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Los cromatéforos de la bacteria fotosintdtica
Rbodospirilium rubzrug contiene una pirofosfatasa de meabrana que
sintetiza o hidroliza PPi de una manera acoplada al gradiente de
HY . El sustrato real para la hidrélisis de PPi es el complejo
Hg-PPi, sin embargo, se ha sugerido que el ng?t ejerce un papel
requlador sobre la pirofosfatasa de nembrana de Rhodospirilium
Iubrum. Otros cationes divalentes como 2n2*, Mn2*, ca?' entre
otros, regulan también a la enzima. En este trabajo se utilizan
los complejos M (III)-PPL como son : La-PPi, Tb-PPi, Nd-PPi y
Fe-PPi, que praActicamente no son hidrolizables, para evidenciar
la activacion por el qu* 3% zn?* libre. Se encontréd que estos
cationes, dependiendo de su concentracién, activan a la enzima y
permiten que los complejos M (IIl)}-PPi sean hidrolizados,
siguiendo una cinédtica de saturacién, Utilizando las constantes
de asociacién reportadas se calcularon las concentraciones de las
especies involucradas (Mg?* libre ¢ 2zn?*t y M (III)-PPL) y se
analizaron sus efectos sobre la activacién enzimatica. Asi misso,
se corroboré en nuestras condiciones experimentales la formacién
del complejo M (III)-PPi utilizando la propiedad que tienen
algunos lantédnidos de fluorescer al formar un cosplejo con PPi.
Los resultados comprueban un efecto activador del Mg2* y el zn?*
sobre 1la enzima, modificando sus propiedades cinéticas y

selectivas.
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1. INTRODUCCION

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DR LA POTOSINTREIS EN BACTRRIAS

1a fotosintesis es el proceso mediante el cual la energia
luninocsa es convertida a energfia quimica, involucrando para ello
la absorcién de luz por pigmentos, la transferencia de energia a
los centros de reaccidén y la iniciacidén de reacciones quimicas de
oxido-reduccién.

El concepto modernc de fotosintesis surge a partir de los
estudios realizados por van Niel sobre bacterias fotosintéticas
quien, en 1935, formuld la siguiente ecuacién generalizada para
la fotosintesis :

2H A + 0Oy —=me-emoon CH,0 + 2A + H0

siendo A = donador de electrones.

Las plantas, algas y cianobacterias llevan a cabo una
fotosintesis oxigénica, donde el agua se oxida para reducir el
CO, a carbohidratos, y se libera el 0, molecular.

Sin embargo, la mayoria de las bacterias fototréficas
llevan a cabo una fotosintesis anoxigénica en la cual el agua es

remplazada por otros reductores como s2-, 52032'

o Hy. Hay
también algunas bacterias fotoheterotréficas que remplazan,
adenis del agua, al CO,, reduciendo compuestos orgédnicos simples
como el malato. Eate sistema de fotosintesis bacteriana es mucho
mds simple que el de las plantas y algas, ya que sélo tiene un
centro de reaccién o fotosistema (Gingras,1978) y un transporte

de electrones ciclico (Dutton y Prince, 1978).



Par otro lado, los sistemas de pigmentos de las bacterias
fotosinteticas zanhién son diferentes al que presentan las
plantas y algas. Los pigmentos clorofilices de las bacterias se
llaman bacteriociorcfilas: se han caracterizado cinco clases de
bacterioclorofilas (Bchl "sa® , Bohl *b® , Bchl "c® |, Bohl ®de ,
Bchl "e®"). Estas bacterioclorofilas se parecen mucho a las
clorofilas *a®" y "b®", perc se diferencian por la naturaleza de
las cadenas laterales unidas a itomos de carbono. Ademas, existe
una bacterioclorofila carente de magnesioc, denominada
bacteriofeofitina, en el centro de reaccisén de todas las
bacterjas fotosintéticas. Los principales carotenocides son
tarbién quiricamente diferentes (Hall y Rac, 1$83).

La energia de 1a luz es usada para generar ATP (por ejemplo
en la fesforilacidén) por medio de un circuito de protones analogo
al de la mitocondria y cloroplasto. Asi, la fuerza protdén-sotrisz
generada a través de la membrana impermeable a protones es
utilizada por la ATP sintetasa translocadora de protones (Daves,

1586) .

1.1.3. BACTERIAS POTOSINTRTICAS

La fotosintesis nicrobiana esta representada en seis
tanilias de bacterias: RRodospirillaceae, Chromatiaceas,

Chlorodbiaceas, Chloroflexaceas, Eslobscteriacess b4

Cianodbacteriaceaes.
De las farilias antes mencionadas, son las cianobacterias
las unicas bacterias que llevan a cabo fotosintesis oxigénica,

presentado dos fotosistemas (Avroen,1967) y es el agua su donador



de electrones. Presentan asinmisnmo clorofila "a" y
ficobiliproteinas, ademis de carotenc.

La familia Chromatiaceas o bacterias purpuras sulfurosas
realizan fotosintesis anoxigénica, teniendo como pigmentos
bacterioclorofila tipo "a" y carotenos, lcs cuales se encuentran
en esistemas de membrana gque son continuas a la meabrana
citopldsmica. Su donador de electrones pueden ser compuestos de
azufre o hidrégeno molecular. Tienen la capacidad de fotoasimilar
algunas sustancias orgénicas sisples.

La familia Chlorobiaceae o bacterias verde sulfurosas
presentan fotosintesis anoxigénica, siendo sus pigmentos
bacterioclorofila ®c","d* o "e" y se localizan en vesiculas de la
menbrana llamsadas “clorobium®. Son fotoautotréficas y utilizan
como reductores compuestos de azufre, hidrégeno y sustratos
organicos simples (Kelly, 1974).

La familia Rbhodecspirillacese o bacterias purpuras no
sulfurosas son principalmente fotoheterdtrofas y pueden reducir
compuestos organicos simples. A diferencia del resto de las
familias, son capaces de crecer quimicheterotréficamente en
presencia de O, y multiplicarse en la obscuridad, obteniendo su
energia de la oxidacidén de compuestos orgdnicos. Algunas especies
son capaces de utilizar el H, para reducir el CO, (Clayton y
Sistrom, 1978).

La tamilia de Choroflexacese, presenta una sola especie

Llereflexus  auricantus, que es capaz de crecer

fotoautotréfi te con p tos de sulfato como donadores de

slectrones, y es fundamentalmente un organismo fotoorganotréfico,



que puede crecer con fotosintesis anoxigénica o bien en
condiciones respiratorias en obscuridad.

En la familia Ealobacteriaceae se encuentran organismos que
se desarrollan en concentraciones salinas elevadas (4.3 N de
NaCl). Las bacterias del género Halobacteriym son las que
realizan fotosintesis anoxigénica y su aparato fotosintético es
muy diferente al resto de los demis procariontes fotosintéticos
(Blaurock y Stoeckenius, 1971}, ya que presentan una fotosintesis
no oxidativa que unicamente funcicna como bomba de protones.
Adenmds en lugar de bacterioclorofila o clorofila, presenta una
proteina asociada a membrana llamada bacteriorodopsina. Esta
proteina comprende el 75% del peso seco de la membrana y se
encuentra regularmente dispuesta en parches. La proteina tiene

un peso molecular de 26 kilodaltones (Eisenbach y Caplay, 1979).

1.1.2. CLASIPICACION DE LAS BACTERIAS FOTOSINTETICAS DEL

ORDEM REODOSPIRILLALES

Las bacterias fotosintéticas usadas en este trabajo
pertenecen al orden Rhodospirillales y llevan a cabo fotosintesis
anoxigénica y de acuerdo a la clasificacién de Pfenning y Triper
de 1971 este orden incluye dos subordenes que
son: Rhodospirillineae y Chlorobiiese.

El Suborden Rhodospirillinease comprende organismos que
contienen bacterioclorofila "a® o "b" , estos pigmentos estan
localizados en sistemas de membrana que se invaginan al interior
del citoplasma y que se denominan cromatéforos. Este suborden

contiene dos familias: Rhodospirillaceae y Chrosatiaceae.



El suborden Chlorobiniieas comprende bacterias con
bacterioclorofila nc®, ™d" o "e". Tales pigmentos estan
localizados en estructuras especiilas llapadas vesiculas de
"clorobium®, las cuales estin unidas a la membrana citoplasmica.
Este suborden contiene dos familias: Chlorobiaceae vy

Chloroflexaceae (Trapper,1976).

1.1.3, CLASIFICACION Y DESCRIPCION DB Rhodospirxillus cubim

La clasificacién de la bacteria utilizada es este trabajo
es:
Orden: Rhodospirillales
Suborden: Rhodospirillineae
Familia: Rhodospirillaceae
Género: Rhodospirillum

Especie: rubrum

Rhedospirilium rubrum, posee una forma espiral y mide 0.8 mm
de ancho por 7 a 10 um de largo; se multiplica por fisién binaria:
presenta flagelos polares y una pared celular separada de la
membrana celular por un espacio peripldsmico; la membrana celular
envuelve al citoplasma y contiene al sistema de transporte de
electrones. Si el crecimiento de la bacteria se lleva a cabo en
condiciones de baja concentracién de oxigeno o sin &1, 1a”
membrana plasmatica presenta unas invaginaciones que se denominan
cromatéfores (Schachaman y col., 1952; Newton y Newton, 1957) y
que constituyen una continuacién de la misma (fig.1l). En el
espacio periplismico existen proteinas que participan en el

transporte de electrones como el citocromo Cy (Vernon,1953). En

S
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condiciones aerdbicas sin luz las bacterias, obtienen energia a
partir de 1la oxidacién de sustratos organices. En la fase
respiratoria, no se desarrollan las invaginaciones llamadas
cromatéforos y la presencia de pigmentos estd notablemente
disminuida, obteniéndose cultivos con débil coloracién o
incoloros dependiendo, en este caso, de las presiones parciales
de oxigeno en que crecié dicho cultivo (Oelze y Drews, 1972).

Una poblacidén de R, rubrua en un amortiguador fisioldgico
sin alimento tiene una vida media de 344 hrs. con luz y de 12
hrs, sin luz (Dawes,1976). Esta bacteria almacena glucégeno o
Poli B-hidroxibutirato como reservorio de energia (Merrick,1978)
y requiere biotina para su crecimiento.

Puede utilizar como donadores de electrones y como fuente
de carbono los siguientes compuestos : acetato, butirato,
propionato, piruvato, lactato, succinato, y etanol, y, como
fuente de nitrégeno, puede utilizar los aminodcidos : aspartato,
glutamato y arginina o bien amonio o N, ; por lo tanto esta
bacteria es fijadora de nitrégeno molecular.

Bajo condiones respiratorias presenta las siguientes
actividades enzimdticas: NADH oxidasa, fumarato reductasa
dependiente de NADH, NADH deshidrogenasa, deshidrogenasa
succinica y citocromo ¢ oxidasa (Laskin y col.,1980).

Los principales fosfolipidos que forman parte de 1la
membrana del cromatéforo de R. rubrum son fosfatidiletanolamina y
fosfatidilglicerol, encontrdndose en un porcentaje menor
difostatidilglicerol (cardiolipina) y fosfatidilcolina. Al igual
que todas las bacterias gram-negativas, posee una cubierta de

peptidoglicanc de 2 nm de grosor que cubre la pared celular y



juntas, estas dos estructuras, le dan rigidez y su forma
caracteristica.

tas quinonas que contienen son ubiquinonas y rodoquinonas,
muestran que el carotenc predominante es la espiriloxantina. 1La
Ubiquinona 10 (UQy,) se encuentra tanto en condiciones
fotosintéticas como en condiciones respiratorias, pero su
concentracién es mayor durante la fase fotosintética. La
actividad de NADH -oxidasa disminuye por destruccién de la (UQyq)
por luz ultravioleta (Nishikawa y col.,1973).

El espectro total de la célula es muy especial debido a que:
a) presenta una banda de absorcién predominantemente a 550 nm
debido a la espiriloxantina y b) presenta un pico de absorcién

sencillo y simétrico de bacterioclorofila a los 825 nm.

I.2. TRANSDUCCION ENERGETICA EN BACTERIAS FOTOSINTETICAS

GENERALIDADES

En la actualidad se ha profundizado bastante en el
conocimiento del conjunto de reacciones que conducen a 1la
sintesis de ATP en la célula.

En todos los sistemas estudiados hasta la fecha se requiere
que se extrajgan electrones de algun donador, ya sea el H,0,
moléculas organicas, H,, compuestos sulfurosos reducidos, etc.,
los cuales son llevados, a través de una serie de acarreadores de
electrones, a un aceptor, formando los productos reducidos
correspondientes.

De todas formas, la transferencia de electrones proporciona

la suficiente energia para la formacién de ATP. Las etapas del



metabolisno gque comienzan con la transferencia de electrones y
finalizan con la sintesis de ATP, en bacterias y mitocondrias, se
denomina fosforilacién oxidativa; cuando este proceso es
fotoinducido y la energia requerida para 1a sintesis de ATP
proviene de la energia radiante que se transforma en energia
redox, se denomina fotofosforilacién y se presenta en bacterias
fotosintéticas y cloroplastos.

La hipétesis que ofrece una mejor explicacién sobre
el acoplamiento entre la transferencia de electrones y 1la
sintesis de ATP es la llamada hipdétesis quimiosmética propuesta
por Mitchell en 1961. Esta hipdtesis utiliza conceptos de
fisiologia de membranas, bioquimica tradicional y un concepto de
reacciones vectorjales que da lugar a la transferencia de grupos
quimicos a través de la membrana (Mitchell, 1961 y 1967).

Los postulados basicos de esta hipdtesis son:
a} Las reacciones redox suceden en una membrana cerrada,
escasamente permeable a OH™ & HY,
b) El arreglo de las moléculas transferidoras de electrones e
hidrégenos es alternada, de tal forma que a una molécula
acarreadora de electrones le sigue una de hidrégenos y asi
sucesivamente.
c) El HY necesario para formwar hidrégeno con el electrén es
tomado de un lado de la wmenbrana, y al encontrarse con un
acarreador de electrones, es soltado del otro lado de 1la
membrana; asi se produce un gradiente de H* formado por dos
componentes: el quimico y el eléctrico.

d) la energia total del gradiente de H' es la suma de amhos



componentes y es la 1llamada fuerza protdén-motriz.

e) Esta es la fuerza que se utiliza para la sintesis de ATP
mediante ls accién de una enzima ds membrana denominada ATP
sintetasa de H* (ATPasa de H') qﬁl, a través de un flujo inversc
de H* forma el ATP.

Esta hipdtesis explica el mecanismo de transduccidn
energética en Dbacterias, mitocondrias y en sistemas
fotosintéticos. Asi wnismo, se puede extender para explicar el
transporte de iones en la membrana plasmitica de las células
eucariontes.

Muchas investigaciones han mostrado gue los postulados
bisicos de esta hipdtesis son ciertos; sin embargo, algunos
detalles siguen en controversia, especialmente en lo que se
refiere al mecanismo de sintesis de ATP por la ATPasa de HY
(Boyer y col., 1977)., La hipdtesis quimiosmética le valis a
Mitchell el Premio Nobel de Quimica en 1978.

En la bacteria fotosintdtica se encontré que 1la membrana
transductora de energia, aparte de sintetizar ATP, puede utilizar
el gradiente electroguimico de H' para sintetizar pirofosfato
(PPi) (Baltscheffsky y col, 1966) a través de la enzima membranal
llamada pirofeosfatasa (PPiasa). Esta es una enzima reversible gque
al hidrolizar PPi genera un gradiente electroguimice. En este
sentido, la PPiasa es una enzima semejente a la ATPasa de H'.

Sin embarge, la ATPasa de H' es una enzima msuy compleia
tanto molecularmente, come en su mecanismo cindtico y su
regulacién (Senior, 1988; Futai y col., 1989}, En contraste,
PPiasa de nembrana es una enzima mas simple, tanto molecularmente

como en los reactivos y productos que intervienen, por lo que al

10



estudio de este sistema viene a ser una alternativa para el
andlisis de los mecanisnmos de sintesis de uniones de alta

energia.

I.3. GENERALIDADES DEL FPi
El PPi es el compuesto quimico mds simple que contiene una

unién fosfoanhidra

OH-P-0- P-OH
]

O— "m0

OH H

En ausencia de ng* la energia 1libre de 1la hidrolisis
(AG*?) del PPi es cercana a la del enlace gama del ATP; sin
embargo, en presencia de Mgz*, el D G-/ para e)l PPi se vuelve
menos negativo, ya que a diferencia del ATP, en donde el producto
(ADP) si se une fuertemente al ng*, el producto de la hidrélisis
del PPi (2 Pi) no se acompleja fuertemente con el Mg2+ {Smith y
Martell.,1981). Flodgaard y Fleron (1974) obtuvieron valores muy
precisos de AG*’ para la hidrélisis del PPi a pH 7.4 y 25°C. En
presencia de ng* el AG'+= -4.0 Kcal.mol™l pero en ausencia de
Mgz+ el AG"’= -5.7 Kcal.mol~l. Consecuentermente el pirofosfato
tiene una energia libre que podria remplazar al ATP en muchas
reacclones biosintéticas (Dawes,1986).

El PPi es el subproducto de reacciones biosintéticas como
la sintesis de polisacdridos, proteinas, &cidos nucleicos y
lipidos. Ya que nmuchas de estas reaccliones son reversibles, se

pensé durante mucho tiempo, que el unico papel del PPi era el de

11



ser hidrolizade por las pirofosfatasas citoplismicas , forsando
una barrera termodindmica que impide la reversa de estas
reacciones (Reeves, 1376).

Sin embargo, hay evidencias que indican que el PPi tisne
importancia en el netabolismo: 1) El PPi es usado en ciertas
reacciones en lugar del ATP; 2) Es usado como fuante de energia,
¥ 3) E1 PPi es sintetizado durante la fotosintesis vy

fosforilacion oxidativa.

1.3.3. EL PPi CONO SUBSTITUTO DEL ATP

Ejemplos interesantes de la substitucién del ATP por el PPi
se encuentran en los parasitos Entapoeba bhistolytica Yy
Propionibacterium sherpaii. Ambos son organismos fermentativos y
catalizan una reaccioén en la cual el PPi remplaza el ATP en la
fosforilacién de fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6 difosfato por
la enzirma PPi fosfofructocinasa (Reeves y col.,1574)

fructosa 6~fosfato + PPi —= fructosa 1,6 difosfato + Pi
y asi nismo, en estos organismos esta presente la piruvato
fosfato dicinasa catalizando la reaccidn:
fosfoenolpiruvato + AMP + PPL ——> piruvato + ATP + Pi
y la reaccion:

oxaloacetats + PPi ——* fosfoenolpiruvato + €0, + Pi
catalizada por la enzima carboxitransfosforilasa.

En algunos microorganismos hay enzimas especificas
dependientes del PPi, responsables de 1la fosforilacidn de
interzediarios de la glucdlisis (] gluconeogénesis.

SimultAneamente se encontrd que la enzima glucosa 6-fosfatasa es
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polituncional, ya que es capaz de efectuar sintesis de glucosa 6~
fosfato, dependiente ce PPi y de ATP (Lawson y Veech.,1979). Por
otro lade, Cruden y col (1983}, encuentran gue bacterias del
género Clogtridium, contienen las siguientes enzimas dependientes
de PPi: la carboxitransfosforilasa, la piruvatofosfodicinasa y la
PPi-fosfofructocinasa. También se descubrid que astas enzimas
dependientes de PPL estan ampliamente distribuidas en plantas
{Edwards y col.,1985).

X.3.2. FUENTE DR EMNERGIA DEL PPi

El PPl se utiliza como fuente de energia cuando se sdiciona
en el medic de cultivo de algunos microorganismos. Lul y
col., {1982) encontraron que las bacterias del género
Desulfotomaculum crecian pobremente en medios ausentes de PPi,
nientras que en presencia de PPi crecian de manera abundante.
Varma y col.,(1983) encontraron que en Slostridium el crecimiento
fue limitado (0.12 mg de proteina/ml) en ausencia de PPi Yy
abundante (0.65 mg de proteina/ml) si se le adic.‘:onaba el PPL .
En relacidn s esta accidn promotora del crecimiento por el PPi,
Varma sugiere gue puede deberse a un sistema simple que genera
ATP, o que el PPL sea transportado al interior de la cédlula en

donde es usado para reacciones dependientes de energia.

2.3.3, SINTESIS DR PIROFOSFATO IMORGANICO

Como se menciond anteriormente, el PPi es un subproducto
durante la sintesis de polisacédridos, lipidos, proteinas, RNA y
DNA. por otra parte, el PP{ puede ser sintetizado de }a misma
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manera que el ATP, usando la energia radiante de la luz. En 1966,
Baltscheffsky y von Stedingk demostraron que los cromatéforos da
Rhodospirillum rybrum podfan sintetizar PPL a través de una
PPiasa membranal de una manera acoplada al transporte da
electrones inducide por la luz (Baltscheffsky y col.,1967). Ia
sintesis dependiente de energia también ocurre en organismos no
totosintéticas, como lo demuestran las investigaciones de
Mansurova y col.,{1876) con levaduras y en pitocondrias de
higado.

otros descubrimientos importantes en los udltimos afos han
sido:
1~. La identificacidn del transporte del PPi a través de 1la
membrana interna mitocondrial en intercambio por ADP via el
translocador de adenin nucledtidos (Asimakis y Aprille,,1980)
2-., La generacisn de un potencial electroquimico a través de la
menmbrana de bacterias fotosintéticas (Moyle y col., 1972}, de la
membrana interna de la mitocondria y de la meabrana de plantas
{Rea y Poole.,1985; Wang y col.,1986} a expensas de la energia
liberada por la hidrdlisis de PPL

Estas evidencias han mostrado que el PPi no sélo tiens un
papel secundario en las reacciones de pirofosforélisis, sino que
es un compuesto energético que juega un papel importante en la

biocenergética de los organismos.

2.4, PIROFOBFATASAS INORGANICAR

Son las enzimas encargadas de catalizar 1a hidrélisis y la

sintesis del PP{, de acuerdo con la siguiente reaccién:
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PPA —= Pi + Pi
Existen dos tipos de pirofosfatasas en la célula, una
citoplasmica y otra de membrana. La citoplasmica sdélo hidroliza
PP1 mientras que la pirofosfatasa de membrana hidroliza vy
sintetiza PPi de una manera acoplada a la cadena de transporte de

electrones.

I.4.1, PIROPOBPFATASA CITOPLASMICA

Esta enzima, que se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza, es la encargada de desplazar el equilibrio de 1las
reacciones biosintéticas en el sentido termodinamicamente
favorable (Kornberg, 1957).

El mecanismo de reaccién, las propiedades estructurales y
las propiedades cinéticas de esta importante enzima han sido
principalmente estudiadas en la pirofosfatasa de levadura
(Cooperman, 1982). También se ha descrito su caracterizacién
molecular, su clonacién y su localizacién cromosdmica (Kolakowski
Yy col, 1988). En levadura, esta enzima es un homodimero con 285
aminodcidos y peso molecular de 32,042 daltones por subunidad.

Las reacciones parciales de la enzima en levadura son:
a)Hidrélisis del PPi, b)Recambio del oxigeno pl-Hzo“ Y
c)Recambio 32pi-pPl (Cooperman,1982).

La PPiasa cltoplasmica de 1la bacteria fotosintética R,
rubrum requiere de 2n2t para su estabilidad y ng* para formar el
sustrato de la enzima (Klemme y Gest., 1971) y se ha propuesto
una regulacién alostérica debida al efecto de los cationes

divalentes,
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1.4.1 PIROFOSFATASA DE MEMBRAMA

La existencia de este tipo de pirofosfatasa se reportd por
primera vez en la bacteria fotosintética R, rubrup (Baltcheffsky
y von Steding , 1966). Sin embargo, ahora se conoce su presencia
en otras especies fotosintéticas como Chromatium vinosum (Knaff y
Carr, 1979}, Rhedopseudomonas blastica y Rhodobacter capsulatus
{Nore y col., 1990): en mitocondria de levadura (Mansurova y
col.,1975), en mitocondrias de higado de rata y corazén de res
(Mansurova y col.,1975; Mansurova Yy col.,1977) y en cloroplastos
{Rubtsov y col.,1976}.

Probablemente la pirofosfatasa de membrana mejor estudiada
es la de R, rubrum. Esta enzima es funcionalmente semejante a la
ATPasa de H* (presente ademds en la membrana de esta bacteria),
pero con una estructura mis sencilla, sustratos mas simples e
insensible al inhibidor clasico de la ATPasa de HY, 1a
oligomicina. Esta enzima puede llevar a cabo las siguientes
reacciones parciales: a)Sintesis de PPI, Db)Hidrdlisis de PP{,
c)Intercambio’? Pi-PPi y d)Recambio Pi-Hzom.

a)Bintesis del PPi

La formacién de PPi se efectua utilizando la energia del
gradiente electroquimico de u* presente en las invaginaciones de
la membrana plasmAtica de 1la bacteria {cromatéforos) en
condiciones de iluminacién (Baltscheffsky y von Stedingk.,1966)
(Fig. 2). El sustrato de la enzima es el complejo MNg-Pi y la

reaccién requiere también de qu" libre para obtener velocidades
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Fig.

Esquema de la transduccién Energética en Bacterias

Pirpuras no Sulfurosas. Se muestra a la H*ATPasa, a la
PPiasa y al Sistema de Transporte de electrones de la
Membrana de Cromatéforo,

Simbologia:

Pgyyt Centro de Reaccién Fotoquimico

I: gntarnediurio (probablemente Bacteriofeofitina)

Fe:Q;: Aceptor primario, fierro ubiquinona

Qr1¢ quinona secundaria

byt §B= cltocromos b

Qe igquinona terciaria

Fe-S: complejo fierro-azufre de Rieske

Cy¢ citodromo C;

Fy: Parte hidrofilica de la ATPasa (subunidades
cataliticas)

Fqo: Parte hidrofébica de la ATPasa (canal de H*)

9813532 Pirofosfatasa
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maximas. El pH éptimo es de 7.5, y la sintesis de PPi es inhibida
por antimicina (que es un inhibidor del transporte de electrones)
y desacoplantes (disipadores del gradiente electroquimico) pero
no por oligomicina gque, por el contrario, 1la estimula
{Baltscheffsky y von Stedingk.,1966).

Guillory y Fisher (1972), encontraron que el patrén de
saturacién de luz para la sintesis del PPi es diferente que el de
la formacién de ATP. Estos autores demostraron ademds gque la
formacién de PPi se satura a menor intensidad luminosa que 1la

requerida para la sintesis de ATP.

b)Hidrdlimis Qe PPi

La enzima requiere iones ng+ no sdélo para formar el
complejo Mg-PPi, gque es el sustrato de la enzima, sino también
conmo activador (Randahl,1979; Celis y col.,1985). Estudios
realizados por Celis y Romero (1987) sobre la hidrdlisis de

diferentes sustratos Metal-PPi, demostraron que el an*, a bajas

2+

concentraciones, es un excelente sustrato, mientras que el Co Yy

Mp2t sustituyen pobremente al ng+. En este sentido as

24-’ C°2+ y

interesante mencionar que altas concentraciones de Zn
Mn2* producen un efecto inhibitorio. Por lo gque se refiere a la
activacién por catién libre se encontrd que el ng+ ejerce un
efecto activador a bajas concentraciones, como resultado de una
disminucién en la Km del Mg-PPi.

Por otra parte, la actividad hidrolitica estd parcialmente

reprimida en 1la 1luz, aun en condiciones en las que no hay

sintesis de PPi (Nishikawa y col., 1973), y es inhibida por Pi,
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NaF y por los andlogos del PPi: imidodifosfato (IDP) vy
cetilendifosfato (MDP)}:; también es inhibida por butanol, a
diferencia de la PPiasa citoplasmica o de la ATPasa de i que no
lo son. En R. rubrupm la actividad de hidroélisis de la Priasa es
considerablemente mids alta que la de la ATPasa de "Y, y sdlo se
igualan cuando ambas actividades se estimulan por desacoplantes
(Baltscheffsky.,1963). E1 pHKH optimo para la reaccion de
hidroélisis es 6.5 (Celis y Romero.,1987).

La PPiasa transloca H' a través de la pembrana en una
reaccién acoplada a la hidrélisis de PPi, dejando el interior del
cromatéforo cargado positivamente con respecto al exterior (Moyle
Yy ©01,1972), de manera semejante a como lo hace la ATPasa de nt.
El hecho de que la PPiasa transporte HY Y que sea sensible a
diciclohexilcarbodinida (DCCD) sugiere gue contiene un capal de

+

' semejante al de la ATPasa de H'.

c)Intercambio 32pi-ppi

Keister y Minton (1971), encontraron que los cromatdforos
de R. rubrum catalizan el intercambio 32pi-PPi en la obscuridad.
lLa reaccién es inhibida por desacoplantes, MDP y NaF, y tiene un
pH dptimo de 8.0. El intercambio regquiere iones ng" para formar
los complejos Mg~Pi y Mg-PPi, que son los sustratos verdaderos
para la reaccién, y se requiere también Mg2* libre para obtener
la maxima actividad (Celis y col.,1985), También se requiere
aproximadamente de un 75% de PPi hidrolizado para obtener el
recanbio maximo,

Celis y Romeroc en 1987, encontraron que otros cationes
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divalentes como el Mn2* Yy el co?t pueden mantener la reaccidn de
intercambio sustituyendo al qu*, pero con una eficiencia del
50%. Por otro lado, cationes como el zn?* y el Fe2* ejercen un

efecto inhibitorio sobre la reaccidn.

d)Recasbioc Pi-My01

Harvey y Keister (1981), caracterizaron estd reaccién. El
recambio Pi-~ Hzo18 se debe exclusivamente a la PPiasa menmbranal,
ya que es inhibido al 100% por NaF y al 70% por MDP, mientras que
la oligomicina no lo afecta. Los desacoplantes tienen poco efecto
en la reaccién, lo que podria significar que no depende del
gradiente de HY; la observacién de que la luz no estimula este
intercambio apoya esta afirmacidén. Esta reaccién se considera una
reaccién parcial de la hidrélisis del PPi. El oxigeno recambiado
en ausencia de MgCl, afiadido es bajo y se requiere una relacién

ch12/32P de 0.8 para alcanzar las velocidades dptimas.

I.s SOLUBILISACION Y PURIPICACION DE LA PIROFOSBFATASA DB
MEXBRAMA

La pirofosfatasa de membrana es una enzima integral de
membrana y su purificacisén ha sido diffcil. Rao y Keister en 1978
lograron solubilizarla por primera vez empleando el detergente
colato en presencia de Mg?t. En su trabajo hicieron una
purificacidén parcial con sulfato de amonio y cromatografia de
filtracién en gel. Lla enzima solubilizada requiere de
fosfolipidos para expresar su actividad.

Nyrén y col.,(1984), describieron un =método de
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solubilizacién y purificacidén més eficiente. La solubilizacién se
realiza en presencia del detergente Triton X-100, de etilenglicol
y de altas concentraciones de ng*, obteniendose un alto grado de
pureza mediante cromatografia en hidroxiapatita. Este grupo
también ha realizado una caracterizacién preliminar de la enzima
solubilizada y la ha reconstituido en liposomas (Nyrén y
Baltscheffeky,1983).

I.6 REGULACION DE LA ENSINA POR CATIONES DIVALENTES

Como todas las PPiasas, ya sean citoplasmicas o membranales
(Lahti,1983) la PPiasa de la membrana de R, rubrum requiere de
ng+ para formar sustrato (ya sea el Mg-PPi durante la hidréliisis
& Mg-Pi en el sentido de la sintesis). Sin embargo, parece ser
que el ng+ libre ejerce algun papel regulatorio sobre 1las
propiedades cataliticas de la enzima.

Randahl en 1979, reporto que el ng+ libre puede actuar
como activador en la hidrdlisis del PPi y que este catién puede
pegarse a la PPiasa y protegerla contra la inhibicidén causada por
agentes como N-etilmaleimida y 4-cloro-7 nitrobenzofurazan.
También se ha encontrado (Celis y col.,1985) que el Mg2* 1ibre
estimula la reaccién de intercambio 32Pi-PPi, sugiriendo que este
metal se pega a la enzima e induce un efecto favorable sobre esta
reaccién.

Por otro lado, datos mids recientes de nuestro laboratorio
(Celis y Romero,1987) sugieren que la enzima tiene un sitio(s)
para ng* que puede ser también ocupado por otros cationes

divalentes (an*,C02+,ca2*,etc.); induciendo un cambio en las

21



propiedades cinéticas de la enzima.

Otros datos (enviados para su publicacidn) del laboratorio,
indican que la preincubacién con ng’ a 70°C, ademis de activar
a la enzima, la protege de su desnaturalizacién. Dicho efecto es
dependjente tanto de temperatura como de la concentracién del
catién. Al ser solubilizada la enzima se sigue observando este
efecto protector aun a 65°C.

conmo puede verse, todos estos datos suglieren un sitio
regulador en la enzima para estos cationes divalentes.

Estudios referentes en la PPiasa citoplasmica de levadura
(Coopernan,1982) muestran que la enzima requiere 3 cationes
divalentes para la catdlisis, dos de ellos se unen directarmente a
la enzima, mientras el otro se coordina con el PPi para formar el
sustrato. Sin embargo, no se conoce aun el papel que juegan en la
catdlisis estos dos cationes que se pegan a la enzima, ni su
localizacidén precisa.

Tamb{én es interesante que en la ATPasa de H* mitocondrial,
altas concentraciones de ng* provocan un incremento de 1la
relacion del ATP hidrolizado y el ATP que se intercambia (Senior,
1981).

Por otra parte, Younis y col (1983) reportan medidas
directas de un sitio para ng’ en la ATPasa de H* de cloroplasto
que participa en el proceso de transduccién energética.

De acuerdo a lo anterior, es probable que una
caracteristica comin a las enzimas transductoras de energia sea
un requerimiento de metales divalentes para formar, en primer

lugar, su sustrato y en segundo, al unirse a sitios especificos,
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para inducir cambios en 1a cinética de 1a enzima. Por
consiguiente, el papel de estos cationes en el mecanismo de

transduccién energética requiere de estudios mas profundos,

1.7 LANTANIDOS

Estrictamente hablando, son lantanidos los 14 elementos que
siguen al lantanc en la tabla peridédica, en los cuales se va
llenando paulatinamente el nivel 4f con los 14 electrones que se
agregan a la configuracion del lantano. El término lantinidos se
emplea para indicar que estos elementos forman un grupo muy
vinculado, cuyas propiedades q\linlcas se asemejan a la del
lantano en forma tal que este elemento se considera como
prototipo.

En estado natural se les encuentra como mezcla de éxidos en
ninerales, siendo la monocita uno de los mas importantes.
Esencialmente se encuentran unidos a ortofosfato y a wminerales
del grupo del calcio. La Tabla 1 resume algunas de las
principales caracteristicas de los elementos de este grupo.

Estos elementos se han encontrado como traza en algunos
organismos, sin embargo no parecen jugar un papel biogquimico
conocido. Williams y Birnbaum (1970) fueron los primeros que
resaltaron la importancia de los lantanidos en los estudios sobre

el papel del ca?t

en la actividad enzimatica, ya que debido a su
similitud en el radio iénico, compiten con el calcio por los
sitios de fijacién especificos;: de esta manera se ha podido

2+

identificar el efecto modulador gque ejerce el Ca sobre la

tripsina, la acetilcolinesterasa y 1la ATPasa de ca?t {BEvans,
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1983). De igual manera son utilizados para determinar en otras
enzimas los sitios para Mg2* y otros cationes (Martin y
Richardson, 1979). Otro empleo de estos elementos es en estudios
de transporte, ya gque puede funcionar como blogueadores de
canales de Na* y K* (vang, 1989).

Debido a sus propiedades magnéticas pueden ser utilizados
en estudios de NMR y EPR dando sefales caracteristicas que
identifican sitios activos en las enzimas que 1los unen
especificamente. Por otra parte, se han empleado en la
deterninacién del numero de solvatacién de moléculas (Evans,
1983).

Aunque los lantdnidos fluorescen débilmente en solucién
acuosa, los lones terbio (Tb) presentan una intensidad de
fluorescencia que depende del ambiente en gque se encuentren,
siendo usados en estudios cuantitativos de residuos de
aminoacidos aromdticos en proteinas (Evans, 1983).

En nuestro trabajo en particular, es interesante encontrar
que estos cationes presentan una constante de asociacién muy
grande por pirofosfato, utilizandose para investigar el papel de
los cationes como sustrato en la pirofosfatasa citoplasmica de

levadura (Ting, 1984).
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1.8 OBJETIVOS

Teniendo en consideracidén que el ng2* aparte de requerirse
para formar el sustrato de la enzima, se necesita para ejercer un
papel regulatorio sobre la misma, es claro que, practicamente, es
diffcil distinguir estos dos efectos.

Por esta razdén, se pensd en trabajar con complejos M (III)-
PPi como sustrato y observar independientemente el efecto de los
cationes divalentes sobre la actividad de la enzima.

Dado que la constante de asociacién (Ks) de los cationes
trivalentes (La3*, Tb3*, Na®*, re*, etc) por el PPi est4d en el
orden de 1 X 1017 M1 (smith y Martell, 1576) y la Ks de, por
ejexplo, el Hq2+ por el PPi es de 1 X 108 M'l, es de esperarse
que en una solucién que contenga PPi, ng* y catién trivalente,
el PPi formara preferentemente un complejo con el metal
trivalente, mientras que el metal divalente quedars pricticamente
libre. De esta manera sera posible diferenciar su efecto
regulador sobre la enzima.

con el razonamiento anterior se plantearon los siguentes
objetivos de trabajo:

1. Estudiar si los complejos M (III)-PPi pueden ser sustratos de
la PPiasa de membrana e hidrolizarse.

2. Investigar el efecto que ejercen los cationes divalentes

libres sobre la hidrélisis de los complejos M (IXII)~PPi.

3. Obtener las constantes cinéticas (Km y V max) para los

complejos M (III)-PPi activados por cationes divalentes y

relacionarlas con las constantes cindticas del sustrato real

de la enzima Mg-PPi.
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NATERIALES Y METODOS

2.1 CULTIVO DE BACTERIAS

Se utilizé la bacteria fotosintética Rhodospirilium rubrum
en todos los experimentos. La cepa se obtuvo de American Type

Culture Collection ( ATCC 11176 ).

2.1.1 MEDIO8 DE CULTIVO

Los cultivos de esta bacteria se creciercn en medio sdélido

y liquido

ajMedio sélido .

En un volumen final de 1 litro se disuelven:

Extracto de Levadura,...ceeceesssccerssscsrsosaensssd g
Peptona de gelatina. . .cioieirttiereerasventsnsenenrs2 g
Agar BacterioldgicCO...ceeececsasevsesaosssscsnssasael &

El medio se esterilizé en el autoclave durante 15 min en
frascos de tapa con rosca de 15 a 20 ml de volumen, conteniendo

solamente 10 ml de medio.

b)Medio liquido
Se preparé el medio liquido con base en el método de
cohen-Bazire y col (1957), el cual es una modificacién del
propuesto por Hunter (1950).
La preparacién del medio requirié de las siguientes

soluciones:

27



i)Base concentrada. Un volumen de 2 1 contiena:

N(CH, COOH)gucecvanvrnsanerss 20.0 g
MgS504 7Ha0uicuenrarasacscnses 28.9 g
CACly6Hgeerteessssresesceesss B2 g
(NH,) gMO705,4H0. c0vevvenn...  0.185g
F@SO,THZ0 e eireesenaseesaness 0.195g
Solucién de Metales ™44™..... 100 ml
Se ajusta a un pH de 6.8.
solucién de Metales "44". La solucién de metales "44" gQue

se utiliza en la base concentrada es:

EDTAucoeerennrasesasesnnnasanees 2.5 g
FESO TH 0 vrenvrnssesensanseens 5.0 g
ZNSO,TH 0. vt verrenenreonransss 11,0 Bg
MBSO, 6 tevevrrenrrrensrasaneess 154 g
MACL 4Hz0. 0 veerrereennnoaseennes 137 g
CUSO,5H0. 1 evrrerasssranasensees 0,392 g
CO(NO3) 26H20.uerrnuraraseacaeees 0,248 g
NB B O076H . euunursrarasanecesen 0,277 ¢

HySOgetveansourosacssonsannaasss BPTOX. 4 gotas

La solucién se afora a 1 1 con agua destilada y se
adicionan unas gotas de H,50, para permitir que se disuelvan los
metales,

i1)KH, PO, 136.08 g para 1 1 de agua destilada, y ss
ajusta el pH a 6.8,

111) Acido succinico, 100'9 para 1 1 de agua destilada, y
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se ajusta el pH a 6.8.
iv) (NH,),S504, 100 g para 1 1 de agua destilada.

v,

NaCl 50 g para 1 1 de agua destilada.

vi) Acido L-glutamico, 25 g para 250 ml de agua destilada

y se ajusta el pH a 6.8.

vii) Acido L-aspirtico, 5 g para 250 ml de agua destilada
y se ajusta el pH a 6.8,
Finalmente el medio liquido contisne por cada 12.5 1, las

siguientes cantidades de las soluciones mencionadas:

i) Base Concentrada......eesseaces. 250 ml
15) KHyPOgeenevneeneienrnioneenanse, 250 ml
11f) Acido Succinico..eiviecssresesss 250 ml
1v)  (NH)380 0 cneineiicneaincscaessss 62.5 ml
V) NACl...uvenvossnsnsosnscsrsnosss 125 ml
vi) Acido L-glutdmico...eeceesseneese 25 ml
vii) Acido L-aspArtico.......cese0vees 25 =l
viii) Peptona de gelatiﬂa.............. 12.5 g
ix) AcidovNicotinlco................. 12.5 ng
x) Tiamina............. Creresenesenn 6.25 mg

xi) Blotina......civsrenvicvanrsnarans 0.125 mg

El medio se afora a 12.5 1 con agua desionizada y se ajusta
a un p{ de 6.8 y se esteriliza en el autoclave durante 45
minutos. Cuando el medio estid caliente se forma un precipitado
que se disuelve a temperatura ambjente ., El medio es transluicido

y de un color amarillo claro.
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2.1.2 SINNPRA DR BACTERIAS.

Las bacterias fueron sembradas en placa con inédculos muy
diluidos para formar colonias sencillas. Se tomé una muestra de
una colonia para sezbrarlas por puncién en frascos con wmedic
sdélido., Posteriormente se incubaron durante 12 hrs en la
obscuridad para que el crecimiento respiratorio de las bacterias
consuma el 0, presente. Enseguida se expusieron a focos con
f{lamento de tungsteno de 40 watts, a una distancia de 30 ca de
la luz a una temperatura de 30°C.

Una vez formado el cultivo bajo condiciocnes fotosintéticas,
este puede conservarse viable para resiembras durante varios
meses, La obtencién de grandes cantidades de bacteria se realiza
en cultivos liquidos de la siguiente manera:

Se le agrega medio liguido a los frascos de medio sélido y
se agitan para desprender alguna colonia, de nuevo se guardan los
frascos en obscuridad durante 12 hrs, y posteriormente se
exponen a la luz a 30°C. A los 7 dias aproximadamente se obtiens
el cultivo fotosintético, el cual se vacia en matraces de 100 ml
con medio liquido, agregando la cantidad suficiente para no mojar
el tapén de hule estéril, pero dejando la menor cantidad de 0,
posible. Se repite de nuevo el ciclo obscuridad-luz indicado para
obtener un cultivo en condicicnes fotosintéticas. Este
procedimiento se repite trasladando el cultivo a un frasco de 1 1

y posteriormente a uno de 9 1.

30



2.1.3 COSECHA DE BACTERIAS.

Se procedié a cosechar el cultivo a 1los 7 dias
aproximadamente, cuando éste alcanzd la fase logaritmica tardia.
La curva de crecimento se obtuvé con un fotocolorimetro con
filtro rojo (fotocolorimetro Klett-Summerson).

La cosecha se realizé por centrifugaciones sucesivas del
medio de cultivo a 8 000 x g durante 15 minutos, obteniéndose
pastillas de bacterias, las cuales se lavaron dos veces en un
amortiguador MOPS 50 mM y KCl1 50 mM pH 7.5 y se centrifugaron a
8 000 x g durante 15 minutos, eliminando asi los residuos del
medio y los desechos. Las pastillas se pesan Yy se guardan en un

refrigerador REVCO a -70°C.

2.2 OBTENCION DE CROMATOFOROS.

A partir de las bacterias se obtienen los cromatéforos con

el procedimiento reportado por Baccarini-Melandri y col., (1370):

- Se resuspenden las bacterias en un amortiguador Tris-cl 10 =M
pH 7.5 en relacién 1:10 (peso: volumen), se homogenizan y se les
agrega DNAasa en proporcién de 1 mg por 100 g de peso humedo de
bacterias y 1 mM de MgSO,.

- Se sonican en volimenes de 15 ml durante 2 minutos en un
sonicador tipo M.S.E. a la maixima potencia , en un bafo de hielo
a 4°C (Scholes y col., 1969).

- Se centrifugan a 20 000 x g durante 20 min, para eliminar las
células sin romper, cédpsulas, etc, gue guedan en el precipitado.

Se tosa el sobrenadante y se centrifuga a 100 000 x g durante 80
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min.

- El precipitado de cromatdforos se resuspende en un amortiguador
Tris~Cl 10 mM con EDTA 5 M y EGTA 2 mM a pH de 7.5, para quelar
los cationes divalentes, presentes en la preparacidn (Mg2t y
caz’) y se centrifuga a 100 000 x g durante 80 min.

- El precipitado obtenido se resuspende en Tris-Cl 10 mM, pH 7.5
y se centrifuga a 100 000 x g duante 80 min para lavar el exceso
de quelantes.

- Se resuspende la pastilla de cromatéforos en el amortiguador
del paso anterfor a una concentracién de proteina cercana a 25
ng/ml.

- La preparacién de cromatéforos se guarda a 4°C durante los
siguientes tres dias, ya que en este lapso de tiempo no se han

detectado cambios en la en la actividad de pirofosfatasa.

2.3 DETERMINACION DR PROTRINA.

La cantidad de proteina para los ensayos se determiné por
el nétodo de Lowry y col., (1951), utilizando estandares de
albimina de suero de bovino (BSA) y un intervalo de concentracidn

de 0 a 400 pg de proteina/ ml.
2.4 DETERNINACION DR LA ACTIVIDAD DB PIROCFOSFATASA BN BL
CRONATOFORO.

La actividad de pirofosfatasa se determiné cuantificando
el fosfato (Pi) liberado a partir de la hidrolisis del PPi, a
30°C .
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La PpPiasa se incubdé en la obscuridad, para evitar 1la
sintesis del PPi promovida por 1a energia de 1a 1luz; por tal
motivo, se utilizé un cuarto iluminado con luz verde de seguridad
(Schiff,1972).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen de 0.5 ml,
agregando 1 mg de proteina de cromatdforo por tubo. El medio
también contenia Tris-maléico 50 =M pH 6, Nay;P,0, en
concentraciones equimoleculares con M (III) y cationes divalentes
libres.

La reaccién se inicié con la adicién de la enzima
(cromatéforos) al medio de reaccién, y se determinaron las
velocidades iniciales; la reaccién se terminé agregando 0.1 ml de
TCA al 308 (p/v). Finalmente se centrifugé el ensayo a 3000 rpm
durante 10 2in y se determiné la cantidad de Pi liberado en el
sobrenadante.

Se utilizaron dos métodos colorimétricos de diferente
sensibilidad para la cuantificacién del fosfato liberado en el
medio de reaccién:

i) E1 de Sumner (1944), con una sensibilidad de 80 a 1600

nooles.

Reactivos:

I: a

Molibdato de amonio .......... 80 @
b

Agua bidestilada ............ 800 ml

C) HaSO4 severvnrssarcscevoaess 110 nl

II: a) sulfato de Elon ......ccc00000 10 ¢

b) Metabisulfito de sodic ....... 30 g
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c) Agua bidestilada .....cec00000 1.0 1

Se pone la muestra de Pi y agua bidestilada en un volumen de 2
ml. Agitar.
- Agregar molibdato - &cido sulfurico (I) 0.25 ml. Agitar.

Agregar Elon (II) 0.25 ml, Agitar,

Esperar 10 minutos.

Leer absorbancia a 660 nm.

ii) El de Chase y Shaw {1956), que tiene una sensibilidad de

10 a 70 nmoles.

Reactivos:

a} Acido ascérbico 10%. Debe prepararse en el momento de su uso.
b) Molibdato de amonio al 42% en una solucién 1 N de H,S0,. Es
estable a temperatura ambiente.

Mezcla:

Una parte de (a) por 6 partes de (b).

- Se anade 0.7 ml de mezcla a 0.3 ml de solucién de fosfato en un
tubo de ensaye y se incuba durante 20 minutos a 45°C 6 una hora

a 30°'C. Se lee absorbancia a 820 na.

Para 1a cuantificacién se realizaron curvas patrones con
estidndares de fosfato en ambos casos.

La actividad especifica de hidrélisis se expresé en nmoles
de Pi/ ( min . mg ) de proteina.

2.5 DETERMIMACION DE PRECIPITADOS EX LAS SOLUCIONES.

El cloruro de lantano y el pirofosfato de sodio en solucidn
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acuosa tiene un valor de pH de 5.7 y 10.2 respectivamente. Su
relacidén estequiométrica de rezcla a pH basicos es zenor que
0.75, por lo que la sal formada la, (P,0,); . 8 Hy0 se precipita.
Por otra parte, la reaccién en un medio Aacido (por ejemplo HCL 1
N )} tiene una relacién estequiométrica mayor que 0.75 formandose
la sal LaHP,0, . 2H;0, que es un complejo mis soluble (Sheka y
Sinyavskaya.,1966}).

Nosotros trabajamos a pH 6 por lo que determinamos la
existencia de precipitados; para cuantificar la cantidad de PPi
libre, no precipitado, utilizanos un método colorimétrico
(Heinonen y Kukko.,1981). Las mediciones se realizaron bajo
nuestras condiciones experimentales (tris maléico 50 =M pH 6.0, a
30°'C). Y se obtuviercn una curva estandar de PPi y una curva del

complejo La-PPi para el mismo intervalo de concentraciones.

Reactivos:
2) HySOg vvevvarvrnnsnnnasneesasenas 5N
b

-

Heptamolibdato de amonio ......... 40 =M

c¢) Trietilamina

]

-

Solucién MT 4 ml (b), 1 ml (a) y 50 ul (c)

-~

2-mercaptoetansol +..iseviesessecse 1 N

- Se toma la nmuestra de PPi y se le agrega 200 ul de solucidn
{a).

~ Se afora a 2 ml con agua bidestilada.

-~ Se agrega 1 ml de la solucidén MT. Se espera 15 minutos.

- Se agrega 500 pl de (a) y 150 ul de 2-mercaptoetanol.

- Se espera 15 minutos y se lee absorbancia a 700nm.
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2.6 MEDICIONES DE FLUORESCRNCIA.

El complejo de La-PPi se =midié utilizando espectrofotometria
de fluorescencia . El aparato empleado fue un espectrofotémetro
de Fluorescencia Modelo 650-15, Hitachi. La longitud de onda de
excitacién fue de 280 nm y la de emisidén de 350 nm, con base en
el trabajo de Hashimoto y Rotteberg, 1983, y del espectro da

enisién obtenido experimentalmentas.

2.7 CALCULO DE LAS CONCENTRACIONES DE LAS ESPECIES LIDRES Y DR
LOS CONPLEJOS BN EL MEDIO DE REACCION.

Las concentraciones de los metales libres, de los ligandos
{diferentes formas idnicas del PPi) y de los complejos Metal-
Ligando (M~L) se calcularon con un programa de computadora . Este
programa resuelve el sistema de ecuaciones simultdneas que
describen el equilibrio que existe entre las diferentes especies
involucradas en la formacidn de los complejos y las especies
libres. El programa fue elabrorado por el Dr. Kentish C. del
“Departament of Physiology University College, London University"
Yy por el Dr. Mas O. del Instituto de Pisiologia Celular de 1la
UNAM. El prograsa se corrié en una minicomputadora PDP 11 34
Digital.

Las constantes de agociacidn (Ks) utilizadas se tomaron de
Martell y Sillén (1571) y de Smith y Martell (1976), las cuales

se definen como :

Kg= [ML]/ (M) [L} en donde M = metal y L = ligando,
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Logaritmos de las constantes de asociacién.

Complejo log de Ky
PP H sovvvvneeneneanes 8.3
PPL Hyvuvivevnsnseossss 6.0
PPi Hyvervnroinrneannns 2.7
PPL Hyeovrrnenornenonns 2.5
PPi- MJiiveesssseesnnes 6.0
PPi= 2Ncccceecnnacess. 11,66
PPi~ LA...ccvvevseene. 16,72
PPi~ Laj.cestececsasss 19.53
PPi- Ndj.ecooeeensnsas 19,98
PPi= Thy.evseeveoeaess 20,50
PPi-Fe@ze.cveversonasss 23,00
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

Para principiar nuestro trabajo decidimos centrarnos en el
estudio del complejo La~PPi, Esta eleccién se debisd a que el radt
es el catidén prototipo de la serle de trivalentes a estudiar, a
que se conoce su Ks por el PP y a su relativa disponibilidad.
Por esta razén en los siquientes experimentos se utilizé este
complejo y en las ultimas secciones se emplearin otros complejos
M (III)}-PPi.

Por otra parte, 1la concentracién de cationes divalentes

2+

empleada fue de 1 aM para el ng* Yy 0.5 mM para el Zn*", esto con

base en el trabajo previo realizadc en el laboratorio.

3.3. ACTIVIDAD EIDROLITICA DB LA PIROFOSPATASA DE
MEXBRAMA, UTILISANDO CONG SUSTRATO AL CONPLEJC La-PPi

Teniendo en consideracién que el complejo La-PPi es
diferente del sustrato de la enzima Mg-PPi, lo primero que se
quizo determinar fue si podia ser reconocido e hidrolizado por 1la
enzima. Dado que la solubilidad del complejo La~-PPi es
dependiente del pH, siendo =ma&s soluble a pH &cido, y dado que el
PH dptimo para la hidrélisis de pirofosfato es de 6.5, decidimos
medir la actividad a pH 6.0, donde todavia 1la enzima tiena una
buena actividad hidrelitica (Celis y Romero,1986) y tratando de
tener al complejc lo mds soluble posible (Vease seccién 3.7).

En el cursc temporal que se presents en la Fig. 3 se
chserva que utilizando 0.5 =M del complejo La-PPL, 1a enzima sélo
hidroliza 5 nmoles de Pi/ wg de proteina en 5 minutos; esta baja
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Fig.3 Curso temporal de 1la actividad hidrolitica de 1la
pirofosfatasa de membrana, usando como sustrato al La-PPi en
ausencia y presencia de catién libre. Medio de reaccién :
Tris-maléico 50 mM pH 6.0, NayP,09 0.5 mM, LaCly 0.5 mM;
temperatura de incubacién 30°C. ¢ sin catién libre, ¢ con 1 aM
de MgCl,, © con 0.5 mM de 2znCl,. Las otras dos curvas son
controles de la hidrdlisis de 1la enziea con: & MgCl; 1 =M y

Na P30, 0.5 mM ; @ 2nCl, 0.5 EM y Nag2P,0, 0.5 mM.
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hidrolisis se obtuvé incluso a tiempos largos (60 min, datos no
nostrados en 1a Fig. 3). Al adadir al medio 1 wM de Mg2% 1ibre,
el couplejo La-PPi se hidroliza con una actividad especifica de
20.17 nmoles Pi/mg de proteina en 5 minutos. Sin embargo, cuando

se afade al medio 0.5 =M de zn?' libre en lugar de Mg 2*

+ tenemos
una considerable hidrolisis del La-PPL (en S wminutos, 201 nmoles
Pi/ng de proteina}. Como puede observarse, este es un efecto
activador que depende del tipo de catién divalente libre que esté
en el medio de reaccidén. Coémo pardmetro de comparacién, en la
Fig.3 se presenta también la actividad del complejo Mg-PPL y 2n-
PPi a las concentraciones de 1 wM Mg%* y 0.5 mM zn?* con 0.5 &M
de PPi en ambos casos; se aprecia que la hidrolisis de La-PPi

2+

activado por zn 6 xgz‘ libre es menor que la de los complejos

Mg-PPL O Zn-PPi.

3.2 CINETICA DE LA NIDROLISIS DEL COMPLRIO La~FPPi Y LA
AcTIVACION ror g2t o gndt

Una vez determinado el efecto activador del ng‘ Yy el zn2t
sobre la hidrélisis del complejo La-~PPi, se procedid a estudiar
su cinética. Con base en los datos del experimento anterior
utilizamos come velocidad inicial un tiespo de reaccién de 1
minuto.

En la Fig. 4 se nmuestra la actividad hidrolitica de 1la
pirofosfatasa de membrana, variando la concentracidn del complejo
La~PPi, en presencia de una concentracién fija de catidén
divalente. En ausencia de cationes divelentes, la actividad de

pirofosfatasa alcanza un maximo cuando la concentracién de{
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activacién por Mg?* y zn2*. Medio de reaccién :

o
1/concentracion

cinética de 1la hidrdélisis del complejo La-PPi y 1la

Tris-maléico 50

mM pH 6.0, la concentracidn de LaCl, y Na,P,0; como se indica en

la figura, se incuba el sistema a 30°C y durante 1 min. de tiempo

de reaccién 2 sin catién libre,

oM de ZnCl,.
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complejo La-PPi es de 1 mnM, para luego disminuir a
concentraciones altas, Es conveniente recordar que la solubilidad
del complejo La-PPi, aparte de ser dependiente del pH, es
dependiente de la concentracién, por lo que a partir de 1 mM se
observa la precipitacién del mismo. Sin embargo creemos gue esta
no es la causa del decremento en la actividad, ya que al
determinar la cantidad de PPi, se encontré en el medio de
reaccién; a 3 mM de La-PPi un 65% de PPi soluble (ver seccién
3.7).

La hidrélisis del complejo La-PPi en presencia de 1 mM de
qu+ se incrementa, observandose una cindtica de saturacién a
partir de 1 mM.

El complejo La-PPi con 0.5 mM de Zn 2+ 1ibre presenta un
comportamiento en la actividad de hidrélisis 3 veces mayor con
respectc al del qu* a bajas concentraciones; sin embargo existe
a partir de 0.75 mM de sustrato, una disminucién marcada de 1la
actividad. Esto podria atribuirse a que el sustrato puede ser un
inhibidor en altas concentraciones, lo cual requiere de un
estudio mis detallado.

Los valores de Km y Vmadx fueron obtenidos a través de la
grafica de Lineweaver-Burk (Fig. 4 abajo) tomando los valores
hasta 1 mM de sustrato, para evitar efetor inhibitoriocs y fueron

los siguientes:

Sustrato Catisdn libre Km (mM) Vmax nmoles Pl/(mg de prot-min)
La-PPi - 0.81 14.83
La-PPi 1 mM Mg2t 0.2 36.00
La-PPi 0.5 mM zn2* 0.13 120.00
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Como puede naotarse, en presencia de cationes divalentes
libres la Xm disminuye considerablemente, aumenta la Vmix,
indicandonos un efecto activador del catidn. Asi mismo, puede
apreciarse diferencias en la constante para cada tipo de catién.

Para analizar nmejor los efectos observados en este
experimento, se llevo a cabo el andlisis que se describe en la

siguiente seccién.
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3.2.1 EFECTO DN LAG CONCENTRACIOMRS DS La-pPi, La’t
LIBRE, PPL LIBRE, Ng?' LIBRE Y Ng-~PPi

yUtilizando las constantes de asoclacién reportadas (Martell
y Sillén, 19731; Smith y Martell, 1976) se calcularon en 1la
computadora, con el programa Iones, las concentraciones de los
complejos y de las formas libres de las especies que
intervinieron en el experimento de la Fig., 4. Para éste andlisis
unicamente tomamos los valores hasta 1 mM, para evitar los
efectos de inhibicién que se observaron en el caso del zn?t,
Estos datos se graficaron, en la Fig. 5, para el caso del Mg 24y
en la Fig. 6 para el caso del zn?*,

En la Fig. 5 se puede observar que al incrementar 1la
concentracién de La-PPi, manteniendo fija la cantidad de catidn
divalente libre, la actividad hidrolitica aumenta de una manera
semejante a la del complejo La-PPi, indicando que es ésate
complejo el que esta siendo hidrolizade por la enzima. Taabién
existe, como puede verse en la Fig.5, una paquefia cantidad de
complejo Mg-PPi formado (a 1 mM de La-~PPi afadido, hay 0.125 aM
de Mg~PPi). Para corroborar que la hidrélisis cbtenida no era
debida a esta concentracién de Mg-PPi se determind la hidrdlisis
del complejo Mg-PPL a 0.125 M y 1 mM de Mg libre. La actividad
obtenida fue de cero, indicéndonos nuevamente que la hidrélisis
gue observamos es debida al complejo la~-PPi activado por qu"' Y
no al complejo Mg~PPi.
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3.2.2 EFECTC DE LAS CONCENTRACIONES DE La-PPi, La’t
LYBRE, PPi LIBRE, $n?* LIERS Y En-PPi

Para el caso de la hidroélisis del La-PPi en presencia del
2n?* 1libre, el analisis de 1la Fig. 6 indica un compertamiento
semejante al del caso cen Mgz* libre y se ve claramente gue la
actividad depende de la concentracién de La~-PPi. Aqui tambieén
existe un complejo Zn-PPi cuya concentracién es mayor con
respecto a la calculada para el Hg"”’ libre, ya que la constante
del 2n?t por el PPi es nayor gue la del ng‘. Al realizar el
experimento con esta cantidad de complejo Zn-PPi y 0.5 mM de zn?t
libre, observamos que no hubo actividad hidrolitica, lo que nos
indica gue la cantidad aportada por este corplejo es nula.

Tanto en la Fig. 5, como en la Fig. 6, la cantidad de Ppi
libre es muy baja (abajo de 0.1 pM ). Dado que el PPi libre es un
inhibidor muy débil para esta enzima, teniendo una Ki del orden
de mM (Sosa y col, 1991) el PPi libre que tenemos en nuestro
experimento no debe estar inhibiendo a la PPlasa.

La cantidad de La3* libre en este experimento es, para el
caso de la actividad estimulada por llgz’, de 0.2 nM en la sixima
concentracidén de sustrato; mientras que para la actividad
estinulada por zn2*, hay 0.4 N de La’t. Se ha reportado gue en
la ATPasa de ca?* de vesiculas de reticulo sarcoplasmico
(Fujimori y Jencks, 1990) el La3* libre inhibe al 50% la
hidrolisis de ATP a una concentracidﬁ de 0.16 M. Por lo tanto
podriamos pensar gque la inhibicién obtenida a altas
concentraciocnes de sustrato La~PPi, en la actividad estimulada

por 2n?*, podrfa deberse a la presencia de La®* 1libre; sin
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Fig.6 Relacién de la Actividad hidrolitica de la pirofosfatasa

con la concentracidén de los complejos de PPi y las especies
libres involucrada en el experimento de la Fig.4. La actividad
hidrolitica (0) se grafica en el eje de 1la derecha y las
concentraciones calculadas para cada especie se encuentran en el

eje de la izquierda.
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embarga, esto solo puede determinarse, para nuestro sistema
obteniendo la Xi de La’t iibre.
En resumen, este analisis nos indica que en presencia de

Mg?* ¢ zn?* el complejo que ests siendo hidrolizado es el lLa-PPi.
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3.3 BEFECTO DE LA CONCENTRACION Y DEL TIPO DB CATION LIBRE BN
LA REACCION DE HRIDROLIBIS DR LA PIROFOSFATASA DB XNENBRANA,
UTILISANDC COMOC SUSTRATO La-PPi

Para averiguar si{ otros catiocnes divalentes ejercian un

2+ gobre 1la

efecto semejante al encontrade para el qu‘ Yy el Zn
hidrélisis del complejo La~-PPi, se probaron los siguientes
divalentes: C02+, un2t Yy ca?t. La Fig. 7 muestra el efecto de
concentraciones crecientes de diferentes cationes divalentes
sobre la actividad de la pirofosfatasa de membrana, manteniendo
fija la concentracién del sustrato La-PPi a 0.5 mM.

A excepcién del Mg?*, que aumenta la actividad de la enzima
al aumentar su concentracién, todos los demds cationes presentan
un efecto bifdsico sobre la hidrélisis de La-PPi, incrementando
la actividad enzimatica a bajas concentraciones, pero
inhibiendola a altas concentraciones.

Como puede verse, la estimulacién de la hidrélisis del
complejo La-PPi depende tanto de la concentracién, como del
catién divalente utilizado en la reaccidn.

Para tratar de entender mejor lo que sucedia aen este
experimento,se calcularon las concentraciones de los complejos y
especies libres que se formaban utilizando como ejemplo 2

cationes: el Mg2t y el zn2' (éste ultimo con efecto bifasico).
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Fig.7 Efecto de diferentes cationes divalentes sobre 1la
hidrélisis del complejo La-PPi. Medio de reaccidén : Tris-maléico
50 nM pH 6.0, uclz 0.5 nM, Na,P,0; 0.5 mM se incubé al sistema
a 30°C durante 1 minuto con los siguientes cationes: o-Mg2*,

0-2n?*,0-Mn2*,a-co?* ya-calt,
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3.3.1 ANALISIS DR LAS CONCENTRACIONES CALCULADAS DR LOS
COMPLEJCS Y BSPECIRS LIBRES DE LA PIG.7

Mg.- Tomando los datos para ng’ del experimento de la Fig. 7 y
tomando en consideracién las constantes de asociacién apropiadas,
se calcularon las concentraciones de los complejos y especies
libres involucradas en dicho experimento y se grafico en la Fig.
8. Se puede observar cémo la concentracién de complejo La~-PPi se
mantiene constante y la concentracién de ng* libre aumenta a lo
largo de la graAfica. Aunque se produce el complejo Mg-PPi, éste
alcanza, en su nivel maximo, una concentracién de 0.4 uM ,
concentracién a la cual no es perceptible la hidrdélisis de este
conmplejo. Por lo tanto, el unico responsable del efecto activador
es el Hg2+ libre. Las concengraclonas de PPi 1libre pueden

despreciarse pues estdn en el orden de 0.01 nM.

Zn.~ De la misma manera que se calcularon los complejos y
especies libres para el caso del ng*' se calcularon los
correspondientes para el caso del zn?t, Estos datos se muestran
en la Fig. 9. El complejo La-PPi se mantiene constante a lo largo
del experimento mientras gue la concentracién de zn?* 1ibre
aumenta. La actividad hidrolitica, que como ya se indicé presenta
un comportamiento bifisico, se incrementa hasta 0.5 mM de 2nCl,.
Este primer efecto puede ser debldo, de acuerdo a la grafica, a
dos factores: 1Y al aumenta de 2zn?* 1libre y 2° al 1ligero
aumento del complejo Zn-PPi.

Para descartar la 2a. posibilidad, se comprobdé que no habia
actividad hidrolitica en el punto de maxima hidrélisis obtenida,
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Fig.8 Andlisis de 1las concentraciones calculadas de los
complejos de La-PPi y Mg-PPi y de las especies libras
involucradas en el experimento de la Fig.7. La actividad
hidrolitica se encuentra en el eje de la derecha y los datos

calculados en el eje de la izquierda.
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Fig. 9 Andlisis de las concentracicnes de los complejos La-PPi y
Zn~PPi y de las especies libres involucradas en el experimento de
la Fig. 7. Ia actividad hidrolitica experimental se encuentra en
el eje de la derecha y los datos calculados en el eje de la

izquierda.

53



que corresponde a una concentracién de 0.54 uM de Zn-PPi y 0.5 mM
zn2* 1libre. Por 1o tanto, la activacién observada solo puede
deberse al efecto del zn?* libre sobre la enzima.

En la grafica también se observa un incremento de la
concentracién libre de La3*, aungque esta es pequeia 0.05 uM); sin
embargo, teniendo en consideracién los datos ya referidos en 1la
ATPasa de ca2* de vesiculas de reticulo sarcoplasmico,
consideramos que en este experimento no hay un efecto inhibitorio
importante del catién trivalente libre. Aunque esto solo podria
comprobarse obteniendose la Ki de La3* para este sistema.

De estos experimentos podemos concluir que la activacidén de
la hidrélisis del complejo La~PPi depende del tipo vy

concentracién del catién divalente empleado.
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3.4 CINETICA DE LA HIDROLISIS DE DIFERENTES COMPLEJIOS
M (IXI)- PPi ACTIVADA POR Ng?' LIBRE

Una vez caracterizada la activacién de la hidrolisis del
complejo La-PPi por catiocnes divalentes, se traté de examinar la
especificidad de la pirofosfatasa de membrana por otros sustratos
M (III)-PPi. En la Fig. 10a se wmuestra la actividad hidrolitica
de la enzima utilizando como sustrato Nd-PPi, Fe-PPi, Tb-PPi y
La~PPi en presencia de 1mM de MgCl,. El comportamiento cinético
no fue tipicamente Michaeliano en todos los sustratos, esto
podria se explicado por la dificultad experimental que tuvimos al
trabajar con conmplejos trivalentes ( bajas actividades de
hidroélisis, presencia de precipitados, oxidacidén, etc.). Y como
se aprecia en la Fig.10a, en algunas curvas (por ejemplo NA-PPi})
ne se realizd el expererimento a concentraciones altas evitando
asi algun efecto de precipitacidn.

La Fig. 10b muestra la grdfica de Lineweaver-Burk del
experimento y en el recuadro de la misma se presentan las
constantes cindticas (Km y Vméx); 1a Km para cada complejo varia
desde 0.078 mM para el Nd-PPi hasta 2.0 mM para el complejo Tb~
PPl mientras que la Vmix no varia considerablemente., Estos datos
nos sugieren que el Mg2' libre activa a la enzima de una manera
tal gque el sitioc activo muestra selectividad por el sustrato
complejo M (IXY)~PPi.

Por otra parte, haciendo un andlisis comparative de la Km
con el sustrato real de esta enzima Mg-PPi activado con 1 mM de
ng* libre es de 0.6 mM mientras que su Vmix es 333 nmoles Pi /

{nin.mg de proteina ). Esto nos indica que 1los sustratos
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Fig.10 Cinética de la activacién por Mgz+ de la hidrélisis de
diferentes complejos M (III)-PPi. a) Medio de reaccién:
Tris-maléico 50 mM pH 6.0, 1 mM de MgCl,, se incubé a 30°C. Se
usaron los siguientes sustratos : La-PPi, Nd-PPi, Tb-PPi y Fe-
PPi. Los metales trivalentes se afadieron como clorurcs y el
pirofosfato en la forma sédica. b) Grafica de Lineweaver-Burk de
los datos de a).

Nota: Unidades de V mix nmoles Pi/(min.mg de proteina).
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3.5 CINETICA DE LA HIDROLISIS DB DIFERENTES COMPLEJOS

X (IIX)-PPi ACTIVADOS POR 3n?* LIBRE.

La actividad hidrolitica en funcidén de la concentracién de los
sustratos Nd-PPi, Fe-PPi, Tb~PPi y La-PPi en presencia de 0.5 mM
de zn?* libre se presenta en la Fig.lla. Como se demostrd para el
caso del La-PPi, al utilizarse como sustratos otros M (IIII)-PPi,
la activacién con 2Zn2* es mayor que la encontrada con Mg2*.

En la Fig. 11b se nuestran las dobles reciprocas de
nuestros datos y en el recuadro se presentan la Km y Vmidx
obtenidas.

La Km para los diferentes sustratos es la misma (0.126 mN)
y la V max varia de 22,2 nmoles/ (min.mg de proteina) para Fe~-PPi
hasta 200 nmoles/ (min.mg de proteina) para el complejo La-PPi.

Estos valores nos sugleren que, en este caso, el efecto
activador del zn2* hace que la enzima tenga la misma afinidad
(representada por la misma Km ) por cualquier complejo M (III)-
PPi pero variando la Vmax. Esto podria interpretarse como que el
2n?t preduce un estado del sitio activo completamente "abierto® a

los sustratos M (III)-PPi.
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Fig.11 Cinética de la activacién por zn?* libre de la hidrélisis
de diferentes complejos M (III)-PPi. a) Medio de reaccidn:
Tris-maléico 50 mM pH 6.0, 0.5 mM de InCl,;, se incubé a 30°'C. Se
usaron los siguentes sustratos : La-PPi, Nd-PPi, Tb-PPi y Fe-PPi.
Los metales trivalentes en forma de cloruros y el pirofosfato
en la forma sédica. b) Grafica de Lineweaver-Burk de los datos de
a).

Nota: Unidades de V max nmoles P/(min.mg de proteina).
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Fig. 12 Fluorescencia del complejo La-PPi bajo diferentes
condiciones experimentales. a) Fluorescencia emitida por el
complejo La-PPi, utilizando una longitud de onda de excitacién de
280 nm y midiendo la emisidén a 350 nm. b) Sefal de fluorescencia
por el desplazamiento por el La3* de los cationes divalentes en
los complejos : Mg-PPi, Zn-PPi y Fe-PPi. c) Efectc de la
concentracién creciente de catién libre (ng’, zn?t, Pez‘) sobre

la fluorescencia del complejo La-PPi.
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sefial de fluorescencia. Para los dos primeros complejos, cuyas
constantes de asociacién por PPi son inferiores que 1la del
conplejo La-PPi, se encuentra un desplazamiento inmediato del
catién divalente por el Lacl,;, obteniéndose una sefal de
fluorescencia muy parecida a la de la Fig. 1l2a, lo gque nos
sugiere que el desplazamiento es completo. Por otro lado, con el
uso del tercer complejo cuya constante de asociacién por PP es
mayor gque la del La’*, solamente se observé un desplazamiento
hasta después de la equimolaridad.

En la Fig. 12c estudiamos el efecto de las concentraciones
crecientes de cationes divalentes en la estabilidad del complejo
La~PPi (0.2mM). Para el caso del ng+ Y Zn2+, nuevamente
encontramos que practicamente no alteran la sefal de
fluorescencia dada por el complejo, sugiriéndonos que estos
metales libres no son capaces de desplazar al lantano bajo
nuestras condiciocnes experimentales. Para el caso del Fe3* st
existe un apagamiento de la sefal de fluorescencia, pero se
necesita el doble de la cantidad del complejo La-PPi para llevar
a cero esta seifial.

Lo gque podemos concluir de estos experigentos es que el
complejo La-PPi es muy estable, dando una sedal de fluorescencia
que practicamente no se altera por la presencia de cationes qu*
Yy 2n2t 1libres 1o que nos indica que bajo nuestras condicicnes
experimentales el complejo no es desplazado por Mg?* & zn2*,

validando nuestros resultados experimentales con la enzima.
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3.7 DETERMIMACION DE PRECIPITADOS

Come se mencionéd en la metodologia, estos complejos
M (III)-PPi a pH 6.0 podrian presentar cierta precipitacién que
aumenta dependiendo de su concentracién. Por esto creimos
necesario conocer la cantidad real del complejo disponible para
la enzima en nuestras condiciones experimentales y conocer ademas
si la presencia de cationes libres tiene alguna repercusidén en la
solubilidad del complejo. Estos datos se muestran en la Fig. 13,
Encontramos que el La-PPi se encuentra practicamente en solucidn
hasta una concentracidén de 0.2 mM, y va disminuyendo lentamente
hasta obtenerse un 35% de precipitacién a una concentracidén de 3
nM. En presencia de Mg?* la precipitacién aumenta en todas las
concentraciones, encontrindose desde su inicio cierta cantidad
precipitada y llegando a una precipitacién del 54% a 3 mM del
complejo La-PPi. Esto mismo se observé para el caso del zn?*
teniendo una precipitacién muy parecida a la del ng*, pero
utilizando en este caso la mitad de la concentracién de catién,
que en la del Mg2*,

Estos precipitados podrian estar contribuyendo en la
inhibicién observada en el experimento de la Fig. 4, sin embargo
no creemos que sea de una manera importante ya gue a 3 mM del
complejo La~PPi tendremos disponible para la enzima mas de 1.5 mM
suficiente para ser hidrolizado y no presentar una inhibicién por

carencia de sustrato.
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Fig. 13 cuantificacidén de la concentracién de complejo La-PPi
soluble disponible para la hidrélisis . Medio de reaccién: Tris-
maléico 50 mM pH 6.0, La-PPi equimolecular, se incubdé en bano de
agitacion constante a 30°C. O Sin Catidn libre, 8+ 1 mM de MgCl,,

A+ 0.5 mM de chlz.
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COMCLUSIONES

Con base en los datos experimentales obtenidos en este
trabajo respecto a la regulacién que ejercen los cationes
divalentes en la actividad hidrélitica de la Pirofosfatasa de

membrana podemos resumir lo siguiente:

1) Los complejos M (III)-PPi son reconocidos como sustrato
por la Ppiasa de membrana, sin embargo son débilmente
hidrolizados.

2) En presencia de catidn divalente libre la enzima se
activa e hidroliza a los complejos M (III)-PPi,

3) La Activacién depende del tipo y concentracién de
catién divalente libre.

4) La Activacién por qu* hace que la enzima tenga
diferente selectividad por los complejos M (III)})-PPi pero sin
variar la V méx.

5) La Activacién por 2n2*  hace que la enzima tenga la

’misma Km para todos los complejos M (III)-PPi pero varie su Vmax.

6) La sefial de fluorescencia emitida por el complejo La-PPi
permitié verificar su estabilidad en solucidén y comprobar que en
nuestras condiciones experimentales los catlones divalentes se
encuentran en estado libre.

7) Se demuestra la existencia de sitio(s) para catién

divalente que regula la actividad de la PPiasa de membrana.
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