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M A T E R I A L E S 

La levadur2. L\ti lizada fL\12 obtenida de "La AZteca A. de 

acidos clcrhidrico y acético, el imidazol y ml sulfatu 

comprado<.:;; ....... • J_ 
~ ru:::r L- t ... 

L;< t.;~ietanolamina y 21 2.cido t.i'-icloroacético ·fLtecon de J. T. 

Baker S. Pi. 

l_Jt i 1 i:: arnas ATP libre de vanadato, Í C!S 

u.Sé:ldos En Este ftJ.f.;.n·-on 

c~: . .;rnp,.::,_ny .. 
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---- ---

. \ ____ 
1 4 500 rpm x 5 rnin. ,,..,, ___ 

S3 P3 
1 sonicar 20 seg. 

1 
can"lbiar a pH 5 
4 500 rpm :i:: 5 rnin. 

_....,, ---
54 

1 

014
cambiar a pH 5 

. aonicar 30 SE'g. 

aonicar Zv ts'<'g • 

8 500 rpn:. x !) n-.in . .....__ 
P_ 

G 

cambiar a 
pH 7. 5 

1 8 500 rpm x 10 rnin. 
S5---~ 

---s 7 

~ P5 

cambiar a pH 5 
1 8 500 rp1i-i x. 3 n-rl.u. 

~'--- ......___ / 
s6 P6 
1 cambiar a pH 7. 5 

1 ~:-'1:~:iar y cie~~ongelcJ.:í.' 
1 ,j0 UUV rp1.u. h "%V iT.Ü.Üo 

----
-----

f 7 
1 36 000 rpm x 40 min. 

.........._ 
Pg 

rnE>mbrana 
plasmática 

Figura 2. Aislamiento de la membrana plasmática • 

Metodo utilizado por Franzusoff y Cirillo (1983). 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

1.- Inhibición por Calcio de la H+ATPasa. 

1.1" Determinación. 

A las preparaciones de membrana plasmática obi:.l:i-nid.as d;;: l~ 

levadura siguiendo los procedimientos 1 y 2 de de Materiales y 

Metodos, se les determinó actividad de ATl-'asa en pr·t=~...-1.;;:ia de 

libre, manteniendo 

constantes las concentraciones de Mg 2 +, Mg-ATP y la fuerza 

i ónic:a. 

y las 

Los experimentos se r~alizaron en amortiguadores Ca-EGTA 

concentraciones totales de los diferentes metales y 

ligandos se calcularon utilizando los programas de Fabiato <1979> 

y las constantes de disociación metal-ligando de la parte 6 de 

Materiales y Métodos. 

Encontramos que la H•ATPasa se inhibió a medida que la 

concentrac:i 6n de calcio 1 ibre en el medio de ensayo se ií1Crem2ntó 

de 5 nanomolar ~ 5 micromolar <Fig. 4). La inhibición uló 

principio a concentraciones muy bajas de calcio libre, 

observandose el mayor cmbio de actividad entre 5nM. y 1uM •• A 

concentraciones mayores la enzima se inhibió un poco más pero el 

cambio de actividad ya no fué tan notorio. 

1.2. Variabilidad en el valor de la inhibición. 

Algo importante es que el proc:entaje de 

calcio fué variable de una preparación a 

32 
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Figura 4. Efecto de la concentraci6n de calcio sobre 

la actividad de la H+ATPasa. 
Experimento realizado en amortiguador Tris-HCl 20 

mM.pH 7.0 con uno mM.de EGTA a 30ºC. Se calcularon 1 

mM. de Mg-ATP y lOOuM. de Mg libre. 



~c~cnes de membrana a las cuales se les determinó actividad 

y =.:.' 2::.:7. ;:;'-omedi ando un 38%. De cual qui e1~ manera~ nunca obtuvimos 

de membrana cuya actividad de ATPasa no se 

~escartar la posibilidad de que el ESTA (!.!ti l izado en 

las de en~ayo para abatir las concentraciones 

tuviera efectos co!~tafales sobre 1 a 1-l+ATPasa, 

;-e;;;li;;;:-¿:n1i::-1s algunos e:q::ierimentos variando la concentración de EGTA 

y man~~~~endo constante la concentración de calcio libre. Esto se 

hizo existe un reporte indicando que el ED1A tiene un 

efecto de 

Newro!5g:::::ra crassa <Bo1-1man 1979). 

que hasta ~~& concentración ..... .. 
~u1r1. no 

5>; a c:onc:entrac:ioni;:s maycre;:; toi:.M. > 

en oc;,:;.sior:e~ hemos observado un e-fecto 

inhibitorio. Con descartamos la posibilidad de que el EGTA 

.fuera responsable de la inhibición que se observó en los 

experimentos donde se varió la concentración de calcio libre. 

2. Naturaleza de la Inhibición por Calcio. 

Las prep~•aciones de membrana plasmática que obtuvimos de 

las levaduras siempre mostraron inhibición por calcio ;:;e la 

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

34 
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~reparac.i..::.;¡~= de membrana a las cuales se les determinó actividad 

de ATPasa en presenci~ G~ 5 "anomolar y 2_R micromolar de calcio 

libre, la inhibición observada a 2.5 micromolar va~ió ~~t~e el 80 

y el 22% promediando un 38%. De cualquier manera~ nunca obtuvimos 

' 
una preparación de membrana cuya. actividad de ATPasa no se 

inhibic~~ por calcio. 

1 

1.3. El EGTA no afectó a la H+ATPasa. 

Para desc:e:wt'""r la posibi l itia.d de que el EGTA <utilizado en 

las soluciones de en~:yc para abatir las concentraciones 

calcio 1 i bre) tuviera e-fectos colaterales sobre ¡.;;: H+ATPasa, 

realizamos algunos experimentos variando la concentración de EGTA 

y manteni~~cl~ ~onstante la concentraci6n de calcio libre. Esto se 

hizo porque existe 1-m reporte i nea c<:u-1\:!o que el EDTA ti ene un 

efecto activa.dar sobre la H+ATPas.a de l.a membrana plasmática de 

de !">O se 

aprecié ningun efecto <Fig. o); a cnncentraciones mayores (5mM.i 

en al gu.nas ocasion~s hemos wb~ervado un ligero efecto 

inhibitorio. Con esto descartamos la posibilidad de que el EGTA 

~uera respon~able de la inhibición que se observó en los 

experimentos donde se varió la concentración de calcio libre. 

2. Naturaleza de la Inhibición por Calcio. 

Las preparaciones de membrana pl~smática que obtuvimos de 

las levaduras siempre mostraron inhibición por calcio de la 

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

34 
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Figura 5. Efecto del EGTA en la e+ATPasa.-

Experimento realizado a 3C"C en amortiguC:tuor 

MES-TEA 50mM. pH 7.0. Para este experimento se ca! 

cularon lmM pe Mg-ATP ,_ lOOuM. de magnesio libre y 

una concentración constante de calcio de 0.31 uM. 
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de esta sección, el porcentaje de inhibición determinado a 2.5uM. 

Je calcic libre veriO ~ntre el 80% v el 22% promediando un 38% en 

33 determinaciones. Considerando que en muchos sistemas el ~alcio 

no actua directamente sobre las enzimas blanco sino que se ·fija 

en otras proteinas que son las que -finalmente modulan la 

actividad de las enzimas~ l a v ar i ab i l i dad observada en el 

inhibición por calcio de la ATPasa nos llevo a 

suponer que dicha inhibición se producia a través de una proteína 

m~r:h•lM.dora calcio-dependiente. Variaciones en la canti ciad del 

modulador presente en nuestras preparaciones explicarían los 

cambios en el porcentaje de inhibición observados. 

La cantidad del hipotético modulador presente en nuestras 

preparaciones podría variar dependiendo de las siguientes causas: 

a) Cambios en la concentración de calcio libre durante el 

aislamiento de las membranas. Si el modulador calcio-dependiente 

la __ ,_.¡_ r"'a~r::::. 

--- --- r--- --
a 1 a. H-ATPasa, 

diferentes concentraciones de calcio durante el aislamiento cie 

las membranas resultarán en diferentes cantidades del 

en las membranas al final del proceso. 

b} Proteolisis durante el proceso de aislamiento. Este es un 

problema común cuando se rompen las levaduras CNakamura 1984>. 

e> Es posible que los cambios de pH durante el aislamiento de las 

membranas a~ecten la actividad del modulador. 

d) Dift?rencias de estado metabolico de las células utilizadas 

pa~a obtener las membranas. 
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2.1. Efecto de antagonistas de la calmodulina. 

Como se mencionó en la introducción, uno de los moduladores 

Pe!"'" ese. 

razón antes de intentar otros enfoques decidimos investigar si la 

calmodulina desempeñaba algun papral en la inhibición por calcio 

que observamos. 

Como u.n enfoque inicial decidimos utilizar inhibidores o 

antagonistas de la calmodulina. si la inhibición 

al agregar 

al ensayo un antagonista de esta 61tima, 1 a inhi bic:i ón debería 

desaparecer, esto es las actividades determinadas en presencia de 

5nM. o 3uM. de calcio libre deberian ser iguales. 

El uso de estos antagonistas tiene algunos inconvenientes. 

Al menos en el caso de la Ca2 +-ATPasa de membrana de eritrocito, 

parece ser que actaan sobre la proteína blanco mas que sobre la 

calmodulina (Carafoli 1984> y ademas existe un reporte indicando 

- ........ -------~--
Ir J.T.Z.UUJJt::"r C'.,G.~11C-.. 

~--.¡,. ~-..-.1""1..; e+ ~e::. 
_... ... --~-·-- - ---

inactiva nuestra enzima <Eylam 1984). Tomando esto en cuenta~ la 

a concentraciones mas bajas que las requeridas para inactivar l~ 

enzima .. 

Como se esperaba la TFP inhibió la actividad de ATPasa <Fig. 

6A triangules) aproxirnadamentre un 50% de inhibición se observa a 

una c:oncent.ración de 30uM. Sin embai~go cuando graficamos el 

porcentaje de inhibición <Fig. 6B>, encontramos que efectivamente 

la tri~luoperazina hace desaparecwr la inhibición, en presencia 
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Fi9ura 6. Efecto de la Trifluoperazina en la inhi 

bici6n por calcio de la ATPasa. 

A) El experimento se realizó en amortiguador HE

PES-I<OH 40 rrJ"i. ?H 7. O con 1 mM. O.e EGTA total, 

2.5 m.M. de Mg-P.TP, 100 uM. de magnesio libre, y 

10 nM ( e 1 O u1'1 ( o ) de calcio libre. 

B) Graficado como porcentaje de la inhibición 
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de 30uM. de TFP el calcio ya no tiene efecto sobre la ATPasa. 

?1ni mac:ios ntro 

antagonista al que S:!l con si der a. mas específico, este es el 

calmidazolium. Los experimentos con este antagoni stc:; dieron 

resultados muy semejantes a los obtenidos con TFP CFig. 7 A y B>, 

nL1evamente observamos que hay menos inhibición por calcio en 

presencia del antagonist<:<, pero simultanea.mente la enzima se 

inactivó. 

2.2. Efecto del método para eliminar la calmodulina. 

Para probar si la calmodulina es el modulador- calcio-

dependiente en el experimento concluyente es 

adicionarla ver un aumento en la inhibición. Para esto se 

requeria tener una preparación donde la inhibición sea mínima, 

para detectar aón los efectos mas pequeKos, por-que no conocemos 

!?~ rendiciones mas adecuadas par-a observar la reconstitución del 

fenómeno. 

plasmática de levaduras ~l mé~odo desarrollado par Caroni <1981) 

Este 

método es sencillo y está descrito en la sección 7 de 

metodología. 

La apl i c:ac:i ón de este método nos permitió reducir la 

calcio al y- ederJor de un 5% 

preparaciones sin importar el porcentaje de inhibición inicial de 

las mismas. A estas preparaciones las llamaremos "mi:mbranas 

i nsensi. bles" y son las que utilizamos en nuestros experimentos 

con cal modul ina. En experimentos control que se realizaron 
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Figura 7. Efecto del calmidazolium en la inhibici6n 

por calcio de la ATPasa. 

Experimento realizado en las mismas condiciones 

que el de la fig.5. El antagonista se mezcl6 con la 

enzima y se incub6 15 min. en hielo antes de iniciar 

la reacci6n. 



e:.nmetiendo las membranas al mismo proceso excepto que el medio 

contenía 500uM de calciu en EGT!': 

porcentaje de inhibición. 

El hecho de que esta metodologia nos redujo a un mínimo la 

sen si bi 1 i dad de nuestras membranas a la inhibición por calcio, 

mol écul 2. que está du.r<:.nte como 

propusimos en e1 pt.t11i.u . 
..:' .... J • • 

2.3. Efecto de la calmodulina. 

preparaci. enes result<".ntes del procedimiento 

fu.eran utilizadas pm-a los ernperimentos en los que tratamos de 

1-econst i tui;- 121 sensibilidad al calcio agr~y¿ndo calmcdu!ina ~ 

las membranas. El resultado de un experimento tipico se puede ver 

en la Fiaura 8 A y B. La escala de las actividades y porcentajes 

la figure, 8B se tra.2 ó sigui emclo la tendenc:i ¿i gemeral 

comprobada en varios experimentos aunque se dejó fuera uno de los 

puntos. 

El efecto de la calmodulina añadida no fué el esperado, 

porque aunque si se observó un aumento en el porcentaje de 

inhibición, el valen- mk,::i.mo 1091-¿1.do no se puede compara!'· con los 

valores que vimos en la parte l.1 de esta sc::cción. 

activación que se observa en los puntos d8 uno y 10 ngr./ensy. 

parece ser u.n efecto hidrofóbico de la calmodulina, por-que 

activaciones semejantes se al agregar peqt.\eñas 
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Figura 8. Efecto de la calmodulina en la inhibici6n 

por calcio de la ATPasa. 

Experimento similar a los de las figuras 6 y 7. 

excepto que la calmodulina se incub6 con la enzima 

en presencia de lOOuM de calcio libre para incremen 

tar la interacci6n. 
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cantidades de detergentes como Tritón X-100 (O. 05%) a las 

i 

2. 4. Significado de la inhibición. 
i 

Vimos en el parrafo 5. de la introducción que, a traves de 

cambios en la concentración de calcio en el citosol, las células 

regulan un numero muy grande de procesos, incluyendo la mitósis y 

la resp1..\esta e;, hormonas, por· es::.o nos ha p.::.~rec:ido sumamente 

importante que e$os mismos cambios de concentración 

modu.l aron \:'itrc• del único 

transloc:ador primario descrito en la membrana plasmática de la 

1 evad1.;ra. 

No es faci l por el. el s:?. gni.f i cado 

fisiológico da un mecanismo de regulación por calcio en la protón 

ATPasa, porque no se dispone de ningun método para determinar las 

Esto se d~hp a que su membrana plasmática tiene características 

muy peculiares de permeabilidad y resistencia a desacoplantas, y 

a que !~ p~red celular restringe físicamente el uso da ionóforos 

y detectores metalocrómicos que en otro tipo de celulas han dado 

buenos resultados. 

De manera, a continuación mencionaremos algunos 

reportes que aunque en forma indirecta~ 

concentración de calcio citosólico en la levadura, 

relacionan cambios en su concentración con el ciclo celular. 

Yael Eilam en 1982 CA y B>, estudió el efecto de la nistatina 
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1 
1 
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1 

, 
célulc>.s de lavadura y encuentra que en los primeros minutos 

de~pu~s óci 1~ ~dic!6n rle este antimicóticu l~ :~~~dur~ deja salir 

pot~sic y m~gnesio, pero no puede detectar salida de calcio, y 

el calcio entra fácilmente a la levadura a través d2 los poros da 

de 

cdlcio lib~~ en el citoscl de la levadura probablemente ss~ mGnor 

de 1 uM. ~ por lo tanto el calcio externo simplem~nte entra 

~avor del gradiente de concentracion. tipo 

combinados can el método de titulación de punto-nulo <Coll 1982>, 

probablemente nos den una estimación un valar confiable de la 

Por el lado del ciclo celular Saavsdra-Mclina y cols. (1983>, 

estL\di aron el transporte de calcio en cultivos sincronizados de 

lo largo dP1 ciclo celular, sine que es muy bajo en las fases 

e~, S y C2, y 2~mRnta considerablemente durante la mitosis. 

Oh ya en 1.984 al bL\SCar mutantes no 

crecieran en medias con muy bajas ccncentraciones de calcio, ha 

encontr<'l.do que est.én ciclo cel Ltl ar pues su 

r-r8ci mi en+. o Y clonas de un 

gene 

cuerpo polar <respons2ble de la migración de los cromosomas a la 

e: élul a hija) tienen homologia con proteinas que calcio 

(Baum i 986). 
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Ya anteriorrn~nte Duffus y col. (1974>, habian obs8rvado que 

.:.<.d:i.t.:ion2>.ndo el ionófo1··0 de calcici {123107 cultivo 

dato 

ser tomado con cautel0 porque ~ g;·1...1pc:.s, 2ntre: 

el 

t':\23187 CiO r- c~su .. l ta do: dobidc.:. 

Gvid~ncia indicando quu hay cambios en 

de calcio y pr-o-C.einas i,;;¿;\l c:i Cl 

involucradas en la respuesta a ~aromen~~ CHiyakawa 1986>. 

La ~ faromonas y la mitosis tienen en comun 

implic0.n eventos c~lulas 

'i fl.aC:i:. i "Vl;:: y SE 

como los t:iventos 

Otra pos:í. b i l i d<?.d 

pa.ra canalizar en otros prcce~us la ~n~rgla qua consume, pcwque 

la 

glucolisjs (Pm~~ 1972l 

d8 una pr8paración a otra, 

y si nos 

permitió poco de la naturaleza de la inhibición, 



-;:?~rr:,.1e se sab8 qu.e """ ¡;,u;::h:::::: ::::;c_nc; Gl calcio acl.ua sobr-e los 

sitios blanco a tr~vés de otras moleculas llam"'1.úas 

modulador-as dependi2ntes de calcio. Lo que si ha CQmpli~adc la 

nos 

permita obtener la H-ATPas2 siempre con la máxima sensibilidad. 

H<"mos penS' 3.do en dos explicaciones altern~ti~as esta 

dificultad. La primera era que el modulador se per-dia durante la 

obtención sin embarg~ cuanciu ~at~~rninamos la 

F~TPasa ssnsible 

vanadato en extractos crudos de levadura, encontramos nuevamente 

que hay La. expl ic:ac:i ón es la 

c~lcio de con el est.ado 

met.2.ból ic:o de las levadw~as o durante el cicla 

segunda posibilidad es mas intere~ante dado que existen reportes 

que el calcio tiene un papel importante en el ciclo 

celular de la levadurct. ~~~~ ~ro~~r esta nipó~~6i5 cc~á necesario 

realizar experimento= utiliz~ndo cultives sincronizados. 

nuestras preparaciones depletadas de sensibilidad Cfig. 8 A y 8} 

prac:tic:=".mente descarta la posibilidad de que sea el modulador de 

2ci~mas Yingst y cols. (1984) han reportado un 

p~r0rido d2 inhibición por calcio en l~ ATPasa da sodio 

c:umple 

en el eritrocito la misma f unc:i 6n qL\e la H+ATPasa de la 

1 evadura). 
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lo qL\e qL\eda por hacer es buscar las 

condiciones en las que este modulador se 

cantidad, y tratar de recuperarlo a partir de estractos de la 

1 evadura. 

Efecto del pH y la Fuerza Iónica. 

C'-:::.::d::-- =.==> utiliz=.n J;gandos (como el EGTA> para quela.r iones 

metálicos, es necesario realizar los e}~ peri mentas a un pH 

relativamente alto <mayor qL\e 6.5); la razón es la siguiente: el 

ligando ~ija les iones metálicos por medio de cargas negativas, 

pero estas cargas también pueden fijar H-. Entonces a un pH bajo 

los sitios de unión estarán ocupados pcr iones H+ y el ligando 

mostrará una a~inidad mucho más baja por los metales. F'or eso 

éste 

~ueron rraalizados ~ pH 7.0. 

Si SP considera que exi5ten reportes indicando lA11 óptimc 

de 5.0 <ver 4.1. en la introducción>, para comprobar la validez 

de los datos obtenidos a pH 7.0 es necesario realizar un análisis 

de l~ actividad de la enzima contra pH en las condiciones en que 

nosotros trabajamns, m2nteniendo const~ntes las c:oncenlr· aciones 

Mg, Mg·-ATP {ffP y su 

2~inidad por el Mgª- taniliién varian con el pH>. 

Los re~»ultados una forma 

clásica r:le c.?.mpana con un máxi~o a pH 6.5 y que a pH 7.0 la 
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·Fic:rura·~. Actividad de ia ATPasa v,s. pH. 

Actividades determinadas a diferentes "'Tálores 

de pH obtenidos con difereüLes proporciones z..ms/
TEA Lotali:z;:;.ndc la su..'T!a <:le las concentraciones 50 

mM. Se utilizaron 5 mM. de Mg-ATP, 2 mM. de magn~ 

sio libre y 50 nM. de calcio libre. La fuerza i6- ;_ 

nica se mantuvo cte. a 140 nlM. 



9). Este resultado es 

i rnp or t e.nt ro·, principalmente porque pudimos reproducir algunas de 

CU.Y-Va~ encontradas en la literatura pr~sentancio 

ele pH cie l1..:1S 

cambios en fuer22 ónica v en la formación del complejo Mg-ATP. 

3.2. Efecto de la fuor~~ iónic2. 

~rim~rn~ ostudios cinéticos que realizamos de 

contra concen~ración rle Mg-ATP, mant2ni2ndo constante ol calcio 

Bt.\!"',c2.ndo c.~u.sa.~., obs~rvamos que para diferentes 

d~ Mg-~TP se producen cambios muy grandes en 

'ª-·- "'r-L.'1 - "':!' 
',~r:;:¡ l C"'l.'...J ~ ..:;.-. ..._,."' 

este t~po de problem~ es adicionür al 

medio usua 1 mente cloruro de sodio ó de potasio, en 

t órti ca; ~,¡,¡¡ 

que 

indican 

actividad de la ATPasa (tabla 1). 

Por este~ ra2ones decidimos ~studiar el efecto dQ la fL\er2 a 

tuvi sr·an 

Los resultados obt~nidcs fueron los siguientes: 
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TABLA 3 

Contribucion del MgCl2 y el Na2ATP a la Fu~rza 

Iónica en Valores Tipicos de un experimento de Cinética 

Mg l'ibre Mg-ATP MgCl2 

l t) uM. ~ -:;::' :) ~..::": ... "7~ .. 00 ~.JM= 0.946 mM. 7.5 1;J"·-·· 

10 uM. L (l mM. . 01 mM. 15. (l mM. 119. o J. • 

1.00 uM. 63-'0 u.M. 163.00 uM. o. 151 mM. 1 .. 0 

100 uM. :L o mM. L 1 ,., -\ __ . mM. 2.4 rni··1.c J.lt ... \) 

1 mM. 63.0 uM. l. ,Ob mM .. 71.0 u\~·1 e; 3.7 

1. mM. L o mM. '.2 • 00 mM. :i. ~ 1. .ll mM. 6. ,-. ~' 

Los valeres utili:adcs p~r2 las ccncentracionas de 
Mg-ATP !:'.on utilizados por los tres ,.,utores mencia11i::.1dos 

i óni Ct'\ 

mM. 

mM. 

mM. 

mM. 

mM. 

cnt,·1.~ 

y 
el 

t.e-;-!'t.a p2.r¿~ 1C•S 2-;.~p:r::Y"i:~=-~:·~~,-.~ de. cinética .. Lot=:. valor-es da t·1gC1 2 y 
Nc.:.:;.J'.l:TP f\.l.PrOn co.lculi::>.dns utiliz::i.ndo los prcigri:Hfl¿ó.S cie rt:.bt.:;.tc 
<1979). Los valores d0dos para la fuerzó iónica 2st~n c~lculados 
utilizando la formule dada en la sección 5 dQ materiales y 
métodos, no sm tomoron en cuent~ las contribucion8~ 

amortiguadores ni de 12 hase utili~ada para neutralizar el 
lB cual será mayor a rnRyorns conc~ntr~cianes de ATP total. 
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L2. .&,_,,..,,.,,..?,,, iónic:a tiene Lln efecto cc;,racteristico de activación 

P inhibición sobre la ATPasa~ 

ut i 1 i :'! c>.n amortiguadorRs como MES·-TE~1, HEPES--TEf.'i o 

Tris-HC1 ni y KCl o 

v Na.-ATP. 

resultados nos decidieron a e~tuaia~ 

otr;;i.s sales que s~ encuentran t'"epoi--tad¿,s con efecto 

pe1-o ahnra mant~ni~ndo constantes la fuer=a iónica y 

la.s 

que solo ~l Zn 2 • y el C2 2 • tien~n un efecto 

sobre la ATPasa y éstG es inhibitorio. Todas las dem~s sales solo 

tienen ~; 0f~cto =~p2r~~n rorrespondiente a la fuerza iónica 

gener 2:\n '/ .~ 1 a. forma como alteran la f ormac:.i. ú11 Mn-·--
- • 'J 

ATP <Tabl-3. 4). 

Efecto del potasio. 

Se ha realizado bastante trabajo indicando que la ATPasa en 

puede; comn un sistema de c_,rrtipor-·t 

hipótesis, es l C\ .=cr::. t. i VZ:\C i. ón an 13 hidrólisis J~ P1T;=· 

observa c:uc>ndo adiciona KCl al medio de ensa· .. /o. En este 

sent"i. do los resu.l ·l:.2.dos r~n C.•Ste ~;.on muy 
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Figura 10. Actividad de ATPasa contra fuerza io

nica. 

TEA 50 mM. a pH 7.0 y 30ºC. se utilizaron 1 mM. de 

Mg-ATP, 250 uM. de magnesio libre, 1 mM. de EGTA 

total y 10 ñM. de calcio libre. La fuerza i6nica 

indicada se obtuvo adicionando KClp pero resulta

dos similares se obtuvieron agregando mas amorti-

guador u otras sa ·¡es como T.i CJ o N.=i ..,so._ 
~ ., 



SaJ. Uti l i zadc>. 

Ne.2SO,.. 

RbCl 

NH.,..MO:s 

CHc"".coo-L i .... 

SrCl=: 

ZnCl.,,. 

MnCl2 

TABLP1 4. 

EFECTO DE DIFERE~ITES IONES 

SOBRE LA PROTON ATPasa. 

< mM > 

50.0 

5f;,., o 

50.0 

50.0 

* 0.25 

* 1.0 

:r. ~a(l 

Actividad 

(uMolasímg/min} 

1"67 

4 .,,. • 
J. • ._J J. 

1 .. 57 

1 .. 52 

1.63 

0.82 

Experimento realizado en amortiguador 

50mH, con Mg2+ lOOuM, Mg-ATP lmM y l40mM 

ión:i.c:a. 

- _52 

--- -.l.',..IVa'V 

90.0 

94.0 

91.0 

97~0 

91.0 

l!9. o 

. -·- -J. t_.:·.._.~. 7 



1 
1 

! 

se controla fuerza ión:i.ca y 

. - - ------~---·---- ~-L->-- ~- • • ,.. "T"r-• 
·-·~--''''··· .•• ,_, .... , .. __ ... ·-·· l\_,......., ~-'-#'-'-'""' ··- ..;1 ........... 7 •• 1 1 

rlP compl~jo~ K-ATP, no :.:,(.~ cJbserva ningún 

H=:ty quG notar qu(? 

ele qu1;2 ·fLlnCiC)ftí:2 

"'/H. qu~ también existe evidencia derivada de 

y Serrano en 1981 CB> analizaron la reacción 

rec~.mbi.r) ATP-32Pi !:':t,"Jn l<-~ 8n~i,rn\'J. r-Bconst.i.tt.t.ída en lipclsom.a.s"' 

_..! ~-• ~~..-.. r-! ~~ 
'+-J'-r-~-· ·---

con di ci onc<:. 

Se i ne u.be). la 

o· • 1 , 

---· ----7 ._.._._ .. ,. -
rc.:const.::.. tui da 

L,;. 

y translocando a 

ne 

como 

de 

Esta 

en 

de 

m2mhran2 un cierto numero d~ iones. Los iones sc ~cumulan en 

intmricr d81 liposoma y llGg2 un mom8ntc 8n 21 

-------' ·--'-_·J. 1-· _, ........ ~ •• 

conc:entr aci 6n ··./ene: en 

, .. 

nr~~~rriAn ~= 32D4 
r--· -,...~ .. -- -·· -- ... -

1 a bar1rer·a 

ATr.~- - -
' 1 't ~ ... _.,, .. ,.,:. 

\. .1 .r-.e ;-. t.- r"\l-. . -:-. ~. 't r":'. 
t - - r-. -- -·- - -

y 

la 

:";TP 

Se ~ued~ tener un valor 

c:uantitativo del rec2mbio contando el 32P-ATP en un contador de 

centellee despuos de separar!~ del fósforo inorgánico .• 

d lo 

r.:;1.r.:;w rl ,.,,, que 

(mr.r1.ecr .. 1l ?;~. qt.1.E· pr::-1~ m:i. ten <::-1 oc¡ui] i tw i o de en 

~mbc~ lados de la mGmbrana> el recambio dQsaparezca. Lo que elles 

el rt--cambi o 
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a dG~~ccp!~n••~ C40%> y esa resistencia desaparece al 

agregar valinomicina~ 1 E\ C:L\al per·mi te el 

indir:~n que l~ ~nzima fué c~paz de ur·a 

y lE:·.s o·~c~":.s 

~odrían estar rolacionadaG can al de 

iones K- en 10 lovaduraf lo cual explicaría los mismos resultadc5 

en forma diferente. 

~- Efecto del Magnesjo en la Actividad de la ATPasa. 

4.1. Antececien~e~. 

grupos han estudiado la actividad de 

ATPas2. preo;enc:i. a de concentraciones variabl8s de magnesio 

1 'i. tJre 100("'\ - . - - ::- 1. 981) - una 

de acttvirl~d de ATPRsa centra concentración de magnesio 

1 ibre 

r.:anr.:ent.r."\c~. onPs 

r.:nncr.?ntr- 2.c i oneg. tiene un inhi:..:.iitcw·io,, 

explicar est~ comportamiento s2 ha sugsrido la axistancia de 

"C'i. tiº"'" 

de 

Vmax de le en~im~ <Borst-Pauwels). 
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Figura 11. Activiff~d de la enzima a diferentei con 

centraciones de magnesio libre. 
Actividades determinadas en amort.iguador HEPES 

TEA a pH 7.0 y 30ºC en presencia de 5nM de calcio 

libre. El valor pMg significa log(l/(Mg]) en mola~ 

Se utiliz6 1 mM. de Mg-ATP. 



,.,L.. .. --Ml!J..c:::1 :.;.Jo 

" 1 que se producen 

~oncentración de Mg 2 • ~n el ensayo~ 

la ATP2sa tiene dos Eitics. 

pa1~amotros 

cuando se 

¿.-¡: i ni dad 

mi2ntr2s que el otro lo ~ija con menor 

Ul ti fi\O sitio reduc~ la ~finidad de la on~ima por su SLts·tr-¿i.to o 

Dur.?.nte trabajo experimental; de esta tesis 

rr-?petir los est.ucli os c:i.nótic:os de Mg:2+- y Mg-ATP 

siguientes razones: 

4.1. 1. Efecto de 1~ fu8r~a iónica mn las cin6ticas • 

En 

i ón:i. ca sobi~E'· 

..,.. ..... -·,. _, ..... 

·-~-.:: __ ..... _ 
.... , i=-.t .t, '.::>.t '. _ _,. ......... 

Ahorc. e Liando se 

decJ.cíimos 

por· las 

real iz..:o\n 

M-2+ . '"" 
El rango en que 

la T.a.bl a 4. Las 

concentra.ci. ones 

e: :i. n ét i e a Mg-ATP diferentes concentraciones de Mg 2 - y pLlecie 

qua entre diferentes puntos del experimento van a 

qL\S 

depsnd:i. endr:: dc.:l 

medio r:lc· (el 1 a l i.tS 

membranc..s y TEA utilizada para ajustar el pH) 

traducir en diferencias de actividad que no tienen que ver con el 

S6 



ni el sustrato <ver ~igura 10). Errores de esa magnitud y 

=~=~~~ ~~ m1~~~nrios pueden conducirnos facilmente a resultados e 

interpretacionras erroneos. 

En cond4cionPs rl2 12bor~torio las soluciones que S8 utilizan 

En la ;=.s:c:ción Ll. '•'.., n-..--.~,,. ... ,.J.,......o-1 

qu~ el c2lci0, Pn osas concentr2c~onos, inhibe 12 ~ctivid~d ds la 

ATPe.s~.;; 

calc:i.o se 

efectadas Pn mayor o menor grado por el calcio contaminante. 

P~ra el c~so de estudios cinéticos do lG protón ATF·asa> 

~Ju.e de 

l B. C-?..lt:iO 

por arrib3 dG unos 3uM., los resultados obt~nidos van a 

si 1 a. cor·1centrac:i 6n 

~ontaminan~e fuera menor, s2rá imposible det2rminar de cue manera 

he. c:ontr:ibuido inhibición en 

~~in.al.es .. porriL~~· J..~ ... conc.c:·nt.:~-cJci.t,}n dt:- c .. ~tlc:\o J.ii:::--e -,""'ª ;.::2r- cii~Li11Lc... 

ciif2r~nt~s puntos del expc~imento. En l ,_,, 12. 

podt':'rnos va.¡r i ar 

dep2nci'i. c·ndci de Mg 

unD idPa exacta d~ la magnitud quo podria alcan:ar el 
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4.'2. Rc,.,,.ultados de las c:inéticc:"~· 

- .......... ........ 
•-"4- .... ""' 

En raJ lahor~torio rc~li~~mos les 

Mg-ATP mard:.2ni ando 

constant2r, la r:oncentracion cira c2lcio libr2 y la fu2r~a 

Los rr-:su1 t .. :t.d,7Js do 

En 

(j9751;. E·s-t:e 

r.!tJ.p l i. r:o?.d~::; nos p2rmitF conocer la mDgnitud del error 

sin t::l. 
--- - J _J,_ 
f 1-~ .J. \..JU 

Vf;·;¡·-

si stc·rna de 

en 

"''" ••""'r --- - • • ..__ ··-"---· --
a todas las conc2ntrac~ones utili=adas =l 

" i "I 

re~raficando l/Ym y !!Vma~ contra 1/M92 • !Fig.14' encontramos una 

sola t2ndencia lo que sugiere la existencia d2 un 

el m~gn~sio Jibre. 

el puo1icado 

por Ah l er s ( 1 981 ) puede tener las siguientE?s 

Qur. en nuestra enzima 2xistan los dos ·5i ti os, estos 

tengan afinidades muy parecidas. Esto hará que, a medid.:, que: se 

cnnr:rntr ;\(:'. i nn J. ()S sitios 

los 

U.fl 

sal e: si·ti.o la 

8sto poco probablG porque en cambio vemos 

rnLty bien definidas una faso de 2ctivación y una ,-je i n:-,i bici ón, 
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Figura 13. Dobles reciprocas de las ciü~tica.s .Mg-A'-T'P 

·parávariá::; concentraciones de Mg libre. 

_El experimento se realiz6 en HEPES-TEA a 25°C y pH 

7.0., la concentraci6n de calcio libre fue de 10 nM, 
y las concentraciones de magnesio fueron (O) 80, (a ) 

40, (A) 25 y (e) 20 uM. 
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Figura 14. Regraficaciones de las cinéticas. 

A ) l/Km v.s. 1/ Mg • 

B ) 1/Vmax v.s. 1/ Mg • 

P2 
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1 
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1 -
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1 
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Las unidades usadas son: Km=mM, [Mg]=mM y Vmax=uM/mg/min. 



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

sitios. 

b) Que tanta nuestra rnzirna como la de Ahlers tengan Lln sol C:• 

sitio. 

en 12 fuerza iónic2 qu~ ocurren al modificar 12s concentraciones 

Mg•• y Mg-ATP en las ci~~ticaz, la 

utilicen concrantr0cion2s mas baj~s de magnesio libre <Fig. 

12}, y podrian provocar cambios en la tendencia de las curvas que 

dieran la impresión de otro sitio. 

e) Ahlers tenga dos sitios qLIO 

L~t i 1 :i ~amos nosotros solo uno. Esto no ser!2 demasiado 

pocr.:¡1.1.e el f1Dtnbi,...f? de S.:.:.c.cr-:2.:~~ C1ff:-..1ces cere·\ti s.i r?tt.::.' ;¡ agr-Ltpan 

muchas que en:z i rrt-:=:1..s con e: at- ac:ter is-ti c:as 

di-fer ent. C':'.1 .. posibilidGci suenn intcrcsant~ porque nos 

invita ¿:, les requ2rimientos podria 

con dos sitios donde el m<:.i.gnesi o t.ien2 

regl\l ato1-i os, la 

tengan, pero tambien levaduras ql\e se las arreglan con un solo 

s;.tio. 

1 s. cinét"5.ca tienen otras 

impliccicionc~;. ellas era espe1 ada y es que 

En aLlSenc i a. 

.. 
. 1 

1 

J 
1 

1 

62 1 
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1 
I, 

esto sigíli·fic:a 

afin:i dnd ele la enzima por el zustrato se co11si dci'" a1~ 

infinita para los rangos d~ concentraciones quG utili~~mos 8n la 

i::inét.ic:a .• Hab1 al' de afiniciedes infinitas carece de sentido, 

sin ~ continua~i~n d2remos slguna info~mación que nos 

solo sitia d~ !~ ~1 ATP~sa cie corazón da res, y encontraron que, 

en c2.tál isis la 

muestre una afinidad enorme por el ATP, con valores del crden de 

y casi no se puede d~te~ta• 2ctividad de hidrólisis 

<Grubm<?';'l?:r 198'.;'.) 

con 

pensama·3 que 

pa.pG"•l 

cii':'minuyPndo 

\./E:t 1O~' .. 8~, 

Cu.2.rrl1::- se qi..\S 

en 

el 

1 "''"" 

ATP 

el segundo sitio, la afinided de la 

:!."' velocidad de 

sistema 

al d•;:l SF·gu.nc! c.; sitio F:s.!' 

1 .·?J. r.?:l":: i !Ti2-. 

cuanto a la ~antribución del s~gunda sitio ~ la hidrólisis. 

ll .. 3 .. Ccmci e~~plic¿¡r con • .. 1.n ~:olo -::,"i.-tio los dos c.ornpo1'·t;c1rai(;':ntos del 



r:nmplicado si pens.:tmos qut! 

simultane~mPnte Ambos p¿~ametros cinélicos. En la figura 15 v~mos 

Qr c~l pt.\nt.o ''A'' d1-:: r=oncc·nt~·-¿:t::i ón de::: Mg:"::'iTP 

~.4. Afinidad de la snzima por magnesio. 

Cu~ndo tratamos d~ c~l~ular la a~inidad de la H-ATPasa 

l ~J.S. 

clobles reciprocas s2 curvan como 2r2 de esperarse por el efecto 

0h1 P1~s pe:i"r,:':, 

inrli.r::.=·.n entre el 

~ttio de Mg~• y PJ sitio activo. esto es qu8 t~mbien el Mg-A~P al 

0. 1 i'.1. 

afinidad d~ la enzima por el metal en ausencia d8 sustr~ta es muy 

alta. 
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1 
1 
1 

I 
1 
1 

r , 

e.e 
:::.~ 

2.2 

2 

1.8 

1.e 

Simulacion curvas de Actividad 

-
! 

• 

Conoentre.clon de E>UBt:ra.i.o 

Figura 15. Curvas 0bt;;:::..idas C.'..!...'!!eni:::•=mdo s imul taneamente 

la Km y la.Vmax en la ecuación de Michaelis-Menten. 

Efecto simulado de concsntraciones crecientes de 
magnesio en cinéticas de Ta.ATPasa. Las curvas c:::;tan n!1 

meradas en orden de concentración. Se puede observar q' 

a partir de la curva 4, hay una diminuci6n de la activi 

dad cuando se aumentan los parametros Km y Vmax, cuando 

se utiliza una concentración fija de sustrato (pongamos 

200) • Algo semejante proponemos que pasa con el magne-
sio en la A'l'l!asa. Su e;Eectc en los p8rametros cinéticos 

es siempre el mismo, pero como se usa una sola concen-

traci6n de sustrato parece que al pasar de cierta con-

centraci6n se convirtiera en inhibidor. 



4. 5. 

~n lo referente al magnesio libre pensamos que les estudios 

de tipo cin~tico han dado casi toda la información 

dar. estudios, 

Con respecto ~ los !2:..'St.Ltdios 

por 

su forma m~s activa. 

el momnnto homos pens~da 8n estudios con EPR. 

i ntrodLtcci ón 

Lo que a~n no hemos comprobado es si ol m&ngan2so muestra también 

m2.gnesi r:i, 

_, __ 
'·-''-!:;.,.• ::-.c.~:-; ·J.=-:c: i óri-i nh :i. b i e: i ón 

lo ma\3 pr-ababl e, 

como el 

la tesi~ indicaron que los dos e~ectos Cactiv~Li6G e inhibici6n> 

son producto de un solo sitio. 

~· ' - . . . '. ·. - .. 

: ~-·~ ."·-?./~-~: .:~.;,::·.:. <·.~~~~-·~·.:~~-: -~;0~·; :,. ;,¡ .. . ; . 



e o N e L u s 1 o N E s 

El C2.1 Ci O en el rango micrcmolar inhibe a la H-ATPas& de 

membrana plasmática. 

2. La inhibición por calcio no es una propied~d intrinseca de la 

sino le unb h8IT!QS 

i den t. i f :i. e <o~.do. 

4. f 01· mac i ón 

El potasio no tuvu efecto espocifico sobre ld actividad. Los 

observados corresponden a f enórnenos mas gener· al es como 

del 

¿.,~.. LB. ATF'a s.=~ n-1os-tr <.) f2rt 1 as;. e i 11é ti ..::....::.'.S Ll.rl sw l u :;; :;_ti o p t..\r- ..:-, tt•agr,.cs1 o <11 

7. Regraficaciones de las cin~ticas indicdron qu~ en ausencia de 

ali:.a, 
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