. E + AD? ---. Estimula el consumo 

Pi! 
AMP + E +,_--L--.. AMp·E·Pi <--> ADp·E 

1 1 de oxigeno en las 

mitocondrias 

Este esquema solo es correcto si la hidrólisis del ATP o el ADP se realiza 

en una sola enzima y no por dos distintas. En el esquema se muestra como primer 

paso la fijación del ATP a la enzima y la hidrólisis del enlace de alta energía del 

fosfato y. El siguiente paso es la liberación del fosfato inorgánico, del ADP y la 

recuperación de la enzima libre. En este paso, si el ADP se hidrolizara hasta 

AMP, no se observaría la estimulación del consumo de oxígeno en las 

mitocondrias íntegras. 

En nuestras condiciones experimentales la hidrólisis del ATP está por 

debajo del 5-10% de la concentración inicial, lo que indica que la actividad 

catalítica 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 hidrólisis 

del enlace p. El siguiente paso es la liberación del Pi, del AMP y la recuperación 

de la enzima libre. Los cationes divalentes pueden unirse al nucleótido y formar el 

sustrato catión-nucleótido, o bien fijarse a la apirasa en un sitio regulador. Este 

esquema es apoyado por los experimentos de competencia (Fig. 3) Y es válido 

para la hidrólisis de cualquier nucleótido empleado en este trabajo. 

Debido a que el 5' -FS02BzA es un inhibidor específico de la apirasa en la 

fracción enriquecida obtenida a partir de las mitocondrias de la placenta humana, 

y que datos de nuestro laboratorio sugieren que la actividad de esta apirasa 
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podría estar asociada con el transporte de colesterol y su transformación a 

progesterona, se evaluó el efecto que tiene el 5'-FS02BzA en dos parámetros 

funcionales de las mitocondrias íntegras, el consumo de oxígeno y la síntesis de 

progesterona. 

Los estudios en las mitocondrias íntegras en presencia del 5'-FS02BzA 

muestran que la actividad de la apirasa fue inhibida en un 90% utilizando 

diferentes nucleótidos como sustrato, y que el consumo de oxígeno estimulado 

por el ATP fue totalmente eliminado. Estos resultados confirman la existencia en 

las mitocondrias de la placenta de un sitio externo para la fijación del ATP distinto 

al translocador de los adenín nucleótidos o cualquier otra proteína típica 

mitocondrial, ya que se conserva la estimula ció n del consumo de oxígeno 

estimulado por el ADP en presencia del inhibidor. Por otra parte, la síntesis de 

progesterona fue estimulada más de 5 veces por los nucleósidos de adenina tri y 

difosfatados, mientras que el resto de los nucleótidos produjeron menos del 50% 

del efecto inducido por el ATP. Asimismo, se observa una relación entre la 

estimulación de la síntesis de progesterona y la actividad hidrolítica de la apirasa. 

En este sentido, la inactivación de la apirasa por el 5' -FS02BzA se reflejó en la 

síntesis de progesterona, donde se observa que la disminución en la hidrólisis de 

los diferentes nucleótidos es simultánea a la disminución de la concentración de 

la hormona hasta los niveles obtenidos en las condiciones control. Martínez y 

cols. (63) y Flores-Herrera y cols. (42) han reportado que en las particulas 

submitocondriales y en una fracción parcialmente enriquecida con la apirasa, la 

hidrólisis del ATP, ADP, GTP, GDP, CTP, UTP y TTP tienen la misma magnitud. 

En contraste con esta información, 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 síntesis de progesterona (vide supra), 

y que el metabolismo esteroidogénico en la placenta podría ser selectivo por los 

nucleótidos de adenina. Aunado a esto, la diferencia en la hidrólisis de los 

diferentes nucleotidos sugiere que la actividad de la apirasa, en las mitocondrias 

integras del sincisiotrofoblasto, es finamente regulada, ya que la hidrólisis de los 
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nucleótidos de adenina es 50% superior al resto de los nucleótidos ensayados. 

En este sentido, la hidrólisis de los nucleotidos por la ATP-difosfohidrolasa y la 

síntesis de progesterona parecen estar estrechamente relacionados. 

A este respecto, Martínez y Strauss (71), han descrito que en las células de 

los tejidos esteroidogénicos como las glándulas suprarrenales, los ovarios y los 

testículos, 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 progesterona. Se ha 

demostrado que estos tejidos requieren de proteínas especiales para realizar el 

transporte del colesterol dentro de la mitocondria y así síntetizar a las hormonas. 

Recientemente se ha descrito en las glándulas suprarrenales la proteína StAR 

(proteína reguladora de la esteroidogénesis aguda) cuya participación está 

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 

transportar al colesterol hacia la mitocondria (74). 

Por otra parte, se ha sugerido que la translocación de los lípidos en las 

membranas es dependiente de energía. En este sentido, la adición de GTP 

incrementó la síntesis de pregnenolona en las mitocondrias del tejido adrenérgico 

(75). Los autores sugieren que el efecto del GTP está mediado por una GTPasa 

asociada con la mitocondria. Recientemente, Navarrete y cols. (61) han 

determinado el efecto del vanadato sobre la hidrólisis del ATP y la incorporación 

del colesterol en la fracción mitocondrial de la placenta humana. Los autores han 

demostrado que el transporte del colesterol en la placenta humana requiere de 

energía en forma de ATP. 

Aunado a esto, Espinosa-García 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 hidrolitíca 

de esta nueva ATP-difosfohidrolasa está relacionada con la síntesis de 

progesterona, posiblemente formando parte del complejo proteico encargado del 
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transporte del colesterol en las mitocondrias (61). En este trabajo hemos 

demostrado que el 5'-FSO,BzA es un inhibidor específico de la actividad de la 

apirasa y en el futuro puede ser empleado como una herramienta para clarificar el 

papel fisiológico de esta ATP-difosfohidrolasa en el metabolismo esteroidogénico 

de las mitocondrias de la placenta humana a término. 
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fhis report describes ao ATP-diphosphohydrolase activity associated with the inner membrane of human term placental 
mitochonclria. An enriched fr1l:ction containing 30 per cenl of the total protein and 80 per cent of the total ATP­
~iphosphohydrolasc :letivity was obt:lined from submitochondri:ll particles. ATP-diphosphuhydrolasc :lclivity was charaeterized in 
this fraction. The enzyme h:ld :l pH optimum of 8 and catalysed Ihe hydrulysis of triphospho- and diphosphonucleosides other 
than ATP or ADP. Pyrophosphate was also hydrolysed, but AMI} or other monocstcr phosphatcs were not, Thc activity of 
ATP-diphosphohydrolasc was dependent on Mi+, eaz+ or Mnz+ and the enzyme substrate was the Clti~n-nucleotide eomplex. 
An excess of free calion produced inhibition. 

ATP-diphosphohydrolase activity was stimulated al mieromolar eOl1eentrJlions uf calcium or magncsium in the presence of 
La--PPi. Negative coopcrativity kinetics was observed with all substrates tested. The V ma~ r:mged from 150 to 300 nmol of Pi 
released/mg/min. The [5]0.5 ror nucleotides \Vas 1-10 mM and 182 mM for PPi. The en1.yme was inhibited by orthovanadate, but 
not by L-phenylalanine. oligomycin, sodium nide, pl.pS -di(adcnosine-5')pcntaphosphate or sodium fluoride. 

The experimental evidence showing absence of inhibilion by sodium azidc and sodium fluoride, hydrolysis of pyrophosphate 
but not of monocster phosphates, and negative eooperativity sugb'ested lhat Ihis enzyme was a novcl ATP-diphosphohydrolase. 
Placenta (1999), 20, 475-484 © 1999 W. B. 5aunders Company Ltd 

INTRODUCTION 

ATP-diphosphohydrolases (EC 3.6.1.5) are ATP-hydrolysing 
enzymes with unknown metabolic function. Their abundance 
and high enzymatie aetivity suggest that they might play an 
important role in cell metabolism (Komoszy ski and Wojtczak, 
1996). Although ATP-diphosphohydrolascs and ATPascs 
bclong to the S:lme group of enzymes, there are scveral 
differenees between thero. While ATPases hydrolyse ATP, 
ATP-diphosphohydroJases can hydrolyse different di- and 
triphosphonudeosidcs; for example, hydrolysis of ATP 
rcleases AMP and orthophosphate. The hydrolysis of nudeo­
side Olonophosphates by ATP-diphosphohydrolase has nOI 
been nbscrved. This suggcsts Iha[ eaeh en1.yme has a different 
melabolic runction. 

Although Ihe hydrolysis of nucleotides by ATP­
diphnsphohydrolases has been implicatcd in several funetions, 
such as neurotransmission (Durnstock, 1991; Sarkis and Salto, 
1991), blood platelel aggregation (Law, Ribciro and Wells, 
1992; Marcus and Sarlcr, 199J; Bcukcrs el aL, 1993), pressurc 

• To whom t:urrcspondcm.:c ~hould be addrL'sscd al; Dcr~nalOcnto llc 
HiuquílOiL"Ol, Facultad de Medicina, UNAM, Allanado P"~;taI70-15l), 
Coynadn, tH510, Mé,icn D. F., México. F;lx: 52 (5) 61(, 2419; 
E-Iluil: fcdclO@scnidnr.unaOl.IlI~ 
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regulation (Ed\"'ards and Gibb, 1993; Ziganshin et al., 1994), 
protein glyt:osylation and sugar leve! control (Sabbatini, Smith 
and Von Hoh, 1993), and the regulation ofmembrane integrity 
:lOd lransport of large moleculcs (Girolomoni et al., 1993; 
Saribas et al., 1993), evidence conccming its physiological role 
is not conclusi\'c. Rcccntly, \Ve described the preSence of an 
enzyme as.'mciatcd with Ihe inner mitochondrial membrane in 
Ihe human term placenta, named 5'-nudeotidasc (Martincz 
et aL, 1992, 1993), which hydrolyscs lriphospho- and 
diphosphonucleosides and pyrophosphate (PPi). However, as 
lhe enzymc does not hydrolyse nudcoside monophosphate 
or other monophosphatc compounds (Martina el al., 1996), 
in the prcsent report it was redesignated as an ATP­
diphusphohyJrolasc. 

The hydrolysis of ATP by this enzyme induces oxygen 
consumption in human placental mitochondria (Martínez 
et al., 191)3) with a respiration control ratio 2-5 times higher 
than those valucs reported by other authors (Olivera anJ 
i\'¡ei1,'S, 11.175). In Ihe preseno: of magncsium, [he hydrolysis of 
ATI) by ATP-diphusphohydrolase Jocs 110t uncouplc mitq­
o.:hollllrial rcspiratioll. Funhermore, this acti\'ity scems to 
re¡;ubtc mitllchundrial rnetabolism (Martínez el al., 1996), and 
coulJ be invol\'cd in the metabolism or nudeotidcs in the 
Irophohbst cell. 

Li/l')')') w. 1I. -S.ulI\dcrs Comp:lI\y 1.ld 
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In (his work, \\'e have ehar~c(crizcu lhe ATP­
~iphosphohydrolasc :¡eti\'ity, srarting from an cnriehcd fraerion 
[)blaincd from human plaeental submitoehondrial p;lrticlcs 
rractionatcd on a Scphaei"yl S.J.OO HR. Irs kinctic bchaviuur, 
ion modularion :md the clTccI of several inhihitors \\"cre 
invcstigated. Thc results showcd a pH optimum of 8.0 fur the 
hydrolysis of ATI' or ADP by ATP-diphosphohyurolasc. 
Purine nucleocides and PPi were hydrnlysed, bur AMP ami 
monocster phosphate compounus were noto Bivalcnt cations 
werc found to he necessary for the ATP-diphusphuhyurolasc 
acli\'ity. 

In lhe presence of an La-PPi complex as subsrr:ne, calcium 
and magnesium slimulaled ATP-diphosphohydrolase aClivit)' 
al micromolar concentl'lltions, whieh suggests an em::ymatic 
modulation by these calions. Activity was inhihired by 
ortho\'anadate, but nor by L-phenylalanine, oligomycin, 
smlium :lzide (N:1NJ), pt,pS -di(:ldenosine-5')pentaphClsphate 
(Ap5) ur sodium nuoride (NaF). 

MATERIALS ANO METHOOS 

IsolBtion of mitochondria and submitochondrial 
particles 

1'0 isolate syncytiotrophoblast milochondria, the term human 
plaeentae were processed within 30 min of delivery, as 
reported earlier (Flores et al., 1995) and modified by Martíncz, 
Kiriakidou and SIr.tUSS (1997). Each batch ofsubmitochondrial 
parlicles (SMP) was obtained from ahout 60 plaecntae by the 
melhud reporlell previously by Martínei': et al. (1992) and 
stored al - 70"C until use. At least five diffcrenl batchcs were 
useó in this study. 

Submitochondrial partiere (SMP) fractionation 

SMP (20 mg/ml) were suspended in a solurion oontaining 
4 mM ATP and 3 mM EDTA (pH 7.4), tben the pI-! was 
adjusted lo 9.2 \Vilh NH20H under continuous srirring. The 
suspension was sonicated in S-mI aliquots in an ice barh, using 
an j\lSE Soniprep (UK) modcll50 at maximal output for Iwo 
periods of 10 min with a 3-min inten·al. The sonicatcd 
material was centrifugcd :lt 100 000 g for 90 min at 4·C, and 
rhe ~upern:1tant was loaded on a Sephaeryl S400 HR eolumo 
(Pharmacia 1 J';.n, Uppsala, S\Veden:: 2.5 )( 40 cm) previously 
equilibrared with 30 mM Tris-HCl (pH 8) ami 5 per ceol 
glyccrol. Al room temperature, the column was cluted \Virh Ihe 
same buffer al a flow rate of 16 mI/h. Following exclusion 
\'olullle. 21 samples of approximatcly 6-7 mi were collected. 
The shoulder of the first peak containeu the ATP­
diphosphohydrolase aClivity (fraetioos 3-7), which was pooled 
aod conccntratcd in an Amieon (Beverly, MA, USA) eell, 
usio~ a YM lOO Diallo (USA) memhrane ,\Ild storcd :lt -70"C 
umil use. This fr.!etion contained 30 pcr eent !lf Ihe tOl;11 
proteia :1I\d W;lS design;ued as the Sephacryl S4(1) JIR fnlelio!1, 

l'bccnIJ (1<]<)'), Vol. 20 

At le:lst ¡ive ditl'crelH prepar:lliol1s uf this enriehed Scphacryl 
S400 HR fraerion \Vere used in this study. 

Native gel electrophoresis 

A n:Hire polyacrylamide gradient gel (3-10 per eenr) 
\\'a~ prcp:ued in the following buffer: 150 mM 3-(N­
morpholino)propal1c sulphonie acid (MOPS); 125 mM histi­
dinc, pH 6.5; 10 per eent glycerol; 2.5 mM Zwittergcnt 3-14; 
0.05 per cent amrnonium sulphate, and 0.04 pcr eent TEMED 
(,,1\'). Thc ¡¡mtein fmm the Scphacryl S400. l-IR fl"'.letion 
(2 mg:) was solubilized ""ith a-lisophosphatydilcholine and 
Zwiuergent 3-14 in al: 1 : 1 r.ttio. This eondition did not 
mollif)' activiry fur rhe hydrolysis of nudeotides. Gcls \Vere run 
in a buffer containing 150 m~1 MOPS; 125 mM histidine, 
pH 6.5, and 3 mM Zwittergenl 3-14 al 100 V for 6 h al 4"C. 

Thc hydrolytic aetivit)' uf the enr.ymes in the gel was shown 
as foJluws. A solurion containing 30 mM Tris-HCl (pH 8), and 
5 mM :\'lgCI2 wa. .. used to wash lhe ~el for 15 min al room 
[empcrarure. The gel wa. .. then incuooted at 37"C for 30 min in 
30 mM Tris-HCl (pH 8), S mM MgClz 3nd S mM ADP or 
ATP. Next, the gel was again wru>hed with the previous 
washing solution and ineuhated at 4S·C for S min in 3.3 per 
ccnt ammonium heptamolibdate, 3.75 N H2SO .. , aod 0.015 pcr 
eeot aseorbic acid to reveal the phosphate relcascd from 
nucleotidl's. Finally, gels were wOIShed with double-dislillcd 
water and iI photograph was taken using a direct serecn instmlt 
Polaroid camera (mudel DS-34, UK). One sample gel or one 
guide stripe was stained with silver. 

Electrophoretic extraction 

'fhe portion of the nath'e gel eorresponding to the band with 
lhe highest eozyme aetivity was sliced out from unstained 
s;lmple gel ami uscd for eleetrophoretic extraetion. Several 
orher sliccs were cut from the native gel as control. As 
d~cribed in Hashizume et aL (1984), lhe buffer system 
providing the most cfficient extr.tclion conrained a lowcr buffer 
system (anode) of 189 mM imidazolc, 62 mM HCI, and 10 per 
ceot glycerol (p1-l 7A) and an uppcr buffer (eathode) eontain­
ing 2.5 mM imidazol :lnd 10 mM glycine (pH 8). The eleelro­
extraetion \Vas perfilrmcd at 300 V for 5 h at 4"C. The samples 
""ere placed 00 the l~.}thouc side ami after the run, protcin \Vas 
colleetcd on lhe anodl' side. 

Determination of protein 

Sall1plc.~ \Verc tre<lted with 0.017 per eent deoxycholate 
amI preeipitaled with 6 per eent triehloroacetic acid 
(Bcns:¡doulI ami Weinslein, 19i6). After eenlrirugOltion, the 
protein conlenr was dctcrmined as dcscribcd by Lowry et al. 
(PJ5I). Cryst:lllinc hn\'ine serum ;llhumin (BSA) was uscd as 
stamlard. 

Enzyme assays 

The :\Tl'-diph,,:.phohydrubse ;lcti\'ity, ddincd :lS Ihe nucleo­
~ide lri- ¡tnd diplwsph;lle hyt!rolytie aClivily, was dctermined 
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Table 1. I'rqlar.ltiun llf¡h!.: ¡\TI'-dipbosphuh)urnlasc fractíun 

Tm'll protein Volume Spccilic TIII,,1 Yíelu l'uritic,lIion 
Stc]l (mg) (mi) activity-' ;¡CÜ\'ityh (pcr cem) (tilld) 

S¡\1P 'J7 ilJ 113()} lOO 
Seph~cryl S400 !-IR .16.5 III 253 9234 "1 2.2 

Thc 'uhll,it'K:hom.lri~1 partides ,,"ere pwccsscu as Jcs~,.ihcd in ;\ b¡críal~ Jll\l .\ktllll,b. Símil;,r rcsu1ts ,,"crc obtaincJ in ¡hc I'rc,cncc 
uf M¡;-ADI' ~~ substl":llc. 'nmol of Pi rdc3sc/m¡;/min in ¡he presenec of ;\Ig-:\ TI'; "mllol uf I'i rclcasc!tllt~1 mg/min in ¡he prcscnl"C 
uf "'lg-AT1'. 

,y rneasuring thc relC:l.SC of inorg:mic phusph:tte (Pi), The 
eaetion was st.utcd by Ihe addition of Ihe ~'ubstrtttc 

nudeotil.le-{.":l.tion (:omplex) plus 1 mM of free cation (Mg2+, 
;a2+ or I\1n2 +), and slopped by the addilion of 6 per eenl 
ri,hlnro¡ll"lic :Icid. Afler centrifugation al 4500 K for 10 min 
I ·re, an :lliqunl uf supcrn:lIant was used for Pi delerminatiun 
s desLTihed by Sumner (1954) for high coneentrations, or by 
~anzetta (1979) fur lo", concentratíons of Pi. The aetivily al 
liITerent pH values "'llS aSS3)'ed wilh 30 mM of [he following 
mITers: 2-(N-morpholino)-cthene sulphonic acid (MES) 
rom 5.5 to 7, Tris-HCI from 7 10 8.5, antl 3-[(I,I-dimethyl­
~-hydroxyctbyl}:!.mino}-2-hydroxy-prop:1nesulphonic acid 
AMPSO) from 8.5 to 10. In cach experiment, 50 Ilg ofprolcin 
n a final volume of 0.5 mi was used; experiments were L'llrried 
ml al :lO-e. SubscqUt.1uly, expcrimcnts for lhe bydrolysis 
lf AMP. ADP, ATP, GDP, GTP or PPi werc pcrfonned 
n lhe presence of 30 mM Tris-HCI (pH X). ATP­
Iiphusphnhydrulase activily was also assaycd in lhe prcscnce 

lf incn.'asing cuncentrations uf Ihe fol1owing spccific inhibi­
urs: J.-pbenylal:mine at pH 10, liT sodium orlhovanadate, 
lligomycin, NaF, Ap5 and NaN.1 al pH 8. 

The elTecl of millimolar concentr:J.lions of free Mg:2
+ ur 

:a2+ on Ihe f\TP-diphosphohydrolase aetÍ\'ity was stutlied in 
iD mM Tris-HCI (pH 8), using 15 mM or 6 mM cation­
lUdentitle complex ,\S substratc. To slutly the clTect of low 
_'(lncentr:J.tions uf free Mg2+ or ci+ on lhe ATI>­
Jiphusphuhydrolasc aClivily, the Lll-I'Pi complex \Vas used as 
¡ubstratc. Experiments were performed al least fuur limes in 
luplk":l.le. 

Determination of the kinetic parameters 

Data fm thl' hyorolysis uf rJilTerenl subslrates \Vere an:llysed by 
robust, weighled, non-linear regression analysis using Ihe 
Enzlitter software (Elsevier-Biusoft, version 1.05; CGA). The 
dala represen! lhe average (lf eighl ¡ndependent experimenls. 

Chemicals 

Anal~·tical grade rc;lgcnls \Vere purchased from Sigma Chcmi­
cal en. (St. I.nuis, MO, US¡\) :md E. Mcrck (Darmstadt, 

Germany). 

RESULTS 

Partia! purification of the 
ATP-diphosphohydrolase 

Typical results from tbe partial purific:lIion of ATP­
diphosphohydrol;l.SC lIsing Ihe Sephacryl S400 HR column are 
given in T:lble l. The :tetivity was eluted as a single peak 
eontaining HO per cent of the total ATP-diphosphohydrolase 
aClh'ilY :md JO per eent ofthe IOlal protein. Polyaerylamide gel 
cleclrophorcsis in the pro¡cnee of 0.1 per cent SDS (Llemmli, 
1970) rcvealed the presence of III leaSI sevcn protein bands 
(Figure 1). This prepar:.uion, dcsignatcd the Sephacryl S400 
HR fraction, was used for kinelic charnctcri7-'ltion. 

Effect of pH and inhibitors 

Usill~ A'I'I' :md ADP as suhstr.lles, the highesl hydrolysis rolle 
W:IS oblained al pH S.O; wherc:ls jor AMP, Ihe rolte increasco 
steadily from pH 8 lO JO (data nut shown). As lhese resulls 
sllggested Ihe presenee of an allaline pbosph:nase, Ihe efreel of 
L-phenyIalanine, a specific inhibitor of alkaline phosphatase 
aetivilY, was tested (Fishman and Ghosh, 1967). The hydro­
Iysi~ of AMi> al pH 10 was inhibited approximlltcly 95 per ccnl 
by ,lO mM I.-phcnylahllline {Figure 2(A)J. Although AivlP was 
not hydrolyscd al pI-I S, Ihe hydrolysis of ATP or ADP llt 
this pl-l \\~JS not modifictl by L-phcnylalanine. Thcse results 
¡mlicate thal lhe ATP-diphosphohydrolase-cnriched Scphaeryl 
5400 HR fraction contained an alkilline phosphatase, but that 
aCli"it)" was negligible at pH 8. As more than 95 per cent ofthe 
Pi rc1C:lsed at pl-l 8 was due to ATP-diphosphohydrolase 
al:tí\'ity, sllbscquent cXJlerimenls were performed al 

Jl1-l8. 
NaN1 and NaF were used as inhibilors :I.'i thesc subSl:mccs 

have heen lIescrihed pre\'¡ously as spccifie inhibitors uf I\TP­
Jiphosphohyl1rol:lsc aelivil)' (Meycl'hof, 11)45; LeBe! et :11., 
!9SIl; Knowlcs, !sler :md Reeee, 198.1). Thc fullowing inhibi­
turs \rere :11:-,(1 ll.:stcd: uligumycin for Ihc mitochnntlrial F,Fu­
¡\TI':lse (T~,;¡g:d()n', McI.ellll:lIl ami Byington, 1968); Ap5 for 
n1y()k¡n~lse (Lienh~lf(I, 1973), ami orthoyan;llIalc for the P-type 

,\TPases (Pcrlin el ~II., 1986). Oligomp.:in. Ap5, NaNJ or N"F 
did no[ l1lodify Ihe I'i release from ATi', ADP ur PPi. 
Orlho\·an;lI.btc inhibitetl the rekase uf phosph:ne froOl ATP or 
,\1)1' lFigun: 2(1~)1 "'¡Ih 'l\l 1(:5u of 0.4 01.\1. "'he hy<Irnlysi:-. of 
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(A) <B) (C) (O) (E) 

lure 1. J'olyacrylamide-gd clcctrophon:sis of ATP-dipbll.'lphohydroJuc. 
:c1rophm~'Sis \\';1..1 done un a SDS-IO pcr L"Cnl pol)";'CI)'I:tmitlc slah gel, which 
s Ihen staincd wilh ~ilvcr. Thc figure shll~mitnehundri:l (Ul, PSM (G, ¡he 
phaL,-y1 S400 IIR rnctinn (D) amI rhe ATP.-diphu!iphohydrub.'iI: rr.lction 
~. The mnlct:ular wdght marker.; (A) wcre hoviOl: ~Ihumin (Mi kDa), 
dllumin (45 lln), sl)'\."Cnldchp.h:-l-phllliphatc dchydrogcrutsc (36 U)a), 
'hnllio: anh}'urasc (29 kI)~), Irypsinugcn (24 kUa), Irypsin inhibitor 
).1 Uh) aoJ U_bLulbumin (14.2 klh). 

)j was 31so inhibitcd by orthovanadatc. Thcsc data suggcst 
"St that the F,Fu-ATPase and myokinase wcrc not prcscnt in 
is prcparation, as oligornycin or ApS did noí inhibit [he 
¡drolysis orthc substratcs uscd, and second, that [he hyl.lroly­
; of [he different substrates was catalysed by the same 
LZyme. Atoo, neither NaNJ nor NaF inhibited ATP­
phosphohydrotasc, the resuIts suggest that mitochondrial 
TP-diphnsphohydrolase from the human plal."Cma shows 
ffercnt propcrties from enzymcs isolated from other 
ological sourccs (vide infra). 

haracterization 01 the 
.TP·diphosphohydrolase activity 

'he hydrolysis of different l\'lg-nuc1eotide complcxcs was 
udicd in (he prc.-;encc of 1 m,\\ free MgH in ordcr lO 

laintnin a high eoncentration of the complex, The time course 
r phosph:He rc!c.l$e was linear up lo 5 min for ATP or ADP, 
:1(1 fur tlp to 15 min fUf PPi, Less: th.1n \O pe!' cenl 01' ¡he 
udeotide or I'Pi was hydrolyseu. 
A plot 01' the ATi'-diphosphohyurobse 'Icti\"ity versus sub­

:rate colH:cntn¡tiull (nudcofide-cltion cumple;..:) showed th;¡t 
1C enzymc did nol follo\\' simple i\"lieh:lelis-Mentcll linetic...¡ 

I,'igure 3). The :lcli\'ity increascd ver)' sh'lr]1I)'.11 lo\\' t"tllll."Cn-

~ 
.s 

l'l1~~nI~ (t'),"J), Vul. 20 
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Figure 2. E(Te~1 ,,( L-phenylJlJninc anJ urlhu\·,ma.JJle un mitlldumdrial 
I\TI'-diphusphuhydmla>-e acti\"ltr. A"I"I'-JirohOlOphuhyJrula>oC al1j"i¡y was 
assa)·c.J in the pre~clI~e uf diJl"nenl ~·"'KCI1l1·.lIi"n", uf (A) 1.-phcnylalaninc ur 
(U) \·~n~d~\c. Thc ú'llccntr:l1;un uf Ihe ;\il.!-nu~k\l¡iJc cnmpJc.\ \\"".15 15 mM, 
,..ilh 1 m~1 M~C:lz in exee~~ ;111.1 JO nm [JI' :\ .... II'SO ur Tri~-I'IC1, respcctivel)". 
Tlle Jet;"ily in Ihe pre"enee of ,\I¡:-ATI' (O) uf ,\1¡:-:\1)1' (e) ,,"as al pl'l 11, 
ami W¡lh ,\I¡;--A.\I1' ("') .11 pi I 10. ,';due' .Ire lIIean ± s.d. ur fi\"C ~q>arJIC 
~'I",rulI~nh. 

Tr;1tiOIlS of j\'Ig--:\TI' or ¡"1~-j\DP, bm Ihe slope lC\"c1kd off as 
Ihl: subslr.lIe concentr;J.riun inerC:lscli. 'fhe lines shown in 

Figure J \\"el\.' dra\\"ll wilh Ihe \"alues uf Ihe parJmcters 
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Flores-Ilcrrera el al.: .. \ N,,'-el ATP-dil'hosphohyJrobsc from Iluman Tcrm Placenta! MiwchonJril 
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igure 3. Dqx:nlkncc ofmitochondrial ATI)-diphusphohydrol~ :1ctl\'it)' on SUhMr.lIC cunc"lm~I¡(I;¡. Tlle JcpcnJcncc of Ihe acli"ity on SubsIDIe rontentntion 
1 1'11 ¡¡ '"'' I¡ucd 10 Ihe '-IíU cqwuion. Thc ¡nsels ,how ¡he Joub!c rcdprucal pl"t~ uf ¡he dJt~. \'.I ... cs Me mean ± s.d. uf cigh\ scparalC cxpcrimcnt5. 

utainco by non-linear rq;-Tcssion an:ltysis. as.<;uming an 
nz,ymc with ncgativc coopcr;\tivity, and ucscribcu !:Iy Ihe Hill 

qualion: 

~,=(V",~. >: lS)")/(K+[SJ") with ,¡<1. (1) 

By usin~ ;J. Mich.ldis-Mcntcn two cnzymcs model. the 
resllh.~ rc\'c;llcd ;J. \\"iJe dispcrsion of \'alllCS. For cxample, Km 
ami Km, for the hydl'olysis of ATP wcrc 1.83 ± tAO :md 
0.01 ± 0.008, repc..:tivdy. The Standard devialions \Vere 75 and 
80 per cent, rcspccti\'cly. 
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Table 2. Kinctic fY.Ir:lmctcrs uf ATI}-diphn~phohydrulasc fmm hum~n pbccmal milUchondriJ, in Ihe prc:.cncc of diITcrcnt subslratcs 

MgZ+ c;¡l+ Mnl+ 

iubstr;¡lc K V_o " LSL,.5 K "n ... [Slu.5 K . V">a' , ISk. 

Ill? 1.6±O.1O 261 ± 42 0.5 ± 0.03 2.' I.l ± 0.10 350 ± 15 OA ± 0.03 1.3 2.5 ± 0.1(1 J(,1)±21 0.5 ± 0.03 5.6 
\TP LI ±0.07 280 ± 41:1 0.5 ± 0.03 1.3 1.2±0.10 380 ± 32 0.5 ± O,lH lA 3.2 ± 0.40 11)7 ± 18 0.7 ± 0.08 4.8 
3DP 2.8 ±0.50 240 ± 39 0.3 ± 0.08 8.1 
:;TP 1.9 ±0.30 250±41 0.6 ±0.09 3.1 
['Pi 10 ± 1.20 200± 35 0.5 ± 0.Q2 182 

rhe kinclic pararnctcn \l\'cn: ~tim~tcd in Ihe prcsc:nce or the: cation-nuclcolidc: ~'Omplc~ plu~ 1 mM of free a!iun and ~djuslcd tu lhe HiIl c:quati~ a~ dcscrihcd 
n Material! ami MClh.Kk K=mM; "_.=nmo\ lOf Pi n,:h:ucd/mg/min; ,,=Uil! numocr; IS1_~=K"·. 

Thc negative cooperatmt)' was visualized better in the 
doublc reciprocal plots (Figure 3, inset), in whkh a non-linear, 
cona ve, downward-sloping line was obLained. A statistieal 
comparison of the two modcls (two-enzyrnc or negativc eoop­
crativity) \Vas analysed by an F-test oomparing [he residuals 
(ElIis and Duggleby, 1978). This test showed that [he modcl 
cmploying negative coopcr:uivity \Vas the hest fit to our rcsults, 
with a statistically significant differcnce (P<0.OO5). 

The HiII numhers (n) for nucleoside tri- or diphosphate 
hydrolysis in lhe presence of Mi+, ci+ or Mn2+ r.mgcd 
from 0,33 to 0.73, The V mu values were from 170 to 380 nmol 
of Pi rclcllM:d/mg/min, anJ the [S]0.5 values from 1.3 to 
10 mM (Table 2). PPi hydrolysis also showcd ncg::¡.tive L'OOp­
erativity with a l-liJI numhcr of 0.45, a v,,~~ of 200 nmol uf Pi 

rclcased/mg/min, and a [S]n.5 of 182 mM. This low atllnity 
suggcsted lhat the conion-PPi complex was not lhe bcst 
substrate for ATP-diphosphohydrolase, 

The prc:<;eRl.-c of calcium in the rcaetian mixture incrcascd 
V"",. by JO pcr ccnt compared with m:lgncsium (Table 2). In 

'contrast, whcn MnZ+ \VaS used in the reaetion mixture, the 
V mal W2S dCi.Teascd by 30 pcr eenl compared to Mi+. Similar 
la other ATP-diphosphohydrolascs, the prcscnL'C of calions 
may playa role in modulating activity in addition to thcir 
role as pan of lhe substrate complexo Thc addition of 
I~DTA (0.5 mM) or EGTA (0.5 mM) stoppcd lhe ATP­
diphosphohydrolase a..:tivity (data nol shown), supporling the 
assumption that this enzyme requircs divalent cation!> for its 
aeli"ity. In addilion, the data suggcst lhat the true substr:l.te of 
ATP-diphosphohydrolase is cation-nucleotide complex or 
cation-PPi, whieh is in equilibrium with frec cation and free 

nuclcotirJe ur IlPi. 
To dcterminc the en'cet uf frec c;ltion on ATI'­

diphosphohydrolasc :l..:ti,·ity, the cnl.)'me aetivity was assayL·t.1 
in the prcsence of a Iargc excess of thc eation. Figure -1- sho\\'s 
results when the eoncelltr;lIi()n.~ 01' ATP (dosed symbols) ;Iml 
ADJl (open symlmls) \Vere hdt.l constant, whi1c thc MgCl2 or 
CICI! concentrJtion \Vas ,"arieu from I lO 30 mM above the 
cuncentratio!l (JI' ATP ur ¡\Dr. \Vhc!l the concentr,ttion of free 
cation \\';IS incrcased abO\'c 1 01\1, ATP-diphosphohydrnhlsc 
a..:ti\'ity was inhibited .lOd the pcrcentage of inhibitioll was the 

same al low (6) or hlgh (O) concentrations of ATP or ADP. 
A t.Iouble reciprocal plot of these data also showcd nonlinear 

curves :lod W¡lS fitted lo the HiIl equ:Hion (data oot shown). 
The largc exccss of free cation diminished the V .... x by 50-65 
pcr cent comparcd to 1 mM of free anion, while the II was 
unchanged (v.1lucs bet\Vccn 0.43 ;md 0.51), suggesting that 
V nu" \V:I.S lhe main kinetic parametcr alfected by the excess of 
free calion. 

Thc elfect of divalem cations on ATP-diphosphohydrolase 
aetivity \Vas furlher studied by delermining the hydrolysis 
of lhe [..1-PPi eomplex in the presence of calcium or mag­
ncsium. As the :lssociation const:lnt (K.) for La-PPi is 
highcr b)' an order of magnitude than that for Mg-PPi or 
Ca-l'Pi (log K~=16.72, 5.45 and 5.40, rc.':.pectivcly), the only 
etlmpkx formetl wi11 be La-PIJi and ea2

+ and Mi+ will 
rernain frce in solulion. As shown in Figure 5, calciulll and 
ma~esium ions inereased the rate of La-PPi hydrolysis by 
6\'e-fold and t\Vo-fold, respe'ti\'c1y. Thesc rcsults suggcsted 
that C:t2+ and Mg2+ might havc a rccognition site on the 
enzyme and play a role in the regulation or activatioo of 
[he enzyme. 

Native gel cleelrophoresis of lhe enriched Scphacryl 5400 
HR fraction showeu t\Vo bands which were capable of the 
hydrolysis ofhoth ATP ¡¡nd ADr. Thcse two bands contained 
no morc than 0.1 per cent of lhe total protein Ioaded, :tS thcre 
\Vas no silver-stolining of the bamls eorrcsponding 10 ATP­
diphosphohydrolasc aetivity, despite detcction of the relnain­
ing protein (Figure 6). Similar results \Vere obtained with [he 
Coomassie Brilhmt Blue R215 (dat:1 not slmwn). 

The band w¡th the higher ATP-diphosphohydrolase aeti\'ity 
was el\[ and cleelroehlted frulll the nati\'e gel. Thc kineti..: 
beh:\\'iqur uf lhis enri..:hnl ATP-diphusphohrdrotlsc \ras rcl­

e\':mt, a"~ the dcelrocluted protcin hydrolyscd triphosphtl- ami 
dipho~ph(jnudensides :lI1d its activity \Yas inhibitcu by 
ortov:I1l;ld.lte. The spccific activity W:IS increased six-fokl 
cllmpal'ed 10 lhe Seph;lcl'yl S-1-(1O HR fractiun :md ",hile tllL' 
killetie beha\'iour still showed neg:ative COolll.:rati"ity \\'i\h the 
S;lmc Hill numher for the hydrolysis 01' JIPi, ATP, .'\OP or 
GDP, Ilo\\'e\'cr, the amOl1nt uf Ihe protein reeo\'cretl was too 
low 10 permil fmther kinctic. ... studics. 

62 



O. FI"n:s-llcrrcr~ el ~I.: A t'\,,'d ¡\TI'-o.Iiph')~l'h"h~drubw rmm l]"mm 'l\'ml I'IJ<:nlUI .\liu...:hundnJ '" 
250 (Al 

t 
~ 150 
~ : .. 

¡¡: 
Ci 100 

§ 

50 

o 5 10 15 20 25 30 
Free MgCI: (mM) 

400 mi 

100 

L-__ L-~ ___ .L-~ __ -Í __ -L~ 

051015 20 25 30 
Free CaCL.I (mM) 

Figure 4. lnhibilion tlr milOchmHlr¡~1 A 11'-diJlho']lhohyJrul~'>C h~' O:\~"1."" uf 
Cal', 'iñc rc-~cli"n mi\tun: c"m~incJ 30m\l Tri,-IICI, pllS, amI Ihe 
;,ulicln! ~nUJunl, "rrree l':lIi"n: (e¡ 15 mM C",lo -.-\'1'1' cumpln: (O) 15 m.\1 
Cal· -ADI' cuml,ln; (j,) (, m~l C::,¡2' -ATI' t:unll'ln; anJ (/),) h 1\1.\\ C:l!<­
ADI' cumple". In ,my .. .,mlili"n, Ihe illhibiti"n ".-1-~ hCh'ccn 5(}-I,; pa nnl 
'1'111: \"31uc~ ~rc Ihe ll,c:Ul ± , . .1. <Ir li'e ,rp~r;\IC nl'crimcn,s, 

DlSCUSSION 

In ,he pn::-.cnt :-.tuJy, wc dCnlonstr.Hcd Ihe prcscncl.: uf ;\TP· 

diphosphnhydrob:-.c .¡eti\-jIY in ¡hc lllilodlOndrial frao.:tion rrom 
lhe human tcrm pLII.:C\)!;l, wilh eharacteri:-.tÍl:s dilh'L"in:; 

2.5 i- I 
'§ 2.0 - 1 '" jI! 
E 

'" ~ 1.1'1 .. 
¡¡: .. 
E 1.0 

f- 20 " 
Q 2: :2 

0.5 f-:a 

'* 
OLL--~~~~~~~~~~ 

O 100 200 300 400 500 
Cation(j.1M) 

Figure 5. Slimlll:nion ufnlilOchondri:tI ATP-JiphusJlhuhydroluc: I1cth'ity by 
~tgh ur eal

+. Thc n;J.~¡jon mixture: conlaiooo 30 mM Tris-HO, pH 1:1, 
0.5 m.\1 1.:I_I'\'i as ~1Ib:¡tralc and diflerenl conccnlralions uf (el Cllcium ur 
(.:) ma¡¡llc-<illm. (Al Cunlrol 2cli\il)' in ahscnccufCtl + or Mi+. Thc valuC$ 
¡¡re Ihe mcan ± s.d. or lhrce scparalC c.~pcrimcnu;. 
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~[ 

Figure 6. Ek",'r<>phon-,;is IInder nuu-uCll:Ilurinll conúilioos. An ali'lIlOl of 
prulcin (So.:¡.hacryl S-l11O HK fraeli,.n) \q, IIS,Ú 10 perfurm c1co;lrophurc.~i.~ on 
J nJtilc ImlyJlT~ lami&.: !-'I"auiclll ¡,'CI (.1-\O per ceot). Thc hydmlysi.~ uf 
:\DI' (;\) ilr ,\Ti> (B) inl" !-..:I \\"as ól~,a)"co ~s ucs<:ril~d uoder /l.htcrbl ami 
.\lclh"d~ s,·clinn. The am,whea'¡s imlil'ó\te Ihe hi¡:heM hand uf ATI'· 
díph"~ph,,h! dmlJsc acti"ilY tllJI was c1eeITt",lulc,1. Tlle pn-scncc of 100al 
I'ml,'in in Ihe ¡:cl lIa, dCIl"l:lcd hy ,i!l'cr ~1¡¡inin!:l (e). 

fmm lhe ATP-diph{),~phohydroluses descrihell in othcr 
ti.~.~l1e.~, f\';¡:,\:.¡ ,Hui NólF did nar inhibir the :lctivity of 

lhis enzymc, LOlHr;Iry to prcvious rcports in other ATP­

dipho~ph()hydrol.Jses (Bnmetlc et .11., 1995; Christofuritlis 
l"t ,11., 11)9;; }(omusz~ ski .md Wojtczak, 1996). Thl' pH 
oplimum ¡"ur lbl: hydrnlysis 01' both ATP .md :\DP was ~, 
\\"hich i" simibr tu lhe pll oplimum 01' 7,5 uescribcd by 
Bnmcllc el ;11. (P)l)j). 11\ olher r.:a~es lhe ¡1I-I oplimulll 

dqwnded un lhe MLb~tr;lIe \l~ed lChristuj¡)J'itlis el aL, 1995). 
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" 
dthough orthovanadatc is a potcnt inhibitor of Ihis mitochon­
rial ATP-diphosphohydrolasc, it did nOI inhibít ,he activity 
f lhe cnzymc in plasma mcmbr:mc from hum;m placenta 
Ilruncuc el al., 19(5). Two othcr exclusive fcalures of Ihis 
\TP-diphosphohyurolasc wcrc its C:J.pacity [O hydrolysc PPi 
nd Ihe ncgativc coopcr.r.tivity observcd wilh all substr.r.tcs 
cstcd. Ovcrall, these difrcrcnccs mOlde Ihis cnzymc a novel 
~·rp-diph()sphohydrolasc. 

Several aUcmpts \Verc made 10 solubilizc lhe Clw,)'mc rrom 
iMP, hOlVcvcr trcatment with ~cvcral concclltr:ltions of 
~wittcrgcnt 3-14, dcoxycholatc, Lubrol, Triton XIOO, 
)ib.jtonin, Twccn 20 ur lauryhmltosidc cithcr rc.<;ultcd in 90 
)cr ccnl inactivation anular a ¡ud.: of solubilizntion (data nOI 
:ho\\'n), sugg:esting :'1 tight association between the protein and 
he lipids of the inner milOchondrial membrane. In the J;:I.me 
nanncr, we have prcviously describcd an ATP hydrol)'sisl 
:holcsterol ratio of 6.95 ± 0.67 (1/;;;12) in SiVlP of the placenta 
:\larlíncz el al., 19%), suggesting an interaetion between 
:ho1csterol :'Iml :\TP-diphosphohydroJase. The Sephaeryl 
l400 HR fraetion u!;eu in this srudy showcd an ATP­
liphosphohyJrobsc aetivity/eholestcrol ratio of 7.65, similar 
:0 Ihon prc"iously reportcd (Martínez et al., 1996), suggcsting 
:hat the concenrration of eholesterol is important for ATP­
:liphosphohydrolase activity. Although the interaetion under­
Iying the association bctween ATP-díphosphohydrolase and 
the inner rnembrane in placental mitoehonJria is unknown, 
HanaJa et al. (1995) demonstrated tltat tite intemetion bctween 
cholcsterol and the proteins bound/anehored to the rnembranc 
by GPI redm;ed lhe solubility of these proteins. Our data 
suggest that lhe low solubililY of the ATP-diphosphohydrolase 

from human placental millx:hondria coulJ he Jue ti) :111 

interaenon bctween eholestcrol and the enzyme. Dcspile this, 
we obtained a Scphacryl S400 HR fmetion with 30 per cent of 
the total suhmitochondrial proteio and 80 pcr cent of total 
ATP-diphosphohydrolase aetivity, enabling us to detcnninc 
the "inetie properties ofthe diphosphohydrolase and the efreet 
of several inhibitors :md cations. 

Although lWO bands hydrolyzing ATP :lnd ADP were 
observed in the native gel c1eetrophoresis. the band with the 
highest A"P-diphosphohydrolase aetivity showcd the same 
ncg:¡ti\·e coopcrntive bchaviour as the Sephaeryl S400 HR 
fraction. Ir is probable thar lhe lWO hands obscrvcJ corre­
spumled to a single enzyme with different aggregation states, 
ahhough this rcsult docs not exeludc the possibilily thal lhese 
[WI) bands corresponded lo two difTerent enzymcs. If an 
ADPase was present, then, in the presenee of ADP. only one 
hanJ should appear and nOl t\v1} as were observed. Neverlhe­
less, from this experiment we conc1uded Ihat the eoncentration 
uf I\TP-diphosphohydrolase was low. as despite loading 2 mg 
of the Sephaeryl S400 HR fraclion onto the gel, silver slaining 
Jid not sh()w any bands in the region wherc the activity was 
dCh,X;lL'd .l1thoul;l'h a wide nand of protein was stained at the 
bcginning of the gel. In a similar manner, bant.ls \Vere not 
detected by Coomassie B1ue staining. This suggesls that Ihe 
concentralion uf en'l.yme was less Ihan (J.I per cent uf Ihe tOlal 

mitochondrial protcin. 

I'IJccllt~ (1'J'J9), \'01. 20 

Alrhough an alkaline phosphatase was prescnt in the 
cnrithed Sephacryl S400 HR fraeríon, its aetivity W:lS negli­
giblc at pH 8 ",hieh allowed us lO determine the kinctie 
behaviour of the ATP-Jiphosphohydrolase, I\lso, the activilY 
of other mitochondrial enzymes associateJ with lhe hydrolysis 
of nuck..'Otidcs. such as F¡Fo-ATPasc ur myokinasc, werc not 
dctected in lhe Scphaayl S400 l-IR fraetio!l, as revealed by the 
hydrolysis of I\TI' ami .. \DP in the presence of spr.:eifie 
inhibilors fur F¡Fn-ATPa~e anJ myokinase. However, 
orthovamlJ,\le inhibiter.1 the hydrolysis uf diftcrcnt nucil:osiJc 
tri- and diphosphatcs and I'Pi in a concemration .. dcpendem 
m,lnner, following the s,lme kinetie bchaviour. This rcsult 
suggcsts th,n th..: hyr.lrolysis of:111 these dilfcrcnt substratcs is 
catalyscd by the same cnzymc, an ATP-diphosphohydrolase 
whieh docs not sh;tre Ihe same sensiti\'ity 10 inhibitors as other 
prc\'iuusly reponed ATP--diphosphohydrolases (Bruneltc 
el al.. 11)1)5; Christoforidis el aL. 1995; Komoszy ski and 
WojtC"Lak, i996; Menczes et al., 1997). 

An ahcrn,llc explanation for this b.ch:lViour is Ihat the 
cnzyme activity could be due ro a nucleotiJasc. Henkc et al. 
(1989), and Ra:l.tikainen et al. (1992) reponed a 5'-nucleOlidasc 
activity associatcd with milOehondria from rat I¡ver, having a 
pH optimum of belween 7 and 7.5 fOI AMP and IMP. AMP 
was lhe most clrectivcly hydrolysed nucleolidc. In eontr:lSt to 
the ATP-diphosphohyJrohse aClivity of placental milochon­
Jria, ral enzyme did not require bivalent cations hut was 
stimulated by l\Ig2 +-. In addition, the enzyme followed 
Michadis-Menten kinelics. The en7.yrne from human placen­
tal mitochondria showcd a high prcfercnec for nucleoside tri­
and diphosphales ando tn a lesser cxtent, for PPí. AMP \Vas not 

hydrulyst.'d hy this ATP-diphusphuhyr.1rut\se, in cuntrast lO 
Ihe enzymc from ral li'"er mitochondria (Henke et al., 1989; 
Raalikainne et al., 1992), In addition, the placental mitoehon­
dríal ATP-diphosphohydrolasc acti\'ity was depcndem on the 
prcscncc of bivalent cations, ci+ bcing the most cffective, 
follo\Ved by Mg2+, Mnz+- and La,1+-. These data strongly 
suggest that the phosphate rdcase ohscrvcd in plaeentd mito­
ehondria could be due lO ATP-diphosphohydrolase activity. 

\Vith rcspec! to Ihe activation of ATP-diphosphohydrolasc 
aetivity by \.":ltions, Ihere are 1\\'0 possible explanations: (1) a 
dir\.'Cl binding uf the I..":ltion lo Ihc enzyme, modifying Ihe 
enzyme eonform;uion ami resulting in :111 uppropriate ealalytic 
slate; or (2) an imlireel encet, as Ihe talion participales in lhe 
formation of Ihe actual substrale, the I..":ltion--(nudcotide or 
PPi) complex. 'rhe rcsults showeJ tbat both eaz+- and Mgz

+, 

but primarily C..a2+-. stimulated lite h)'drolysis of La.-PPi, 
su~gesling Ihat Ca2+- and 1\-1g2" couh.l modify the ATP­
diphosphohydrolase throug:h a regulatory site. In addition, the 
dcpendem:e of Pi releasc on c,llion concenlraliol1S suggested 
thal the catiun-nudcotidc eomplcx was {he substrate for 
lhe ATP-diphosphoh)'llrolasc. Thus, under physiological 
conr.liliuns, the hum:lll placcntal miwcbonuri;¡l I\TP­
dillhosphohyurobse cnuld he modubtcd by Caz+ and/or 
Mg:z+- at mierull)nlar cnnccntrJtions. 

From lhcse rcsults, the hYlmthcsis ,hat nudeO{idc hydroly­
~is ;LctivitiL',-; cm he attrihuted In Ihe .-;amc protcin is b,lsed un 
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the fol1owing: (1) the h}·drolytic activity towards holh ATP 
md ADP im.:rc:lsed to the SilffiC dcgree throughout the iso­
lation process; (2) lhe kinetic behaviour for the hydrolysis of at 
lcilst five different substrates was the same; (3) the preference 
for the suhstr.ltc h:ydrolysis remaincd unehanged at each step 
of purifieation; (4) lhe e:nion-dependent activity sho\\'ed the 
!.":lme pattcrn, regardless of whieh nuc1eotide was used; (5) the 
inhibition patterns of hydrolysis of nudcotidcs by ortho­
vanadate \Vere the same fm all suhstrates used; amI (6) the 
hydro!),tic activity towards ATP and ADP remaincd 
unchanged in the prcsence of four differcnt specific inhibitors. 

\Vith rebrard ti) point (6) we have previous!}' deseribed the 
presence of two enz)"mes whieh hydrolysed ,\DP in human 
plaeental mitochondria and SMP; the aelivity of {lne was 
associ;lIcd \Vith ATP-diphosphohyJrolase :mJ the activity of 
Ihe uthcr with an ADPasc, which was sensitive lO oligomyein 
(Uribe et aL, 1998). In this study, the aJdition of oligomycin 
t.lit.l not change the rate of the hydrolysis of ADP. This 
!L1rnngly suggests tbar the ADPase is nOl active in Ihe enriched 
rraction of ATP-diphosphohydrolase. 

The kinetic.<; ohserveu rur ATl)-diphnsphohydrolase aeli\'ily 
suggesl that Ihe enzyme has two or more subslrate-binding 
sitcs imeracting with negative eooperati\'ilY (Segcl, 1975). 
Analysis or the dependenee of lhe rate of hydrolysis on the 
eoneentralion of nudeolides or PPi (with 1 mM excess of the 
L":ltion) ga\"e a HiII number of approximately 0.5. This negative 
coopemli,·ity model implies thal rhe binding of each substratc 
10 the enzyme deercases the imrinsic affinitic.<; of the vacanl 
sites. Interesringly,lhe kinetie beha\"iour, the HiIl number and 
lhe inhibition by orthovanauate wcrc similar for all substrates 
used, suggcsting that ATP-diphosphohydrolase is the only 
enzyme hydrolysing these substrates. The assumption that 
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hydrolysis o[ the dilTerenl subslrates is c;1talysed by Ihe same 
enl.yme is rcinforccu by Ihe ratio betwccn the V",a. fur lhe 
hydrolysis of the nucleoside triphosphate amI lhe Vm ... for [he 
hydrolysis 01' the nudeosidc diphnsphare, whieh is clase to 1 in 
the prcsenee of either ea2+, .\1g:2+ or !\ln2

+. 

:\. statistical analysis, perforrned to compare lhe rcsiduals 
bctwcen the HilI moJel ano the two-enzyme model, supported 
Ihe Hill mooel. This resulr supports rhe assumprion thar the 
cnrichcd Scphaeryl S400 HR fracrion c¡mt;¡ins iI single clll.)"me 
hydrolysing nuclcotides and PPi. 

Finally, the role of the mirochondrial ATP-
tliphosphohydrolase in the pl:lccntal rnctabolism remains 10 be 
detlned. \Ve have c"iJenec lholt the cnergetic slate or mito­
chondria mmlilies thc hydroly!.is 01' ATP, sugg:esting a rcla­
tionship between ATP-diphosphohydrobse activity and lhe 
miwchondri;¡1 Illctabolism (i\brtínel. el al., 1996). ,\loreo\'er, 
the adllitioll of ATP stimulates oxygcn consumptioll in isulatcd 
mituchnm.lria frum human plleenta; rcspiratory control is 
higher than in the presenee of AUP. I':urthermnre, scqucntial 
additions (11' ATP prndul·ed a notable impro"ement in Mate 4 
respirJtion, increasing: the respir,Hury control rJlio fmm 4 to 
I1 (l\lartínl:z, Chhcz :md Eche¡;oycn, 1987). Thcse rcsults 
suggcst that the ATP-diphosphohydrolase could be in\"Ol\'cd 
in the maintenanee of mitochonorial membrane integrity. In 
addition, the participatíon or Ihis enl)'me in chok'Sterol 
trolnsport in placental mitochondria has been obser\'ed 
(l\lartínel., Espinosa-G;¡rci;¡ and Navarctte, 1997; Na,·arette et 
aL, 19(9), a process inhihited hy onhovanadate. Although 
orrhovanadate inhibirs ATP-Jiphosphohy<lrolasc by more than 
90 per cent, lhe dcvclopmclH 01' specific inhibitors will be 
esscntial for furlher im-csrig:nion of the physiolog:ical role of 
this enl.)"l1le. 
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ASPECTOS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES 
DE LAS 5'-NUCLEOTIDASAS 

Osear Flores·Herrera y Federico Martínez Montes. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad 
Nacional Autónoma de México. Apartado Postal 70-159, México 04510, D.F. México. 

RESUMEN 
La actividad de las S'-nucleotidasas ha sido descri­
ta en las bacterias, plantas y en diferentes tejidos 
de vertebrados. En esta revisión se discuten las 
propiedades cinéticas y la estructura general de 
estas enzimas. Su clasificación incluye su localiza­
ción y el sustrato preferente. Así, las 5'-nucleo­
tidasas que utilizan al AMP o IMP, de manera 
preferente, se denominan como c-N-I o c-N-Il, 
respectivamente. Por otro lado, si la 5' -nucleotida­
sa está anclada a la membrana por medio de un 
puente de glucosil fosfatidil inositol, se denomina 
como e-N, y por lo general está orientada hacia el 
exterior celular como una ecto-nucleotidasa. Se 
sugiere que panicipan en diferentes procesos celu­
lares, tales como: la recuperación posterior a la 
hipoxia, el aporte de metabolitos para la síntesis del 
ADN o del ácido úrico. Actualmente, la actividad 
de fosfotransferasa de algunas S' -nucleotidasas ha 
adquirido gran interés farmacéutico en la activación 
de agentes antivirales o antioncogénicos. 

PALABRAS CLAVE: S'-nucleotidasa, ecto­
enzimas, AMP, lMP, ATP. 

ABSTRACT 
The S' -nueleotidase activity has been described 
widely in bacteria, plants, and vertebrates tissues. 
In tms review, the kinetic properties and Ibe general 
structure ofseveral S'-nucleotidases are discussed. 
The cJassification of this enzyrnes has been related 
to its localization and the substrate-preferring. Thus, 
lhe S' -nucleotidases that has a strong preferences 
for AMP or lMP are referred to as c-N-I and c­
N-U respectively. On the other hand, if the S'­
nucleotidases is anchored to the membrane through 
a glucosyl phosphatydil ¡nositol are referred to as 
e-N, and usually is oriented outside cells as an eeto­
nucleotidase. lts activity has been proposed to be 
¡nvolved in sorne cel! functions, 5uch as: the 
recovery of hypoxia, to bring out metaholites for 

DNA or uric acid synthesis. Recently, the phospho­
transferase activity of sorne 5' -nucleotidases has 
been considered of a major pharmaceutical interest 
in the activation of antiviral and antioncogenic 
agents. 

KEY WORDS: S'-nueleotidase, ecto-enzyme, 
AMP, lMP, AT? 

INTRODUCCIÓN 
Las S'-nucleotidasas (E .. C. 3.1.3.S) son enzimas 
que catalizan la liberación del fosfato esterificado 
en la posición 5' de la ribosa o desoxirribosa de los 
nucleósidos tri, di o monofosfato~ además, son ca­
paces de actuar sobre compuestos corno la UDP­
glucosa y el F AD (1). Su distribución 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 mamíferos (7 a 11). 

Las nucleotidasas pueden encontrarse en forma 
soluble en el citoplasma o asociadas a la membrana 
plasmática a través de un puente de glucosil 
fosfatidilinositol (7). La clasificación de estas 
enzimas toma en cuenta su loc~ización subcelular y 
su especificidad por diferentes sustratos; en este 
sentido, se tiene que las formas solubles que 
hidrolizan preferentemente al AMP se denominan 
c-N-l (del inglés "citoplasmic nueleotidase lype I"), 
mientras que aquellas que mdrolizan preferenterneQ­
te al IMP se denominan c-N-H. 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 fracción 
subcelular a la que estén asociadas (4). 

Por otra parte, se conoce poco acerCa de la fun­
ción biológicá que desempeñan estas enzimas~ 
mientras que las S' -nucleotidasas citosólic8s partici­
pan en el control de los niveles de los 5' -nuc1eo­
sidos monofosfato, aquellas asociadas a la mem-
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brana plasmática contribuyen en la vía extracelular 
que hidroliza al A TP hasta la adenosina. La función 
fisiológica de estas enzimas probablemente depen­
de del organismo y del tejido al que se asocian. 

Debido a su alta ¡nespecificidad de sustrato, su 
localización celular y a su amplia distribución a nivel 
filo genético, una de las principales cuestiones por 
esclarecer es si las 5' -rrucleotidasas pertenecen a 
un tipo principal de enzima o si son diferentes for­
mas enzimáticas con características cinéticas par­
cialmente compartidas. En este sentido, el análisis 
de la estructura primaria derivada del ADN com­
plementario (ADNc) de bacterias y vertebrados, 
muestra evidencias de que al menos parte de las 
5'-nucleotídasas conocidas, pueden ser agrupadas 
en una sola familia de proteínas relacionadas 
filogenéticamente. 

En este trabajo se describen las características 
estructurales y cinéticas de las diferentes 5'­
nulceotidasas conocidas y su posible participación 
en el metabolismo celular. 

ESTRUcruRA 
A. Vertebrados 
Actualmente se conoce la estructura primaria deri­
vada del ADNc para las 5'-nucleotidasas asocia­
das a la membrana plasmática de la placenta huma­
na (! 1), del higado de rata (11) Y del cerebro del 
pez elasmobranquio Discopyge ommata (5). En 
los tres casos la proteína madura es de 548 resi­
duos de aminoácidos, 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 carbox.ilo tenni­
nal (e-terminal) contiene una sección de residuos 
de aminoácidos hidrofóbicos que son cortados y 
sustituidos por el anclaje del glucosil fosfatidilinositol 
(GPI), ef cual se encuentra unido covalentemente al 
residuo de serina 523 (4). Por lo tanto, las 5'­
nuc\eotidasas pertenecen al grupo de proteínas que 
son ancladas a las membranas biológicas a través 
de un puente de GPI, tales como la fosfatasa alcali­
na, la acetilcolinesterasa y la aminopeptidasa, entre 
otras. 

La composlcJon molar del GPI para las 5'­
nucleotidasas de hígado de rata y de la placenta 

Flores-Herrera O Y Martincz Montes F 

humana es: 2 etanolaminas, 3 manosas, 1 glucosa­
mina y l ¡nositol; los ácidos grasos incluyen a los 
ácidos esteárico, mirística y al palmitico (2 moles 
en total). De las 2 etanolaminas, una de ellas posi­
blemente participa en la unión del GPI al grupo (J.­

carboxila de la serina 523, la otra pudiera estar 
unida al residuo de manosa del glicana 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 CaD 
para liberar a las 5' -nucleotidasas y a su baja 
solubilización 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 aún no se 
conoce con precisión la estructura tridimensional de 
estas enzimas, la existencia de algún cruce trans­
membrana! es aún 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'-nuc\eotidasa 
de D. ommata tiene un 61 % de identidad con 
respecto a cualquiera de las nuc1eotidasas de ma­
mifero (Tabla 1). El perfil de hidropatia revela que 
la estructura de estas enzimas tiene un alto grado 
de conservación y no solamente en lo que respecta 
al dominio del amino termina! (N-terminal, corres­
pondiente al péptido señal) o C-terminal (sitio de 
unión con el GPI), sino también con el resto de los 
dominios hidrofóbicos e hidrofilicos. Es importante 
mencionar 'que la identidad de los perfiles de 
hidropatía no siempre correlaciona con la identidad 
en la secuencia de resíduos de aminoácidos. En 
este sentido, hay siete dominios en la secuencia de 
aminoácidos, de los cuales cinco muestran un alto 
grado de conservación durante el proceso evoluti~ 
vo: la identidad de estos dominios entre la enzima 
de rata y de humano es de entre el 90 y el 100%, 
mientras que para la comparación pez/rata oscila 
entre el 71 yel 100% (4). 

En cuanto a la estructura secundaria, los estudios 
de espectroscopia infrarroja realizados con la 
nucleotidasa de D. ommata, revelan que la proteí­
na contiene 49.2% de láminas p.plegada, 32.7% 
de a-hélice, 9.5% de giros P y 8.4% de estructura 
desordenada. Se predicen resultados similares para 
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TABLA I 

Relación de identidad de diferentes tiDOS de 5'-nucleotidasas 

Fuente Localización Número de %de %de ena 
celular residuos de identidad por identidad con 

aminoácidos grupo· respecto a 
mamíferos 

Placenta de Membrana 548 90 11 
humano olasmática 

Hígado de Membrana 548 90 11 
rata olasmática 

Discopyge Membrana 577 60 5 
ommata olasmática 

E. coli Citoplasma 525 60 22 3 

Vibrio Memb. plas. 539 60 22 2 
cosricola cara externa 

Vibrio para- Memb. plas. 539 60 22 4 
haemolitico cara externa 

* Los grupos son: mamlferos, peces y bactenas, 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
tid.s. de membrana de Vibrio cos/icola (2) y de 
Vibrio parahemolilico (4), las cuales muestran un 
60% de identidad con una UDP-azúcar hidro lasa 
soluble de Escherichia coli (3), la cual es capaz de 
hidrolizar una amplia variedad de 5' -nucleótidos 
(Tabla 1). Las S' -nueleotidasas de bacterias, al igual 
que en los vertebrados, están formadas por 539 
residuos de aminoácidos y se asocian a la membra­
na plasmática por medio de un puente de GPI. 

La comparación de la estructura primaria dedu­
cida del ADNc para las S' -nueleotidasas de verte­
brados y de bacterias, revela la presencia de regio­
nes altamente conservadas. lo que sugiere la exis­
tencia de un ancestro común. Más aún, estas se­
cuencias se observan en una enzima de E. co/i 
(cpdB) (4) que hidro liza tanto a los 3' -nueleótidos 
como a los 2',3' -fosfodiésteres cíclicos; esto sugie­
re que dichas secuencias tienen un significado fun­
cional relevante y que posiblemente incluyen una o 
más regiones para la fijación del sustrato. 

Por otra parte, el patrón de hidropatía para la 
S' -nueleotidasa de bacterias y de vertebrados 
muestra una gran similitud. lo que hace pensar en 
una hamolagía en la estructura de estas enzimas. 

PROPIEDADES CINÉTICAS Y FISIOLÓGICAS 
A. Vertebrados 
a. Forma e-N: Las 5'-nucleatidasas del tipo e-N 
de mamíferos tienen un pH óptimo para su activi­
dad de entre 7 a 8 y actúan sable los nucJeótidos 
S' -monofosfato (Tabla 1I). Su actividad es estereo­
selectiva, ya que el L-enantiómero del AMP no es 
hidrolizado. Con base en la relación VmaxlKm, el 
mejor sustrato para la enzima es el AMP, cuya 
afinidad se encuentra en el intervalo micro molar . La 
baja especificidad de estas enzimas se demuestra 
por la actividad hidrolitica sobre el F AD, la cual se 
ha determinado en la 5' -nucleotidasa de membrana 
plasmática de la placenta humana, así como la hi­
drólisis de la UDP-glucosa por parte de la S'-nu­
eleotidasa del órgano eléctrico de D. omma/a (5). 

Por otra parte, el ADP, el ATP y la adenosina 
S' -[u,p-metilen] difosfato actúan como inhibidores 
competitivos, mientras que la concanavalina A se 
comporta como un inhibidor de tipo no-competiti-
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TABLA 11 

Pro ¡edades de cuatro lipos de S'·nucleotidasas delli ,·N 

Fuente PM aparente Localización pH Km VmaK Metal Inhibidof Cita 
celular óptimo rec.J.:rido 

p" naliw 120 a Membrana 7.5 IMP=IDaSO"M 31 ¡.¡molaslminlmg lo" AlP, 5 
elnsmo.. 160 kDa plasmática AMP::l aS0I'M AOP. 
branqulo subunldad 60 ConA· 

a 80 kOa 

Placenta de natr.o 270 Membrana 7.4 1MP=7mM 87.5,..molaslminlmg .. - 7 

humano 
1<0. plasmática 

subunbidad 
73 kOa 

Hlgado de . - Memb. inler. 7 a 7.5 AMP=85al00"M 33 nmolaslminlmg Mg" - .y .... mHocondrial IMP;480 ",M 45 nmolaslmlnlmg 10 
cara e:01ema -concanavahna A. 

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

La actividad de estas enzimas no dependen de la 
presencia de cationes, aunque la adición de Mg1

+ 

~ 100 100· 

• c-N~ c-N-U 

" eo 80 +SmMATP 
~ +1mMADP 

e 80 so • : <O 40 ~ AM. • " 20 1M. 20 e 
2-
> O 

O 5 10 15 20 5 10 " 20 25 

[AMP. IMp] (mM) [AMPl (mM) 

100 100 

i coN·.IJ o-N 
AMP,IMP 

i 
80 +5mMATP 80 

• 80 60 + 200 uMATP 

¡ ~Q IMP .o 
il 

20 e 20 
2- +1mMPI 
> O O 

O 2 3 • , O 0.2 0.4 0.6 0.8 , 
PMp] (mM) [AMP] (mM) 

Figura 1. Caracterlsticas cinéticas generales de 1115 S'-nudeoti­
duas del tipo e-N-I, c-N-O y e-N. La figura muestra ¡as prin­
cipales diferencias en cuanto a la afinidad por el AMP, el IMP 
o los nuclc6sidos trifosfato. y el efecto de los diversos modula­
dores como el AIP. el ADP o el Pi sobre la actividad catalitica. 
La forma e-N-I es activada por ADP. nÍicnlms que la forma e­
N-U se activa por el ATP y se inhibe por el Pi. La forma e· 
N es inhibida por el, ATP y no muestra estimulaci6n por otras 
maleeula!. 

estimula su catálisis. Asimismo, se ha determinado 
que la S' -nucleotidasa de la molleja de pollo con­
tiene unido fuertemente y de manera natural al Zn2• 

en una relación molar zinc/proteína de 2 (4). En 
este sentido, se ha sugerido que los residuos de I~s 
Cys 324, 329, 358 Y la His 354 de la enzima de 
la raya eléctrica, podrían funcionar como sitios de 
unión para el zinc (5). 

La estructura funcional de las 5' ~nucleotidasas 
es la de un dímero aa unido por medio de puentes 
disulfuro intercatenarios, los cuales son esenciales 
para mantener la actividad (1). Sin embargo, se 
desconoce el número de grupos ti ole s que partici­
pan en la formación del dimero (4). La modifica­
ción química específica de diversos residuos de 
aminoácidos sugiere que las S'-nucleotidasas per­
tenecen al grupo de las histidin-fosfatasas, donde 
se incluye además a la glucosa-6 fosfatasa y a la 
fosfatasa alcalina (1). 

En relación a su papel fisiológico. la forma e-N 
se ha relacionado principalmente con la hidrólisis 
extracelular del S'-AMP hasta la adenosina. Sin 
embargo, aún 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 GPI y orientada hacia el exterior celular. 
De tal suerte, es necesaria la determinación exacta 
de la distribución y actividad catalítica de ambas 
enzimas, para definir sus papeles en la hidrólisis de 
los nucleótidos extracelulares. 

En este sentido, es importante mencionar que la 
actividad hidrolitica del A TP o ADP asociada a la 
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membrana plasmática de diversos tejidos, mues­
tra un comportamiento cinético diferente a lo re­
portado para las A TPasas intracelulares conoci­
das (4). Dicha actividad tiene, entre otras caracte­
rísticas, una velocidad similar a la presentada por 
las S' -nucleotidasas; lo que sugiere que estas 
enzimas podrían ser el paso final en la vía de 
hidrólisis extracelular de los trinucleótidos hasta 
nuc1e6sidos. 

La repercusión de la hidrólisis de los trinucleó­
tidos, en especial del ATP hasta los nucleósidos, 
está aún en estudio. Debido a que tanto el ATP 
como la adenosina extracelulares actúan sobre los 
receptores purinérgicos (P,) (4), las 5' -nucleotida­
sas participan en dos procesos metabólicos rela­
cionados: la inactivación del A TP Y la formación de 
adenosina. La ¡nactivación del ATP representa el 
paso en su control como mediador intercelular, 
mientras que la adenosina induce una variedad de 
funciones que incluyen la vasodilatación y la dismi­
nución de la filtración glomerular, entre otras. 

No obstante, la fuente de ATP extracelular y 
otros nucleótidos está aún en discusión. Existen sis­
temas celulares tales como las neuronas colinérgi­
cas y adrenérgicas o las plaquetas, que comparta­
mentalizan al ATP en vesículas de secreción. El 
ATP (o ADP) de estas vesículas puede ser libera­
do por exocitosis controlada y entonces desenca­
denar la cascada de producción extracelular de 
adenosina (4). Sin embargo, como no se ha descri­
to ningún mecanismo de liberación de los nucleó­
tidos para otros sistemas celulares, la amplia distri­
bución de las 5' -nucleotidasas del tipo e-N, es aún 
enigmática. 

b. Forma e-N asociada a la mitocondria: 
Recientemente se ha reportado la existencia de una 
5' -nucleotidasa asociada a la fracción mitocondrial 
del hígado de rata (9 y 10). Esta enzima está aso­
ciada a la membrana interna y su orientación es ha­
cia el espacio intermembranal, hidroliza preferente­
mente al AMP con una Km de entre 85 y 100 ~M 
Y una Vmax de 35 nmolas Img Iminuto, mientras 
que la hidrólisis de IMP muestra una Km de 480 
~M Y una Vmax de 45 nmolas Img lminuto (Tabla 
11). El pH óptimo para la actividad de esta enzima 
es de 7 a 7. S Y requiere de Mg2+ para su catálisis. 
Se ha sugerido que su principal contribución en el 
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metabolismo hepático, es la producción de adeno­
sina durante la recuperación posterior a la hipoxia 
que promueve el aporte de oxígeno al tejido. 

c. Formas citosólicas: El estudio de las formas 
c-N-I y c-N-Il indica que son altamente especifi­
cas para los nucleótidos monofosfato así como de 
su contraparte desoxiribonucleótidos, por lo que se 
sugiere que podrían 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 localización: mientras que la forma c-N-I1 tienen 
una amplia distribución en diferentes tejidos, la for­
ma c-N-I sólo ha sido descrita en el tejido cardía­
co de vertebrados. 

La forma c-N-ll tienen como sustrato preferente 
al IMP (Tabla I1I) y la cinética de hidrólisis para 
este sustrato es hiperbólica, mientras que para el 
AMP tiende a ser sigmoidal (Fig 1). La Km para 
el IMP y el AMP están en el intervalo de 0.1 a 0.6 
mM Y 1 a 15 mM, respectivamente. Sin embargo, 
la presencia del ATP o del ADP, en concentracio· 
nes milimo!ares, incrementa la Vmax y la afinidad 
por el AMP. EI2,3-difosfato glicerato (12 y 13) Y 
los polifosfatos de adenosina, tales como el Ap,A, 
Ap,A Y Ap,A son estimuladores potentes de la 
actividad catalítica (13) (Fig 1). 

El pH óptimo 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 los 200 y 265 kDa, mientras que el peso 
molecular para las subunidades es de 42 kDa para 
el crustáceo Arlemia y de 52 a 70 kDa para 
vertebrados; de donde se sugiere que su estructura 
funcional es un horno-o ligó mero, probablemente un 
tetrámero. 

La otra forma soluble, c-N-I, tiene como princi­
pal sustrato al AMP (Tabla lI). Las caracteristicas 
de esta enzima son similares a las descritas para la 
forma c-N-U, excepto que ésta sólo se estimula 
por el ADP y no por el ATP o los poli fosfatos de 
adenosina (Fig 2), por lo que se ha propuesto que 
ambas formas contienen sitios de unión para el A TP 
ylo el ADP, además del sitio propio para el 
sustrato. 
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TAº.!,~",,,,-, _____________ _ 
?r~~f:'d~!le~ du cU~I!!!..!!~ de S'·nuclcohd~~~s citos61icas de vedebfados 

Fucnle PM aparente oH Km 
.'lr.1,mo 

CoN-1 nalivo 
Talldo 150 ~Oa ... AMP"2aOmM 

c:.anllaeo subunidad 
~D kDs 

CoN." nativa 90 kDa 6 a 6.5 OMP,IM?, UMP. e a 17 mM 
Placenta subunidad dAMP, dGMP, dIM?"''' a1 

" ""a4SkDa mM 
humano "'dUtAP )'dIM?" O 3 mM 

IMP·Q4mM 
CoN-U Nativa G.l a GMP"O.8 mM 

Eritrocito 2SO kO. 6.' 

" subunidad 
humano 60 kDa 

• 2, 3Dr><>" 
IMP_OG4mM 
GM?'" 0.06 mM 

IMP, CM?" l .• a 2.3 mM 
UMP, CMP = 50 a 100 mM 

o-N-II naliva 6.' AMP" 23 mM 
Hlgado dlll 200 1<.08 - W""'''''''' 52 .." 

.. AT!' 
IMP, GMP" 0.1. 0.14 mM 
UMP, CMP = 2.5 .",~ mM 
AMP-6,3mM , 2,3, <lllos o ollceralo. 

El peso molecular de la forma c-N-I es de 1 SO 
leDa aproximadamente, mientras que las subuni­
dades presentan un peso de 40 leDa, lo que sugiere 
que la enzima puede existir como la asociación de 
monómeros idénticos que forman un tetrámero. 

Por otra parte, para determinar los factores que 
influyen en la selectividad de las 5' -nucleotidasas 
c-N-I y c-N-H, se ha estudiado la fijación e hidró­
lisis de diferentes análogos de sustrato (i4), en los 
cuales se ha realizado alguna modificacion en la 
región de la base, de la ribosa o del fosfato (Fig 2). 

Los resultados indican que la modificación en la 
región del fosfato no permite la hidrólisis del aná­
logo (Fig 2, a y b); lo que indica que la interacción 
carga-carga entre la enzima y el sustrato es indis­
pensable. Aunado a esto, la sustitución S' -fosCo­
diester (Fig 2, e y d) es región-selectiva; en estas 
condiciones existe poca hidrólisis de dicho análogo. 
Las modificaciones en la región del azúcar produ­
cen análogos 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
ción de la molécula pero es escencial para la catáli­
sis. La sustitución de un hidrógeno por un grupo 
-eH (Fig 2, f) en la base nitrogenada no inhibe sus-

Vma~ Melal Inhib AC1ivadof ella , uatido " .. 
- " ADe " 

13 a 37 "molaslmll'llmQ Ug",Mn"', 
U 8 29~ I,mola$lminlmg CO~'ar.'" . - - , 
el a 127¡,molaslmlnlmg 

152 ",molaslminlmg 
132 I'moIas/minhng .. " " 

AlP, 
dAlP, " alP, 

2,30PG' 

4(\8 I'molaslmlnlmg 
S51l'moIa$lmlnlmg 

IMP, GMP-
18-19l'molaslmlnlmg 

UMP,CMP:> - " ATe " 10 j.I.IT101aslminlrTIQ 

AMP-
14.3 f'molaslminlmg 

tancialmente la fijación o hidrólisis del análogo, lo 
que sugiere que ninguna de las enzimas fija al sustra­
to por medio de un puente.de hidrógeno del N-7. 

Por otra pane, las sustituciones en el N-l de la 
base, tampoco evitan la fijación y catálisis del análogo 
por parte de la forma c-N-I (Fig 2 g Y h). Lo anterior 
contrasta Con los resultados obtenidos para la 
isoenzima c-N-U, para la cual la interacción con el 
N-I la hace selectiva por el S'-GTP y el S·-AMP. 

De 10 anterior se puede concluir que para la 
fijación y la catálisis del sustrato es indispensable la 
integridad de la región del fosfato y de la ribosa, 
mientras que para el reconocimiento es indispensa­
ble el N-l de la base nitrogenada. 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de las 
formas e-N, c-N-I y c-N-Il indican que no hay 
hpmologia entre las enzimas solubles y la asociada 
a la membrana. Por otra parte, se ha asociado a las 
formas solubles a la degradación intracelular del 
ATP hasta adenosina y del IMP, inosina. Su acti­
vidad tiene importancia particular en situaciones de 
anoxia o isquemia, ya que la liberación de 
adenosina induce la vasodilatación y la oxigenación 
de los tejidos. El impacto metabólico de la activi-
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Figura 2. Estructura de algunos análogos del AMP utilizados 
para el estudio del sitio activo de las S'·nuclcotidasas citoplás­
micas. a) Adcnosina 5'-monofosforotioato (S'·AMPS); b) Ade­
nosina S'·monofosforoffiorfolibdato (5'-AMP.morfolibdato); 'c) 

Adcnosina 2'·manofasfalo (2'·AMP); d) Adenosina 3',mono­
fosfato (3'-AMP); e) 2'-dcwxiadcnosina S'-monofosfato (2'­
dcsoxi-S'-AMP); f) 7-diazo-adcnosina 5'·monofosfalo (7-CH-
5'·AMP); g) Adcnosina-N ¡-oxido S'·monofosfato (l-NO-S'. 
AMP); h) I,N'-ctc:no-adcnosina S'·monofosfato (1.N'·clcno-5'­
AMP) (adaptado de la referencia 14). 

dad de estas enzimas varía dependiendo del tejido 
y del organismo del que se trate. Por ejemplo, en 
animales urotélicos como el pollo, la desfosforila­
ción citosólica del IMP es el inicio de la vía para la 
formación del ácido úrico (4), mientras que en el 
tejido cardíaco, la producción de adenina está rela­
cionada con la vasodilatación y la oxigenación poste­
rior a la recuperación del infarto o de la hipoxia (4). 

En mamíferos, la actividad de estas 5'-nuc1eoti­
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 nucleó­
tido monofosfato y un nucleósido (1) Y su repercu­
sión en la activación de agentes antivirales (4) o en 
el desarrollo de sustancias anticancerígenas (l S). 
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Actualmente, no existe un esquema general del 
papel de estas dos nucleotidasas intracelulares en la 
producción de l1ucleósidos en los diferentes esta­
dos energéticos de la célula. En este sentido, se 
requiere una cuantificación precisa de la concen­
tración 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 inasi­
na, al 2,3 -difosfoglicerato, a los polifosfatos de 
adenina y al pH, entre otros, y aunque el papel de 
las 5' -nucleotidasas citoplásmicas se desconoce, su 
deficiencia congénita está 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 homólogos. La forma e-N se 
ha reportado para las bacterias marinas halófltas 
del género Vibrio y Pholobaclerium (2). Actual­
mente se desconoce el tipo de anclaje que tiene, 
pero en la enzima madura el N-terminal se encuen­
tra bloqueado, al parecer por la unión de una q­
dena acilo (4). El peso molecular por subunidad es 
de 70 leDa, además de que muestran un reconoci­
miento inmunológico cruzado entre varias cepas de 
bacterias marinas (1). 

Las 5' -nucleotidasas de membrana de Vibrio y 
Photobacterium pueden hidrolizar 5' -nuc1eótidos 
trio, di- y mOIlofosfato a un pH óptimo de 8 (Tabla 
IV), mientras que los 3' -nucleótidos no son hidro­
lizados. Estas enzimas requieren Mg2+ para su ac­
tividad, el cual puede ser reemplazado por Mn2

• y 
C02", mientras que el Zn:+ actúa corno inhibidor, es 
decir, de manera diferente a como lo hace en la 
e-N de vertebrados. 

Por otra parte. Bacil/us subtilis presenta dos 
5'-nucJeotidasas cítoplásmícas, las cuales son acti­
vadas por Mg2+ e inhibidas por Zn2-, Cu2

+ y Fe:-. 
Tienen un pH óptimo de 7.5 y su actividad incluye 
la hidrólisis de los 5' -nuleótidos monofosfato tanto 
de purina como de pirirnidina; no obstante, son 
incapaces de hidrolizar a la UDP-glucosa. 

En general, las S'-nucleotidasas de bacterias son 
multifuncionalcs, y en conjunto con la enzima azú-
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TABLA IV 

Propic-dndcs de ocho dilerl!rllcslioQ5 de 5'-nucleolid3sns de bacterias V llantas 

Fuente PM localil_llción pH Sl.!stralo Km Vma'J! Melal Inhibidor Cita 
anarenle celulnr óptimo requerido 

Vibrio subunidad Membrana ATP 3.39 ~l·.Mn'·. Zn1', Ne' , 
parahaem. 72kOa plasm(¡lica, 8.0 AoP 3.46 Ce ',Cr,B( 

cara exlema AMP 1.3 a 3.3 rNO' 

Vobrio subunidad Membrana AlP, UTP, GTP 1.2a 2." Mg", Mn'-, - , 
costicoJa 70kQa plasmalica, 8.0 ADP, UDP,GOP 0.7 a 2.7 Col',Ca" 

cara exlema MIP, GMP, UMP 0.5 a 2.2 

nativa 137 AIP, ADP, AMP l-l0¡¡.M Mg",Mn1
• -

>O. Periptásmica 6.0 UDP-O-glucosa 
subunidad UDP.D-galac!osa 2 

BacDI" 52 kDa 
subtilis 

$ubunidad Nucleósidos 0,25 mM Mg" -
23 kDa c~oplásmlca 7.' monofoslalo de para el 

I puma v Dirimidina AMP 

CotJedones subunk:lad Membrana del 5.0 a ".IP 0.9 mM OA - ADP. Ki=3.4 mM' 6 
cacahuate S4kDa Ap.de Golai ••• NaF KF41 mPtt 

CotledCNles subun~ad Membrana 5.0 a AMP 1.06 mM 6.' - AOP, KF2.4 mtJ' 6 
:cahuale 5SkDa p!asmética 6.0 NaF, Ki=35 mPtt 

ermlnado 

nativa ,."., 57.7 "M 200 - AMPe, Ki=5.2 Jl.wf' 17 -.. 49kOa Membrana de 6.6 GMP 57Jl.M 232 AdenoSÍ'\8, Kis57 
de Zea subunklad microsomas CMP 333Jl.M 92 .M' m.,., 24.S kOa UMP 200¡..M 142 

IMP .,;M 196 

subunklad soluble 7.0 AMP 3.51JM 0.45 Mg" - " Gérmen de 57 kDa 

"". 
subunklad Soluble 7.0 ,."., 12.61JM 023 Mg" -
110kDa 

a) en IJmolaslminlmg; b) Inhibición del Upo compelilrva, e) Inhiblci6n del tipO no compeU\Na. 

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

hidrólisis de un UDP-azúcar extracelular hasta un 
nucleósido y un azúcar no fosforilado: 

1) UDP-Glucosa + H,O --> uridina;- Pi + u-D-glucosa-l-P 5'-nucleotidasa 

2) u-D-glucosa-l-P + H,0 --> u-D-glucosa + Pi Glucosa-l-fosfatasa 

Después, la glucosa puede ser transportada fá­
cilmente al interior celular. Por lo que la 5'­
nucleotidasa de Bacil/us subtilis probablemente 
participa. en el sistema que provee de carbono a la 
célula (1). 

La forma e-N de los géneros Vibrio y 
Pholobaclerium no hidroliza a los azúcares­
nucleósidos difosfato, pero si cataliza la hidrólisis 
total de los nucleótidos tri fosfatados hasta la 
adenosina. En este sentido, las 5' -nucleotidasas de 
las bacterias marinas o dulceacuícolas 80n conside­
radas como contribuyentes importantes en la rege-

neraci6n del fosfato a partir de compuestos orgá­
nicos fosfatados disueltos en el agua (1), por lo que 
se sugiere que las 5' -nucleotidasas de la membrana 
plasmática de las bacterias podrían tener una fun­
ción ecológica en el reciclaje de nutrientes en los 
hábitats acuáticos. 

C. Plantas 
Después de demostrar la existencia de las 5'­
nucleotidasas en Solanum tuberoJum, la caracteri­
zación bioquímica y molecular de estas enzimas ha 
adquirido gran atención. Se han descrito tanto la 
forma e-N como las solubles. La forma e-N ha 
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sido estudiada en cotiledones de cacahuate (6); tie­
ne un peso molecular para las subunidades de 54 a 
SS kDa (Tabla IV). Es una glicoproteina que con­
tiene "aproximadamente un 40 % de su peso en 
forma de carbohidratos, su actividad tiene un pH 
óptimo entre 5 a 6, es específica para el AMP y no 
es dependiente de iones. Hasta el momento no 
existe información acerca del tipo de anclaje que 
hay para la forma e-N. 

Las propiedades funcionales de las 5'-nucleoti­
dasas de plantas superiores varían dependiendo de 
la especie y del tejido del cual son extraídas. Estas 
enzimas difieren de las reportadas para otras fuen­
tes en que se inhiben competitivarnente por nucleó­
tidos ciclicos (16 Y 17), además de que son 
inhibidas de una manera no-competitiva por los nu­
c1eótidos tri- y difosfato. Sin embargo, existen re­
portes que indican una baja hidrólisis del 3' -AMP, 
ADP Y ATP (4). 

Por otra parte, es necesario realizar más estu­
dios para detenninar ,i las S'-nucleotidasas de plan­
tas, de manera similar a lo que ocurre en animales, 
pueden ser clasificadas en distintos grupos. 

Por último, se ha sugerido que las formas intra­
celulares pueden participar en las vías catabólicas 
del metabolismo de la citosina (4) Y en la regulación 
de la poza de nucleótidos (17). 

CONCLUSIONES 
La distribución amplia de las diferentes formas de 
las 5' -nucleotidasas en la escala evolutiva, Sugiere 
un papel fundamental de estas enzimas en el meta­
bolismo de los nucleótidos. Las propiedades cinéti­
cas y de regulación de las 5' -nucleotidasas hacen 
pensar que su probable papel es la formación de 
nucleósidos, los cuales tienen una gran repercusión 
en fenómenos biológicos como la recuperación 
posterior a la hipoxia, la estimulación de receptores 
purinérgicos del tipo P l' o bien el aporte de 
metabolitos para la síntesis del ADN. Asimismo, su 
actividad de fosfotransferasas en mamíferos ha sido 
asociada en la activación de agentes antivirales o 
anticancerígenos, cuyo potencial fannacológico ac­
tualmente ha adquirido gran importancia. 

El desarrollo de un inhibidor especifico para las 
S'-nucleotidasas o el establecimiento de una línea 
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celular deficiente en la actividad de alguna de ellas, 
podría ayudar al esclarecimiento del papel funcional 
de estas enzimas en los diferentes procesos fisioló­
gicos en los que participan. 

Por otra parte, la clasificación actual de las 5'­
nuc1eotidasas no incluye a la forma asociada a la 
membrana interna mitocondrial dellúgado de rata. 
Su localización y la falta del conocimiento de su 
estructura primaria ha impedido su clasificación 
dentro del amplio grupo de estas enzimas. Por lo 
que, la relación y la importancia funcional que exis­
te entre las 5'-nuc1eotidasas se resolverá cuando se 
obtengan y se comparen sus estructuras primarias, 
lo que contribuirá no sólo al entendimiento de la es­
pecificidad de estas enzimas, sino también a diluci­
dar sus posibles relaciones filogenéticas. 
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APÉNDICEC 

El regráfico de competencia 

e uando una preparación enzimática 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 regráfico de competencia para una preparación 

enzimática que cata liza dos reacciones distintas, se define a uno de los sustratos 

como A (ATP en este caso), y al otro como B (ADP en este caso). Se selecciona 

una concentración ao del sustrato A, que produzca una velocidad Vo que sea fácil 

de determinar. De manera similar, se selecciona una concentración bo para el 

sustrato B la cual produzca una velocidad vo. 

Posteriormente se prepara una serie de mezclas de ambos sustratos a las 

siguientes concentraciones: a =(1-p)ao y b =pbo, Y se realiza el regráfico de la 

actividad enzimática con respecto a p. Si el regráfico muestra una independencia 

de la velocidad enzimática 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 número de Hill para ambas, ha y 

hb respectivamente, la definición de las concentraciones para ambos sustratos en 

la mezcla debe de corregirse a a =ao(1_p)"hA y b =bOp"hB. 

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 catálisis de A y B respectivamente, pueden ser expresadas en términos de la 

concentración de a y b de la siguiente manera: 

VA = (VAa) I (KmA + a) 

Ve = (Veb) I (Kme + b) 

(1 ) 

(2) 
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donde VA Y VB son las velocidades máximas, KmA y KmB son las constantes de 

Michaelis-Menten. 

En el caso más simple, las reacciones de competencia siguen el 

comportamiento algebraico de las ecuaciones de la inhibición competitiva, con la 

constante de inhibición sustituida por la constante de Michaelis del sustrato que 

compite: 

(3) 
[KmA(1+bIKmB) + al 

VBb 
VB = -------- (4) 

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

velocidad total, V'oI, es la suma de las dos velocidades independientes: 

VAa VBb 
Vtot = VA+VB = + -------

KmA(1 +bIKmB)+a KmB(1 +aIKmA)+b 

VId: = _______ _ (5) 

Posteriormente se toma una concentración ao cuya VA se define como Vo en 

ausencia del sustrato B cuando a = ao; asimismo se define una concentración bo 

que produce el mismo valor de Vo en ausencia del sustrato A cuando b = bo: 

Vo= __ = (6) 
KmA+ao 
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cuando p = 0 ... 1, los valores de a y b varian según: 

a = (1-p)ao 

b = pbo 

entonces la velocidad total, Vt~, con respecto a p es igual a: 

Vlot = 
VA(1-p)aolKmé V.pbolKm• 

1+(1-p)aolKmA+pbolKm• 

si se sustituye VAaolKmA por vo(1 +aolKmA) y de manera similar V.bolK",,: 

Vtot = 

Vlot = 

VA(1-p)aolKmA+ V.pbolKm• 

(1-p)(1 +aolKmA)+p(1 +boI Km.) 

vo[(1-p)(1 +aolKmA)+p(1 +bolKm.ll 

(1-p)(1 +aolKmA)+p(1 +boIKm.) 

Vlot = Vo 

(7) 

(8) 

Si los dos sustratos son calalizados por la misma enzima, la velocidad total, 

Vt~, es constante e independiente a la proporción de los dos sustratos en la 

mezcla. 
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Figura 1. Los tipos principales del regráfico de competencia. la velocidad total, Vtot. es 
determinada en una medio cuya mezda de los dos sustratos es definida por las concentraciones 
(1~p)aD y pbo. donde las concentraciones 80 y bo producen aproximadamente la misma velocidad, 
VD, cuando solo uno de los sustratos está presente. Si las reacciones se catalizan por la misma 
enzima, Vlot es independiente de p; si las reacciones son realizadas por enzimas independientes, el 
regrafico muestra una curva con un máximo; si cada sustrato es más efectivo como inhibidor de la 
catálisis del otro, el regrafico muestra una curva con un mínimo. 
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Figura 2. Esquema de los tipos de reacciones que pueden ocurrir en la misma preparación 
enzimática. (A) Modelo 1, reacciones que cataliza la misma enzima; (6) Modelo 2, reacciones 
independientes; (e) Modelo 3, dos reacciones, pero cada sustrato puede inhibir la catálisis del otro. 
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