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RESULTADOS Y DISCUSIONM
1.- Inhibicién por Calcio de la H*ATPasa.
1i.1. Determinacidn.

& las preparaciones de membrana plasmatica obtenidas de 1a

levadura siguiendo los procedimientos L yv 2 de de HMateriales

<

Metodos, s les determind actividad de aAlrrasa en presencia o
difterenises congentrzoioneo de calcio libre, manteniendo
constantes las concentraciones de Mg=®*+, Mg—-ATFP vy la fuerza
idnica. Los experimentos se realizaron en amortiguadores Ca—EGTA
v las concentracionges totales de los diferentes metales vy
ligandos se calcularon uwtilizando los programas de Fabiato (1979)
v las constantes de disociacidon metal-ligando de l1a parte & de

Materiales y Métodos.

Encontramos gue la HY*ATPasa se inhibié a medida qgue ia
concentraciéon de calcio libre en el medio de ensayo se incrementd
de S5 nanomolar a 5 micromolar {Fig. 4). La dinnibicionm  did
principio =3 concentraciones muy bajas de calcio libre,
observandose @1 mayor cmbio de actividad entre SniM. vy luM.. A
concentraciones mayores la enzima se inhibidé un poco mas pero el

cambio de actividad ya no fué tan notorico.
1.2. Variabilidad en el valor de la inhibicibn.

Algo importante e=s qgue el procentaje de inhibicidn por

calcio fué variable de una preparaciétn a otra. En 33
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Figura 4. Efecto de la concentracidn de calc;o Vsébré
la actividad de la H*ATPasa.

Experimento realizado en amortiguador Tris-HC1l 20
mM. pH 7.0 con uno mM de EGTA a 30°C. Se calcularon 1
mM. de Mg-ATP y 100uM. de Mg libre.




(X ones de membrana a las cuales se les determinéd actividad

atTTPas.z en presencia de 5 nanomolar v 2.5 micronular de calcio

=

{imrrz.. la inhibicidn observada 2 2.7 micromolar varid entre el 80

I miromediando un 38%. De cualqguier manera, nunca obhtuvimos

kv .-':‘_ e i L

~acidén de membrana cuya actividad de ATPasa no se

h]
G

[ X p:s Sme

inki oo zra Tor calcio.
=L EGTA no afectd a la H+*ATPasa.

FTagrra oescartar la posibilidad de gque el EGTA futilizado en
de

ensayn para abatir las concentraciones 4=

caloio HSibrs) tuviera efectos colateralses sobre la HrATPasa,

—amos aligunos experimentos variando la concentracion de EGTA

rezliE
v mantzmiendn constante la concentracidén de calcio libre. Esto se

hizo morgue existe wun reporte indicando auve ol E07a tiens wn

efects sctivedor scbre la H*4TRPasa de la membrana plasmatica de

NMowrpsoors crassa (Bowman 1979).

|

Erncontramos que hasta unas concentracidén de Zeri.  no ze
apreci s ningun sfects (Fig. ) a concentraciones mayorss (SmM. )
en algunas nDoasiones henos Dbsérvado un ligoro efecto
inhibitorio. Con ecsts descartamos la posibilidad de que el EGTA

fuera responsable de la inhibicién gue se observd en los

experimentos donde se varid la concentracidn de calcio libre.

2. Naturaleza de la Inhibicidén por Calcio.

Ay

Las oprenaraciosnes de membrana plasméatice gque obtuvimos de
H ~

1as levaduras siempre mostraron inhibicién por calcio de la

actividad de ATPasa. Sin embargo como mencionamos en el punto 1.2

34
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vreparacioncs de membrana a las cuales se les determind actividad

de ATPasa en presendcia 4= Z nanomolar y 2.5 micromolar de calcio

libvre, la inhibicidn chservada a 2.9 micromolar varid «=ntre el 80
v el 22% promediando un 38%. De cualguier manera, nunca obtuvimos
una preparacidn de membrana cuya actividad de ATRasa no se
inhibisra por calcio.

1.3. El EGTA no afectd a las HTOTPasa.

FPara desctsrtar la posi

Llidad de aque el BEGTA

U

(utilizado an

las soluciones de &enzsye nara abatir las concentraciones ds
calcio libre) tuviera efectos colaterales sobre iz HYATPama,

realizamos algunos experimentos variando la concentracisn de EGTA

y mantaniends constante la concentracion de caloio libre. Esto se
hizo porgue sxiste un reporte indicands oue el EDTA tiene un
efecto activador scobre la HYATFasa de la membrana plasmatica  de

Nowrosaora orassa {(Bowman 1979).

Encontramos gue hasta una cuoncentracidsan de Znd. no  se

aprecid ningun efecto (Fig. ;3 & concentraciones mayores (Sohi.d

en algunas ocasiones hemos wbhssrvado un ligero etectc
inhibhitorio. Con esto descartamos la posibilidad de que el EGTA
fuera responsable de 1la inhibicién gque se obsesrve en los

experimentos donde se varid la concentracidn de calcio librea.

2. Naturaleza de la Inhibicidén wor Calcio.

Las preparaciones de membrana plasmdtics que obtuvimos de
las levaduras siempre mostraron inhibicién por calcio de 1a
actividad de ATFaza. Sin

embargo comt mencionamos =n 21 punto

1.2
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" Figura 5. Efecto del EGTA en la HYATPasa.
o ‘Exl_éé;rimehvtb realizado a 3C°C en'amortiguddos: SR
MES-TEA 50mM. pH 7.0. Para este experimento se cal
cularon 1lmM de Mg-ATP, 100uM. de magnesio libre vy

una concentracidn constante de calcio de 0.31 uM.



de esta seccién, =l porcentaije de inhibicidén determinado a 2.5uM.

1
-

v

bre var

tehe

I
AL S A s

i
i

6 entre el 80% v el 22% promediando un 3I8B%L eéen

o
2]
s

eterminaciones. Considerando que en muchos sistemas el calcio
no actua directamente sobre las enzimas blanco sino que se  fija
en otras proteinas que son las que finalmente modulan 1la
actividad de las enzimas. la wariabilidad observada en el
fendmeno de  inhibicidén por calcio de la ATPasa nos llevo a
suponer gue dicha inhibicién se producia a través de una proteina
mortnl adora  calcio—dependiente. Yariaciones =n la cantidad del
modul ador presente en nuestras preparaciones explicarian los

cambios en el porcentaje de inhibicién observados.

La cantidad del hipotético modulador presente en nuestras

preparaciones podria variar dependiendo de las siguientes causass

a) Cambios en la concentracidén de calcio libre durante el
aislamiento de las membranas. S8i el modulador calcio-dependiente
reouiere ia pressncia o cSoloio oara unirse a la HEATPasa,
diferentes concentracionses de calcio durante =1 aislamiento  de
las hembranaa resultaran en diferentes cantidades dei nmodul ador
en las membranas al final del proceso.

[« FProteolisis duwante el proceso de aislamiento. Este es un

problema comin cuando se rompen las levaduras (MNakamura 1984).

c) Es posible que los cambios de pH durante el aislamiento de las

"
Pl

menbranas afscten ia ac vidad del modulador.

o) Diferencias de estado metabolico de las células wtilizadas

par-ra obtener las membranas.
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2.1. Efecto de antagonistas de la calmodulina.

Como me menciondé en la introduccidn, uno de los modul adores

.- - « P T r— o memam e e S ad e e -~ X [~ F a8 =
mndiontes  Jdoe Lalcolo mas eonocidos = 1 lmodulina, Poyr esa2

El

-

i
{

razém antes de intentsr otros enfoques decidimos investigar si la
calmodulina desempefiaba algun papsl en la inhibicién por calcio

que observamos.

Come un  endpoue injicial decidimos utilizar inhibidores o

[ B W
mnibicidn

e
b
%3

3 =
& <

o

antagonistas de la caimodulina. Espearando gue, s
de nuscstra ATPacz eatuviera mediada por calmodulina, al agregar
al ensayo un antagonista de esta dltima, la inhibicidn deberia
desaparecer, esto es las actividades determinadas en prezencia de

M. o FuM. de calcio libre deberian ser iguales.

£l uso de gstos antagonisias tiens alounos  inconvenientes.
Al menos en el caso de la Car-OTRasa de membrana de eritrocito,
parece ser que actdan sobre la proteina blanco mas que sobre la

calmodulina {(Carafoli 1284) vy ademas existe un reporte indicando

gue ia Trifiugpsirazins (T ung do loo ontazgonistas mae connocidos
inactive nusebra enzimz {(Eviam 1984) . Tomando ssto en cuenta, 1la
EEperanta gus - teniamon ora gue la TER actuara aobre 1la inhibicién

a concentraciones mas bajas gque las requeridas para inactivar la

enzima.

Como se esperaba la TFFP inhibié la actividad de ATPasa {(Fig.
68 triangulos) aproximadamentre un S04 de inhibicidén se obsesrva a
una concentracion de I0ouM. Sin embargo cuando graticamos el
porcentaje de inhibicidén (Fig. 6R), encontramos gue efectivamente

la +trifluoperazina hace desaparecer la inhibicidén, en presencia

i
~
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de 3I0uM. de TFP el calcio ya no tiene efecto zsobre la ATPasa.

Animados P or Ssto reeallods a=z

dimons nrobar ntro

et
o
P

antagonista al que s2 considera mas especifico, este es el
calmidazolium. Los euperimentos con ste antagoniste dieron
resultados muy semejantes a leos obtenidos con TFFR (Fig. 7 a4 y BY,
nuevamente observamos gue hay menos inhibicidén por calcio en

presencia  del antagonista, pero siosultaneaments la enzima se

inactivad.

2.2. Efecto del método para eliminar la calmodulina.

Para probar si l1a calmodulina es el modulador calcio-—
dependiente en nuestro sistemas el experimento concluyente es
adicionarlia v ver un aumento en la inhibicidén. FPara =stoc se
requeria  tener una preparacion donde la inhibicién sea minima,

para detectar abn los sfectos mas pequelos, porgue no conocemos

ot

22 rondiciones mas adecuadas para observar la reconstitucidén del

fendmeno. Con gste fin aplicdamds & 1oz

-

avarinnes de msobrana

11

plasmatica de levaduras =21 método dezarvollade por Caroni (1981)
parz eliminar Ia calmoduling o8 proporaciones de membranas. Este

método es muy sencillo y estad descrito en la seccidén 7 de

metodologia.

La aplicacidén de este método nos permitid reducir 1a
inhkibicidn nor calcioc a alrededor = un 9% en nuestras
preparaciones sin importar el porcentaje de inhibicidon inicial de
las mismas. A estazs preparaciones las  l1lamaremocs "membranas
insensibles” vy son las que utilizamos en nuestros experimentos

con  calmodulina. En experimentos control que se realizaron
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i
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Figura 7. Efectc del calmidazolium en la inhibicidén
por calgio de la ARTFasa. 4

Experimento realizado en las mismas condiciones
gue 21 de la fig.5. El antagonista se mezcld con la

enzima y se incubd 15 min. en hielo antes de iniciarx
la reaccibn.




anmetiendo las membranas al mismo proceso excepto gque el medio

contenia SO0O0UM de cslciu &n Lugar

Aem ITOYTA
RIS C A

ne se reduio el

porcentaie de inhibicidn.

£=8

=1 haecho de gue esta metodologia nos reduljo a un minimo la

sensibilidad de nuestras membranas a la inhibicidén por calcio,

nos indica que efectivamente ootz reguiers lx presencia de alguna

molécula gue s=sta desaparsciendo  durante &l

PimOToEO, comt
propusimos @t 21l puwicoe 20 2.
2.3%. Efecto de 1a calmoduline.

Lags preparaciones resultantes del procedimiento anterior

fusron utilizadas para 1o experimentos en los gue tratamos de

reconstituir la sensibilidad 81 caiclo agreyaido Solm

Calmodulina 2
las membranas. El resulitado de un sxpasrimenteo tipico ss pureds ver
en la Figura 8 A v E. La escala de las actividades y porcentajes

A= inhibicidn se ampliaron pars magnificar 10s etTecuus ¥y 1a

)

de la Ffigwa 8B se trazd siguiendo la tendencia genaral
comprobada sn varios experimentos aungue se deid fusra uno de los

puntos.

El efecto de la calmodulina afadida no fué el esperado,
porgue  aunque =i se observdé un aumento en el porcentaje de
inhibicidng 21 valor méanimo logrado no so puede comparar con los

valores gque vimeos en la parts 1.1 de ssta seccilons et LIGETA
activacion gue se observa en los puntos de uno v 10 ngr./engy.
parece aer  un efecto hidrofébico de la calmodulina, par-gue

activaciones semejantas s observan al aar egar pequetas

40
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Figura 8. Efecto de la calmodulina en la inhibicién
por calcio de la ATPasa.

Experimento similar a los de las figuras 6 y 7.
excepto gue la calmodulina se incub8 con la enzima
en presencia de 100uM de calcio libre para incremen

tar la interacciotn.




cantidades de detergentes como Tritéon X—-100 (0.057%) a las

membrsnas.

2.4, Significado de la inhibicién.

Vimos en el parrafo S. de la introduccidn que, a traves de
cambios en la concentracidén de calcio en &1 citosol, ias células
regulan un numsroe muy dgrande de procsscs, incluyendo la mitoesis vy

la respuesta & hormonas, por 2o nes  ha parecido sumamente

i}

importante snocontrar  gue

ot

0% M

ii
3

snos cambios de concentracion

modul aron negats, Vamesnws

pod

=

tate
wis
[

=d vitro  del inico

translocador primario descrito en la membrana plasmatica de 1la

levadura.

‘Mo ss  facil por el momenvls pEnsar on o el sionificado
fiziolégice de un mecanisme de regulacidn por calcio @n la protdén
ATPasa, porque no se dispone de ningun método para determinar las

ronceEntracioness de ~AlCLO Libre en wl it ac 1

{u

o=ol levadiras

Esto se deber a que su meabrana plasmatica tieng caracteristicas

muy peculiarss de permeabilidad vy resistencia a desacoplantes. Y%

s

2 oue la pared celular restrinoge ficsicamente el uso de iondforos
vy detectores metalocrdmicos gque en otro tipo de celulas han  dado

buenons resultados.

D2 cualouier mangira, a continuaci on mencionaremos  algunos
reportes que auwngue en forma indirecta, N deur iiidicics do 1=

concentracidn de calcio citosdlico en la levadura, v o gue ademas

relacionan cambios en su concentracion con el ciclo celular.
Yael Eilam en 1982 (A vy BY, estudid el efecto de la nistatina
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’

on cédlulas de levadura vy encuentra gue en los primeros minutos

> T Pt o
devsfpiiies OO

= ARdicidsn de este antimicoticu 1a Lovadura deija salir

potssio v mzarnesio, pero no puede detesctar salida de calcio, v

encuentra gue hazta concentracicnes edtertas tan bajas como 1 ub.

el calocio entra facilmente a la levadura a través de luos poros de

la nistatina.

Euplica estos resultadosz indicando que la concentracidn de
LalTio 1ibro en 81 citosol de la levadwa probablemente ses mnenor

de 1 uM., poyw lo tanto 21 caloio externo simplemsnte entra  a
favor del gradiente de concentracion. Expsasc
combinadns con 21 método de titulacidn de punto—nunlo (Coll 198223,

prokablemente noes  den dna o@sti

macidn un valor confiable de la

concantracion invnraselalasr de calclio en lag levadur ds.

For £} lado del ciclo celular S

ectudiaron el ftransporte de calcio en cultivos sincronizados de

5. cerevisias. VY snrontraron gue ssto bransporte au &5 homnposdnso
a 1o large 491 ciclio c2lular, sino gue ez auy bajo en las ftases

Gy, 5 % Dy v =2umenta consider :\blﬁm@n*e cdurante la mitosis.
Ohya en 1924 al buscar muitantss tTermosencsibles  gque no
crecieran  en medios con muy bajas concentraciones de calcio, ha

encontrado aque esztéan afectadas en el ciclo celular pues su

rrecimiento 2o detiens gl oomenzasr 1

mitusis. Y clonas de wun

gens  cuya mutacidan da como resulitado incapacidac de Jforaar =1
cuerpn poalar (responsable de la migracidn de los cromosomas a la

cédlula hiia) tienen homologia con proteinas gue fijann calcio

(Baum 19824).



Ya anteriormente Duffus vy col. (19743, habian cbhsaervado gue

adicionande el ionsforo de calcio 623187 a win cuitivo de

»eab

A

o= - - T ey N o +
ztaoe oo deticnen al Liegar oA

g o=ia {este dato

R EESE civie Ser tomado con cauvtele porgus a2 otvos grupos, entre

ol russtirao, gque han traebajado con levadoras anbtar as, =31
AETIBET ne lsms da vosultado, praswkiblenente debido @ ia

restriccidn fisica de la paracd

e d o "
[T R < I

s 3oy evidencis indicando gus hiay camblos en i

conrasntracionegs calcio

involucradas an 1

La respussta 2 feromonas vy 1a mitosls ltisnen en  comndn  guea

T “ Ll e en e e
Lo anRreins T aarna

Lype” v la aswmisidn de la yvemasr, por lo tanto =n

geton conos pueds Sor gue le ATPsSs Se inatlive ¥ 16 aosbirana | s
despol i T prcrcr'f’d pora gue  odwmran los  eventos

mencionadog.

Otra posibliidad sz gus la curvrea

para canalizar en obros proco@os Bor gue

introdaco

Como vimon an 1an (parie Tely o la ATFRaza arvancando a
su maxima velocidad conswns tanta anergila gue o &1
1a elacidon LT/ ODPAAMPY de 1o celula v une aceleracidn de la

Enconitrar guwr 2 & soncibilidaed do La FUATPasas &) caloio varid
de una preparacidn a otra, vy ogue exdste wna metodologia gue nos
permitid reducivia o un wminime 0o fud tan sorprendente, ¥y 8i nos

parmitisd conocer  wn poco de la natwaleza de la inhibici dn,

g



e

.

noraue se sabe que en auchos czeEns @l calcio actua sobre los

zitios blanco a través de otraszs moleculas llamadaes pirotol:as
moduladoras dependientes de calcio. Lo gque si ha cosplicedo la

vovecto ez la falta de un mdtodo que nos

P
permita obtener la H+ATPasa siempre con la mé&xima sensibilidad.

Hemoz pencado 2n dos suplicaciones alitsrnativas poara esta
dificulitad. La mrimera =2ra gue 1 sodualador se perdia duwwrante la

chtencidén de las membranas, sin embargo, cuandu Jdetsrainanos ia

(Y]
-
.
!

sencibilidad al cailcis Zd= la actividad de ATFasa sensible a

vanadato en extractoz crudos de levadura, encontramos nuevamente

que hay wariabilidad. La segunda explicacidn s gue la
memedihilidad  al calocio de 1z HYATFazsa cambia con el estado

metabdlice de las levadwas o durante =1 ciclo celular. Esta
gegunda posibilidad ez mas interssante dado que existen reportes

ingicandn ague el calcio tiene un papel importante en &l ciclo
celular de l1a levadw os. raras probar esta hiipdiesis sord necesario

realizar supsrimentos wtilizande cult

fte

vous sincronizados.

i

El thecho de que la calmodulina no devuaelva la swind lidad =

b

EA .
&t

U

nuestras preparaciones depletadas de sensibilidad (fig. 8 a vy Bl

practicamente descarta la posibkilidad de que sea el modul ador de

=

nusestro sistems; atdemas Yingst v cols. {1784 han reportado wun
Fenomnenn narecide de inhibicidr pov Calocico en la ATRaza de scodio

v potasiao de membranas de esritrocito, gue se encusntyra qediado por
una proteina difersnte de caleodulins {esta Na*/VraTPasa cumple

an el eritrocito la misma funcidn gue la H*ATPasa de la

1levadural.




'm oete eentido 1o gque queda por hacer es busc
condiciones en las que este modulador se  ehiouien

cantidad, v  tratar de recuperarlo a partic de estractos

levadura.

. Efecto del pH v 1a Fuerza Idnica.

== wtdlizan linandos (como =21 EGTAY para guelar
metalicos, gs necesario realizar los Aperimentos a

relativamente alto (mayor gue &6.5)3 la r

ligandn fija lcos iones metilicos por medic de cargas nsgat

pero estas cargas también pueden F1jar H. Tntonces a

1oz zmitiozs de unidn estardn ocupasdos por iones HY v o=l

ar las

de la
iones
wn  pH

azén &5 la siguientas: el

Livas,

un piH bajo

ligando

mostrarad una afinidad mucho mads baja por los metales. For eso

Dmm loe scunearimentos con EGTO preasentalos o gste fTrabaioc

fusron roatizados a pH 7.0

53 ze considera gue existen reporige indicando an gr
e
de 5.0 (ver 4.1, en la intreduccidnd, para comprobar l1a

de los datos obitenideos a pH 7.0 e necesario realizar

u

de la actividad de la snzimae contra oH en las condiciones

Gptim
ali

U

de

N

tn &n&lisis

en gus
mosotros trabaiamns, manteni endo constantes 1as concenty aclones
de Mg, Az Mo-R~TP v l1a fuerza idnica {(la cargs de ATEF vy 31
afinidad por 21 M2+ btzmbidén varian con &l phh.
Los esul tados mue»traﬁﬁ gque la actividad tiene wduna forma
clagica de campana con un maxtimo & pH 6.5 v gque a pH 7.0 1la

4&
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ACT. |

L oFigura g. Actividad de la ATPasa v.S. DH. e
‘Actividades determinadas a diferentes valores
de pH obtenidos con &i

ferentes proporoiones MES/— oo e et s
~TEA totalizandc la suma de las concentraciones 50

mM. Se utilizaron 5 mM. de Mg-ATP, 2 mM. de magne
sio libre y 50 nM. de calcio libre. La fuerza id-i

nica se mantuvo cte. a 140 mM.



enzima twdawvia tisng buonz seotividad (fig. @ . Este resultado es

importante princinzlmente porgue pudimos veproduacic algunas  de

-

1 as Curvas encontradas

la literatura presentandoe difsrentes

valoree de  pH  4ptime simplemente haciendo caso omiso de  los

cambi en fusrza jdnica v en la formzscidn del compleio Mg-aTR.
.2, Efecto de la fuorzs idnicas.

Los oricecrns ostudics cinsdticos que realizamos de  actividad
contra concentracidn de Mg-&aTF, mantenignde constantes =1 calcio

libre, dieron liners curvas en las graficas de dobles reciprocas.

Puscandn lae causas, choorvamns gue para  alocanzar diferentes
e de Ho-nNTPR =0 producen cambilos muy geand la

el o Tabla Z.
z este Yipo de adilcionar &l

medio alguna sal, cloruro de scdio & de potasio, en

saratants la T

EnBRT G0 e vl potasico comnd ten con @l Mg=*+  formando

M2-NTP reportes  qu
indican esfectos ezpecifticos de dstas v otrras sales  sobiro a

artividad de 1a ATPaza (tabia 1}

Poyr estze vazones decidimoz ostudiar el tocto doe las fuerza

idnica los camnbios de esta, tuvieran

el minim de muestra ensima.

Los resultados obtenidos fusron los siguientes:

as.




Contribucion

ITdnica en Valores

Mo 1ibre

10 uii. SIS
10 umM. 1.0
100 uht, &3, 0
100w, 1.0

I mM.

1 oob.

os  valo
Mg-ATP =porn whili
tTeavto para 105
MzLATRP fusFon
(1972} ., Loz va

utilizando

métodos, e

=X
amortiguadores ni de 1

1a cual serd

mayor a om
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.
e

MgCl =

21l Na=fTR a
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oSt
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2 e, ingtica. Los valores de g

i ando los  programss de Fa
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ta fumrra ibnica tiene un efecto caracteristico de activacidén

2 inhibicidn sobre la ATFasa;  con wi puntc

4]
£
3
o
14

m
.
1
;
{3
N
;
$
3
¥

]

M 1a Lforma de 1a curva ni 2 valor mé&simo se alteran =i

(=98

=Y

utilizan diferentes amortiguadorss como MES-TEA, HEFES-TEA O

Tris—HCY i diferentos proporocionss del amortiousdor v EEL

1
"
C

MalCl, miempre gue se compsnsi Ja formacidn de los complejos E-A7TP

2 Ma-aTeE.

i

Fetos resultados nos decidieron & ewsliuidi ar

algunas obtras sales qgque se sncuentran rapor-tadas

sctivador, pere  aborae manteniendo constant 1z
ds . Mg?2* libre v Mo-&7TF.

ade rorrespondiente & la fuerza id6mica qgue

generan v a la forma como aliteran la formac

}..
:.
El
flt
o
ql
£)
1}
b
I3

ATR (Tabla 4).
. Efecto del potasio.

Se ha reaxlizado basztante trabajo indicando que la &6TFRasa  &n
realidad pusde funcionar  como un sistema de antiport HY /K™

Willaloho 10281, 1927 « 1984) .,

hipotmeis, e la activacidn en la hidrdlisis de ATE que  se
obheserva cuando s adicions VOl 2l asdio de ensavo. En aeste
sentido los resultados obtonidos e oste trabajo son may

S0
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ACT,ESP. (pMolas/me/m

o

T T T T

Fuerza Idnica (mM)

Figura 10. Actividad de ATPasa contra fuerza io-

~nica.

120 240 zgo . .

Rt erat T Tm e A mde et s T n emem e e S mee e T e RATRM -
SOCEVALAalGl o - Lird S linaniaaas S oL cagualor - fubo—

TEA 50 mM. a pH 7.0 y 30°C. se utilizaron 1 mM. de
Mg-ATP, 250 uM. de magnesio libre, 1 mM. de EGTA
total y 10 nM. de calcio libre. La fuerza iénica
indicada se obtuvo adicionando KCl, pero resulta-
dos similares se obtuvieron agregandc mas amorti=-

guador u otras szles como LIiCl o NaaS50,.



TapLA 4.
EFECTO DE DIFEREMTES IONES

SORRE LA FROTON ATFasa.

Sal iilizads Concentracidn tetividad
{mbt ) fubol as/mg/mind %
o e ———— 167 1IGTLT

Mz 2S04 50.0 1,51 99,0
=Te =G, , 1.57 94.0
NHAMO e, 2 E0.Q R S 71.0
CH=CO0~1i+ o BOLO 1.63 7.0
SrCl o ¥ 0.75 1.52 91.0
ZnCl = ¥ 1.0 _ 0.82 49,6

MRCl = o E S T « B Fr=t= iGG.T

Experimento realizedo en amor tiguador MES-TEA
SOmM. ~on  Mg=Rw 1OOuM, Mo-—-ATF oM v 140mM de  fuorza

idnica.
% Fue fud necesario vtilizer conoosntraciones mas bajas
1pe cationes divalentss oara ovitar interferencias &0 la

Larmacri An dAml1 comsdle o PMo-067TF

M
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ues cuande Se controla la fusrza id6nica y se

1

-~ —— —_—— e
AR T v A,

PRI R Tt T @& Colatfife 11 S a0

12 Lo mne o e comp) & jon K07 o o observa ringian efecto
mesnecificn del b (v habla 14%Y, Hazy gue notare gque esto 6o
icdad de gue la ATRPasa Funoil ore COMmE

también existe evidencia derivada de obtro

recanhin OTP-S2F1 oon

e o 2 et o -~ -~ ~- ey m — T~
DRSS GRSy PSR- i Py e e 7 —— e e frp a A

mm roconstituida en

rondiciones de scoctividad on prozo 3 : TRy SR, LLa  enzima

=1 ATF genovrando OTFR v FPi, vy btramslocando & btraves doe
1= membranns un oierto numero de ionss. Lo=s iones oo acwintl ann en

gradiente de concentracidn vencen la barrera energetica v

O -1 iV S gV P P AT e o O S, L.
ARt R e e A £ AN w . my s R e o R Y LR N P A [ *.!l Ut W S e A N
m=intecsd = A= 137 DTTE pern shore 21 fosfzto de nus Al sEnon T
o S o 4§ o st mroemeae i An e IS 0 oo e ~1 oTE
=nzimz Tiens PSS S~ TRoroi o o= == ks D ?

recidsn sintstizado estd marcado con T2E, S Due
cuantitativeo del recambio contando el P-ATF on un contador e

centzllezo despues de sspararlo del £foésforo inorgdnico..

g &l adicionar

decarort ant (molmoulas oue parmiten 2] oguilibrico de HY en
ambnos lados de la membrana) el recambio desapasrezca. Lo que ellos

oncontraron EARY diforente: el recambic fue arecl almenta

S3



sl stente anteas (40U) v esa

agregar valinomicina, la cual permite

Emtos reosulitados indican gue 1o onoim

aradiente ds W+ =in @

barao daben

=

7
N

realidad

todavia no eviste

banda

on

Wz T

hiaAn wmadeian estar relacions
ionee ¥* on 12 levedura: lo cual suplic

diferents=.

A, Ffecto del Moonesio en la Actividad
4.1, Antecsdentes.

Difterentes grupos han estudiado 1
ATPasa =n presencia  de concentracion
lipre {Dwr Fansn 19280 hiers 19851 v
grafics  de actividad de ATRasa conbre s
“Tibre s pyEssnta dos fasss como muestra
roncentraciones &1 NEAGNEEI 0 ohiva
concentraciones mayvores tiene un =

i

“nlicar este comportamiento

o 1a ennims =

dondo

™ e} . iz T
La muidenrias & faver om esta niioohooic

ectudios cindticos (Serrano 1972

v Ahle

de 1o mfectos del wvanadato zobrz los

Ymay de 12 ensim (Borst-Fauwelz) .

4

resistencia desaparece al

el equilivric do ionwes 7.
2 fud capaz de formsusouan
arse cen caulsla porgue on
acién de la  HT&TFRasa  gue

o gue o= 2l

[egmlp]

aria lo
de la ATPasa.

& acitividod

es variables de magnesio
Horst-Fauwsoclc 1921, una

CaOne

Ty
25

=Ty 1A
fecte inhibitorio. Fara

rido la existencia de dos
iia vy regula la actividad.
et ipaelmonte de

= (RS E]

sotudi o

P ar dmnetrd

cindticos Fm vy
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. Figura 11. Actividad de la enzima a diferentes CGEJ'h"ﬁﬁ”g”°“‘

centraciones de magnesio libre.
Actividades determinadas en amortiguador HEPES
TEA a pH 7.0 y 30°C en presencia de 5nM de calcio

‘1libre. E1l valor pMg significa log(l/[{Mgl) en molar.
Se utilizsé 1 mM. de Mg-ATP.




ShilErs {3921 snalizd las modificaciones en los  parametros
Y Mg enrre Yy MmaMagaTte guE 52 producen cuando se  varia ia
concentraci drn de Ma®* on ol ansavo, sng resulitzsdos indicaron gue
1a ATPasa tiens dos =iti Urmo £41 32 magnesio con aftinidand
aumentando s Umaiagere, amiontras que =21 otro lo fiia con menor

afinidad. Fn prosencia oo altas

de maanewio, =sta
nltimn =itio reduce: la 26inidad de la gnzima por sw suslrato o

mea aumenta 12 Fimaores

Durante 1 frabeio superimental de esta tesis decidimos
repetir  los estudios cindticos de Mg2+ v Mg—ATP  por las

siguisntes racones:

24.1.1, Ef= de 1a fuerza idnics onolaz cindgticas.,

En la parte Z.7.

idnica sohre l1a &TFazas ahors bien, cuando =& vrealizan

BPMRDSrlmEnNTos YAPLELTES concesntracionss deg  tig-aie oy Mg@©
oouri En grandos varisrioneos on 1a fuerza idnicas El rangh en gus
oetas  varracionot courren epsta ilustrado en la Tablas 4. Las

concentraciones mostradas serian tipicas en un sxparimento ge

cindtica Mog—-ATP o diferentes concentraciongss de Ma®* v puede

verass que entre diferentess puntos del expesrimento van a existir

Aifersroiass zignificativas pvreae @l valor de fuerza  16nica, guie
dependiends de las contribucionos doe §ues
medio de  anmayo (=21 amort ) ouador, 1a

membranas v

ok
o
-4
H
I
o
fad
el
-
ud
2]
(2%
o)
a
ﬂ)
i
3'1
[}
L
ol
[H]
s

traducivr en diferencias de actividad gue no tignen que ver con 21




Mo=+ ni 21 sustrato (ver figua 10). Ervores de eca magnitud oy
adomae no alesatmrios pueden conducivnos facilmente & resuwltados e

interpretacionss @rronsns.

A2, Efecto Aot calaocio

cindticas.
Ern condicimmes de laboratorio las soluciones gque se utilizan

siempre e

[} o

o,
i}
1

Toming

e por calcio en

micromelares. Ohors bien, En la
one 21 celolo. en

zis rromar on cuenta 1a presenci=a del calocio se van &  vear

zfectadas en mayor o mnennr grado por @l calocio contam

fe
3
Y
pu]
r{-
o

Porm 21 caco de estudl cingticos de Ia probtan ATPRasa, esta
o Lamil nani dn ot o malrd o masds tener Lan siguisntes
consecuenci ans =1 la concasntre Gy de calcio

unos Sl los resuwltados obtznidos van a

NTEz2== irnhihididacs =1 la concentraci én

ioposible P mInar e Que manera

aoidn
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nara los
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podemos ver una simalaci dn
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Figura 12.,. Variaci6n de la concentraci6n
de calcio libre en cinéticas Mg-ATP a d_J;
. ferentes concentracionés de magnesio 1li-
bre. Calculadas utilizando los programas
de Fabiato {(1979}).




4,2, Recultados de las cinédticas.

d.2.1. La HTATFass un noio =Zitio pora .
En 21 lahorstorio reslizames les experimentos: de cindtics

de Ploy==+ manteni ondo

toe rosul tados Ao

1z, Er ow
ioes Sonun

=0 nuEstros

experimentos sin auvmenlar eI FULOo o Taiigx. En nnwoicoos
gxperimentos & todas las LS ol magneEsio
lithre 2fecta aimultaneamente 12 Haomge—ons ¥ Ta  Vmansig sy Y

reqraficando 1/Em v V/%oayr contra LMo IFigl 14 encontramos wuna

smla tendencia 1o owue sugiers la exightencia de un solo sitio para

- 2 e gy
e L

~ooancia entro  =2ste reasultadon v &1 Dublicado

antariocrmeante por Ahlers (19813, pusde  fTener las sigulsntes

fal) Que on nuestra snzime existan los dos sitios, pero estos

tengan afinidades muy parecidas. Esto hara gue, = medida gue s

aumzntes 1a concentracion de Mg@e, Les dos gitioz me  vean
mfoctadons simultonesmEnto. T los
cotudinrs cindticon no nos Dol Lei
; solo =itio sobre 1o par ros Flegeaane v Vinent FgMg-aTe elez la

: T ima. Congsideramos et poco robable porgue en cambio N EHROS
!

muy  hiszn definidazs una fasc

oy wna e lnhibiled ong
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Figura 13. obles reciprocas de las Cii n&ticas Mg-ATP

para vari i5 conce ntraciones de Mg libre.
Rl exoerlmento se reallzé .en HEPES-TEA a 25°C5{pH
7.0, 1la concentrac16n de calcio libre fue de 10 nM,

vy las concentraciones de magnesio fueron (¢)}80, (m)

40, (A)25 y ()20 uM.




Km . 1/Vmax

— 1

0

25 50 0 25 50

1Ml 1/1Mg]

Figﬁfa 14. Regraficaciones de las cinéticas.

A) 1/Km v.s. 1/ Mg . ’

B ) 1/Vmax v.s. 1/ Mg . :

Las unidades usadas son: Km=mM, [Mgl=mM y Vmax=uM/mg/min.



qu2 es lo primero que se trata de explicar al hablar de dos

b e tanto fra enzima como la de Ahlers tengan un solo

sitio. En este caso 1os resultados gbtenidos por el, se podrian

en 1o concentracidn de celecio libre vy

2n la fusrza idnica gu2 cowren 21 modificar los concentraciones
Ia
S

de magneEsio libre {(Fig.
12y, v podrian provocar cambiocs en la tendencia de las curvas gue

dieran la impresidén de obtro sitio.

Ul e 1a envima utilizade por Ahlers vy la  gue
utilicamnns nmﬁétres solo uno. Esto no saria damaéiadm exﬁraﬁm;
porogus haio 21 nonbre de Daccharomvees cerevigiao, =E  agirupan
muchas CREPpas gue presentan 2T imas oo caractaristicas

ROorrgue nos

invita & pEnsar i loe reEguerimientos =sepecialess podria
satisfacer una H*ATPsoa con doz sitions donde el magnesio  tiens
efectos requlatorios, Dara  gus  sncontiremcs levaduras  gue 1a

tengan. pero tambien levaduras gue se las arreglan con un solo

4,.2.2, La afinidad por Mg—-ATP

de la cinédtica tiensn ctras

Las

implicaciones. La

e ellas era esperada vy @2 gue @n
auzsencia de iones magnesio libros, la ¥Yman tiendzs o 58 cero. ba

segunda no =2 tan esgparada nil tan facil de edplicar. En ausencia




doe magnesio libre 1a Khoumg-ece tivingo o osro, ecio significa yue

l1a afinidad de 1

s

enzima por ! zustrato ce pueds considor

1

=

infinita para los rangos do concentracionss gque

whilicamos en
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pota catilisis oocurre, la Zim

muesztra wna atinidad enorme por &8l AT, ceon valores del orden de

1022 M) oo Y

B

Ny 52 pueds detectar actividad de hidrélisis

)

(Srubmever 19823 fvmy dlonde s

id

regraficacionses Hmo v Ymaied . Cuandn =8 pearaits gues &3 aTE

[

interactias con 21 segundo sitiog la afinidsed de la enzima s

reduoe drasiioameonte, hasta alvodedor de 30uit. ¥y 1a velocidad de

aumenta mas de wun millén de veewsS.e

pensamos gquse el Mo®

juega un papal comoiants al izl sagiurcl o sitie de = Fag

dieminuyenda 1a

svvmont ando T vl e

1o H+-2TPaca e moambr:

nn tisnes artividad, por 1o b

PARLIS Lol

cuanto a la contribucidn del segundo sitioc o 12 hidedlisi

D
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¥
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3
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>unlicar oon un s2S0lo

tio los dos comportanientos del
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sinultansamente ambos parametros cindbicos

o cle Michaslis con

1ad

me don parameobros (Yimov Vnan) crecitendo siladltansaasnto. 51 nos

paramos 20 2l punto

Y TECOr T o

131 near =y ordoen rroagientes de o cwhosr

!
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