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UlllDll 

Lo• croaatóforos de la bacteria 

Rbodospirillua ~ contiene una pirofoefatasa de meabrana que 

aintetiza o hidroliza PPi de una aanera acoplada al ;radiante de 

H+ • El auatrato real para la hidróliaia de PPi ea el complejo 

Mq-PPi, ain eabarqo, se ha auqerido que el Mq2+ ejerce un papel 

regulador sobre la pirofosfatasa de membrana de Rhodospirillum 

~- otroa catione• divalent~• co•o zn2+, xn2+, ca2+ entre 

otros, requlan taabién a la enzia.a. En este trabajo se utilizan 

loa complejo• M (III)-PPi coao aon : La-PPi, Tb-PPi, Nd-PPi y 

Fe-PPi, que prActicaaente no son hidrolizablea, para evidenciar 

la activación por el Mq2+ y zn2+ libre. Se encontró qua eatoa 

cationes, dependiendo de su concentración, activan a la anziaa y 

permiten que loe coaplejoa M (III)-PPi sean hidrolizadoa, 

aiquiendo una cin6tica de eaturación. Utilizando laa conatantH 

de asociación reportadas •• calcularon laa concentracionaa de laa 

especies involucradas (Mq2+ libre ó zn2+ y M (III) -PPi) y H 

analizaron aua efectos sobre la activación enziaAtica. A91 ai .. o, 

•• corroboró en nueatraa condiciOnea experi•ental•• la foraación 

del complejo M (III)-PPi utilizando la propiedad que tienen 

alqunos lant6nidoa de fluoreacer al foraar un coaplejo con PPi. 

Los resultado• coaprueban un efecto activador d•l Mq2+ y •l zn2+ 

sobre la anzi•a, •edificando aua propiedadea cin•ticaa y 

•electiva•. 
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1. IJITRODOCCIO• 

LA toto•inte•is es el proce•o •ediante el cual la energia 

luainoaa •• convertida a enerqia quiaica, involucrando para ello 

la absorción de luz por piqmento•, la transferencia de anerqia a 

los centro• de reacción y la iniciación de reacciones quimicas de 

oxido-reducción. 

El concepto moderno de fotosintesis surge a partir de los 

estudios realizados por van Niel sobre bacterias fotosintéticas 

quien, en 1935, formuló la siquiente ecuación generalizada para 

la fotosintesis 

2H2A + co2 ---------- CH2o + 2A + H20 
luz 

siendo A • donador de electrones. 

Las plantas, alga.a y cianobacteriaa llevan a cabo una 

totosintesi• oxigénica, donde el a.qua ae oxida para reducir el 

co2 a carbohidratos, y se libera el o2 •olecular. 

Sin embarqo, la mayoria de la.a bacterias fototróficas 

llevan a cabo una fotosintesia anoxi9•nica en la cual el a.qua es 

remplazada por otros reductores como s 2-, s 2o 3
2- o u2 • Hay 

tambi•n alqunas bacterias fotoheterotró!icas que remplazan, 

adem4s del aqua, al co2, reduciendo compuestos orq4nicos simples 

como el malato. Este sistema de fotosintesis bacteriana es mucho 

m4s siaple que el de las planta• y algas, ya que sólo tiene un 

centro de reacción o !otosiatema (Gin9ras, 1978) y un transporte 

de electrones ciclico (Dutton y Prince, 1978). 



?::.r o~'""O lado. los sist.e.Jt.!.S de piqme...'i.t.OS de las bacte..rias 

fotosint.eticas -:.an.hien son di!erent•s al q\:e presentan las 

pla..~tas y al9as. Los pi~t:os cloro!ilicos de las bacterias se 

lla.Jf.3...-i. ba.ct.erio.:.loro!ilas: se ha.n carac:te.rii.ado cinco clas.e..s da 

baeterioc.lorofilas (Schl •a• • &chl •b• , Bchl •e• , &c:h.l •d• , 

Schl •e•). Estas bacterioclorofilaa se parecen aucho a la• 

clorofilas •a• y •b•, pero •• difere.ncian por la naturalexa de 

las caden~s laterales ~~idas a a:o~os de carbono. Ade::.as, .u:.iste 

una bacteriocloro!ila carente de •ac;neaio, denoainada 

bacteriofeofitina, en el centro de reacción de toda• l•• 

bacterias fotoaint•tica1. Loa principal•• carotenoid•• aon 

tu.bien qu1niCU>ente diferentes (Hall )" Rao, 1963). 

La energ1a da la luz es usada para qe.nerar ATP (por ejeaplo 

en la fosforilación) por nedio da un circuito de protones IU\Al090 

al de la aitocond.ria 'l cloroplasto. A.si, la fuerza protón-aotris 

qenerada a trav•• de la aeabrana iaperaeable a protones ea 

utiliz.ada por la ATP •intetaaa tr&Mloca.dora de protones (DI.vea, 

1986). 

La fotoaintesis aicrobiana eata representada en ••i• 

familias de bacterias: allodoepl.rillaoaae, Cllroaatl.aoeae, 

Chlorobiaceae, Cbloroflesaceae, 

Ciuobaoterl.acea•. 

aalobaoteriaoaae y 

De las f&Jtilias antea aencionadaa, aon la• cianobaoteri•• 

las unicas bacteriaa que llevan a cabo fotoaintuis oxiq•nie.\, 

presentado dos fotosistemaa (Avron,1967) y ea el agua su donador 



de electrones. Presentan asii:i.isao clorofila y 

ficobiliproteinas, además de caroteno. 

La faailia Chroaatiacaae o bacterias púrpuras sulfurosas 

realizan fotoainteais anoxigénica, teniendo co110 pigmentos 

bacterioclorofila tipo •a• y carotenoa, loa cuales ae encuentran 

en aiateaaa de ••abrana que aon continuas a la aeabrana 

citoplA .. ica. su donador de electrones pueden a•r coapueetoa de 

azufre o hidróqeno molecular. Tienen la capacidad de fotoasi~ilnr 

alquna• •u•tancia• orqAnicaa aiaplea. 

La taailia Cblorobiaceae o bacteriu verde aulturoaaa 

presentan fotoaintesia anoxigenica, siendo sua piqmentos 

bacterioclorofila •c•,•d• o •e• y se localizan en vesiculas de la 

membrana llaaadaa •clorobiua". Son fotoautotróficaa y utilizan 

coa.o reductores coapuestos de azufre, hidrógeno y auatratoa 

orqAnicos simple• (Kelly, 1974). 

La !aailia abo4oapirillaceu o bacterias púrpuras no 

aul furosas aon principal•ente fotohet•rótrofaa y pueden reducir 

coapueatoa orqanicoa •i•plea. A diferencia del reato de las 

faailiaa, aon capaces de crecer qui•ioheterotróficaaent• en 

prHencia da o2 y aultiplicarH en la obacuridad, obteniendo au 

energia de la oxidación de compuestos organices. Algunas especies 

son capaces de utilizar el H2 para reducir el co2 (Clayton y 

Sbtrom, 1978). 

La faailia de Cborofluaoeae, preHnta una •ola Hpecie 

Clorofl1xu1 auricantua, que •• capaz de crecer 

fotoautotrófica.ente con compueatoa d• sulfato coao donadores de 

1l1ctronea, y ea fundamentalmente un organiamo fotoorganotrófico, 



que puede crecer con fotosinteai• anoxigénica o bien en 

condiciones respiratorias en obacuridad. 

En la faailia Balobacteriacaa• •e ancuentran orqanisaoa que 

se desarrollan en concentracione• aalina• elevadas ( 4. 3 K de 

NaCl). La• bacterias del qénero H1lobact1riua son las que 

realizan fotosinteaia anoxi9énica y su aparato fotosintético •• 

muy diferente al reato de los dea.is procariontes fotosintéticos 

(Blaurock y Stoeckenius, 1971), ya que presentan una fotosinteaia 

no oxidativa que unicamente funciona coao boaba de protones. 

Además 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 ae 

encuentra regularmente dispuesta en parches. La proteina tiene 

un peso molecular de 26 kilodaltone• (Ei•enbach y Caplay, 1979). 

1. l, 2. CLIUIIPICACIO• DI La8 llCTIUIUI roTOaillTITICU DIL 

OllD.. ..OD08PillILL&Ll8 

Las bacterias fotosintéticas usadas en este trabajo 

pertenecen al orden Rhodospirillalea y llevan a cabo fotosinteaia 

anoxigénica y de acuerdo a la claaif icación de Pfennlng y Ttiiper 

de 1971 este orden incluye dos aubordenea que 

son: Rllo4o•pirillin••• y Chlorobii•••· 

El Suborden llllo4o•pirillin••• comprende orqanlamo• que 

contienen bacterioclorofila •a• o "b" , estos piqmentos estan 

localizados en sistemas de membrana que se invaginan al interior 

del citoplasma y que se denominan croaatóforoa. Este suborden 

contiene dos familias: Rhodospirillaceae y Chroaatiaceae. 



El suborden Cblorobinii••• comprende bacterias con 

bacterioclorofila "e", •d" o "e". Tales pigmentos están 

localizado• en estructuras especiales llamadas vesiculas de 

•clorobiu.•, las cuales estAn unidas a la membrana citoplAsmica. 

Este suborden contiene dos faailias: Chlorobiaceae y 

Chloroflexaceae (Trüpper, 1976). 

es: 

l.1.3. CI.a11Ir1ca.c10• y D••c:at~Io• DB PJ¡o401pirill11A ~ 

La clasificación de la bacteria utilizada es este trabajo 

orden: Rhodospirillales 

Suborden: Rhodospirillineae 

Familia: Rhodospirillaceae 

Género: Rhodospirillum 

Especie: rubrwo 

Rbodospirillum D&b.Dm, posee una fonaa espiral y aide o. 8 p» 

de ancho por 7 a 10 )'A de largo; se multiplica por fisión binaria; 

presenta flagelos polares y una pared celular separada de la 

membrana celular por un espacio periplásmico; 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 concentración de oxigeno o sin él, la 

membrana plasm&tica presenta unas invaginaciones que se denominan 

cromatóforos (Schachaman y col., 1952: Newton y Newton, 1957) y 

que constituyen una continuación de la misma ( fiq. l). En •l 

espacio periplasmico existen proteinas que participan en el 

transporte de electrones cono el citocromo c 2 (Vernon,1953). En 

5 
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CI. CROMATOF°OROS 

Esquema General de la• Bacterias Fotosintéticas que 

muestra la obtención de Cromatóforos y Esferoplastoa a 

partir de la célula entera. Tomado de Crofts, 1974. 
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condiciones aeróbicas sin luz las bacterias, obtienen enerqia a 

partir de la oxidación de sustratos orqAnicos. En la fase 

respiratoria, no se desarrollan las invaqinaciones llaaadas 

cronatóforos y la presencia de pi~entoa está notableaente 

disminuida, obteni4ndose cult.ivoa con d4bil coloración o 

incoloros dependiendo, en este caso, de las presiones parciales 

de oxigeno en que creció dicho cultivo (oelze y Drevs, 1972). 

Una población de B... Dll1l:J.lll en un amortiguador fisiológico 

sin alimento tiene una vida aedia de 344 hrs. con luz y de 12 

hrs. sin luz (Oawes, 1976). Esta bacteria almacena glucógeno o 

Poli a-hidroxibutirato como reservorio de enerqia (Merrick,1979) 

y requiere biotina para su creciaiento. 

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 nitrógeno, puede utilizar los aminoAcidos : aspartato, 

glutamato y arginina o bien amonio o H2 : por lo tanto esta 

bacteria es fijadora de nitrógeno molecular. 

Bajo condiones respiratorias presenta las siguientes 

actividades enzimAticas: NAOH oxidasa, fumarato reductasa 

dependiente de NADH, NADH deshidrogenasa, deshidroqenasa 

succinica y citocromo e oxidasa (Laskin y col.,1980). 

Los principales fosfolipidos que forman parte de la 

membrana del cromatóforo de R... ~ son fosfatidiletanolamina y 

!osfatidilglicerol, encontrAndose en un porcentaje menor 

difosfatidilglicerol (cardiolipina) y fosfatidilcolina. Al iqual 

que todas las bacterias qram-negativas, posee una cubierta de 

peptidoqlicano de 2 nm de grosor que cubre la pared celular y 
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juntas, estas dos estructuras·, le dan rigidez y au forma 

caracteristica. 

Las quinonas que contienen son ubiquinonas y rodoquinonas, 

muestran que el caroteno predominante es la espiriloxantina. La 

Ubiquinona 10 (UQ 10 ¡ se encuentra tanto en condiciones 

fotosintéticas como en condicione• re•piratoria•, pero •U 

concentración es mayor durante la fase fotosintética. La 

actividad de NAOH -oxidasa disminuye por destrucción de la (UQ10¡ 

por luz ultravioleta (Nishikawa y col.,1973), 

El espectro total de la célula es muy especial debido a que: 

a) presenta una banda de absorción predominantemente a 550 nm 

debido a la espiriloxantina y b) presenta un pico de absorción 

sencillo y simétrico de bacterioclorofila a los 825 run. 

I,2, TIUUISODCCIOH EllBRGETICA EH BACTIRIJUI POTOSIHTITICAll 

OIDRALIDADIS 

En la actualidad se ha profundizado bastante en el 

conocimiento del conjunto de reacciones que conducen a la 

sintesis de ATP en la célula. 

En todos los sistemas estudiados hasta la fecha se requiere 

que se extraigan electrones de alqün donador, ya sea el a 2o, 

moléculas orgánicas, H2 , 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 tor11ación de ATP. Las etapH del 



metabolisno que co11ienzan con la transferencia de electrones y 

finalizan con la sintesis de ATP, en bacterias y aitocondrias, se 

denomina fosforilación oxidativa; cuando este proceso es 

fotoinducido y la energia requerida para la sintesis de ATP 

proviene de la enerqia radiante que se transforma en enerqia 

redox, se denomina totofosforilación y se presenta en bacterias 

fotosintéticas y cloroplastos. 

La hipótesis que ofrece una inejor explicación sobre 

el acoplamiento entre la transferencia de electrones y la 

s1ntesis de ATP es la llamada hipótesis quimiosmótica propuesta 

por Kitchell en 1961. Esta hipótesis utiliza conceptos de 

fisioloqia de mell\branas, bioquimica tradicional y un concepto de 

reacciones vectoriales que da luqar a la transferencia de grupos 

quimicos a través de la membrana (Mitchell, 1961 y 1967). 

Los postulados básicos de esta hipótesis son: 

a) Las reacciones redox suceden en una membrana cerrada, 

escasamente permeable a OH- ó a+. 

b) El arreglo de las moléculas transferidoras de electrones e 

hidrógenos es alternada, de tal forma que a una molécula 

acarreadora de electrones le sigue una de hidrógenos y as1 

sucesivamente. 

e) El a+ necesario para formar hidrógeno con el electrón es 

tomado de un lado de la membrana, y al encontrarse con un 

acarreador de electrones, es soltado del otro lado de la 

membrana: asi se produce un gradiente de H+ tomado por dos 

co11ponantea: el quimico y el eléctrico. 

d) La energia total del gradiente de H+ es la suma de ambos 
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componentes y es la llamada fuerza protón-•otriz. 

e) Esta ea la tuerza que ae utiliza para la dnteaia de ATP 

mediante la acción de una enz.iaa da aeabrana danoainada ATP 

sintetasa de a+ (ATPasa de a+¡ qua, a trav'a de un !lujo invarao 

de a+ fonoa el ATP. 

Esta hipótesis ei<plica el aecanismo de tranaducción 

energética en bacterias, mitocondrias y en sistemas 

fotosintéticos. A.si mismo, se puede extender para explicar el 

transporte de iones en la membrana plasmática de las células 

eucariontes. 

Muchas investigaciones han mostrado que los postulados 

básicos de esta hipótesis son ciertos; sin embargo, algunos 

detalles si9uen en controversia. especialmente en lo que se 

refiere al mecanisxrio de sintesis de ATP por la ATPasa de H+ 

(Boyer y col., 1977). La hipótesis quimiosmótica le valió a 

Hitchell el Premio Nobel de Quimica en 1978. 

En la bacteria fotosintética se encontró que la membrana 

transductora de enerqia, aparte de sintetizar ATP, puede utilizar 

el gradiente electroquimico de a+ para sintetizar pirofosfato 

(PPi) (Baltschef!sky y col, 1966) a través de la enzima melllbranal 

llamada pirofosfatasa (PPlasa). Esta es una enzima reversible que 

al hidrolizar PPi genera un gradiente electroquimlco. En este 

sentido, la PPiasa es una enziaa semejente a la ATPasa de u+. 
Sin embargo, la ATPasa de H+ es una enzima muy compleja 

tanto 1Dolecularmente, como en su JD.ecanismo cinA:tico y su 

re9ulaci6n (Senior, 1988; Futai y col., 1989). En contraate, 

PPiasa de membrana es una enzima m&s simple, tanto molecularaente 

como en los reactivos y productos que intervienen, por lo que al 
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estudio de este alste:.a viene a ser una alternativa para el 

an!lisis de los 11ecanisnos de eintesis de uniones de alta 

enerqia. 

I. 3. GIDIZllLXDADll8 DIL PPi 

El PPi es el co:puesto qulllico aás siuple que contiene una 

uni6n !os!oanhidra 

r o 
1 

OH - P - 0- P - OH 
1 1 

OH OH 

En ausencia de Kg2+ la energia libre de la hidrólisis 

(bGº ') del PPi es cercana a la del enlace gama del ATP: sin 

eliliargo, en presencia de Mg2+, el Cl G"' para el PPi se vuelve 

menos negativo, ya que a diferencia del ATP, en donde el producto 

(AOP) si se une fuertemente al Kg2+, el producto de la hidrólisis 

del PPi (2 Pi) no se acompleja fuertemente con el Mg2+ (Snith y 

Kartell.,1981). Flodgaard y Fleron (1974) obtuvieron valores muy 

precisos de t.G"• para la hidr6lisis del PPi a pH 7.4 y 2s·c. En 

presencia de Kg2+ el AG"'= -.;.o Kcal.mol-l pero en ausencia de 

Hg 2+ el A Gº'= -s. 7 Kcal.col - 1 . Consecuentemente el pirofosfato 

tiene una energia libre que podria remplazar al ATP en muchas 

reacciones biosintéticas (Dawes,1986). 

El PPi es el subproducto de reacciones biosintétlcas como 

la sintesis de polisacArldos, proteinas, !cides nucleicos y 

lipidos. Ya que i:iuchas de estas reacciones son reversibles, se 

pens6 durante mucho tiempo, que el único papel del PPi era el de 
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ser hidrolizado por las pirofost:atasas citopláaaicas , fer.ando 

una barrera tenaodináaica que lapide la reversa da ••ta.a 

reacciones (Reeves, 1976). 

sin e:abarqo, hay evidenciu que indican que el PPi tiene 

iaportancia en el metaboli•ao: 1.) El PPi ea usado an ciartaa 

reacciones en lugar del ATP; 2) E• uaado coao fuente de enerqia, 

y 3) El PPi es sintetizado durante la fotosintesi• y 

fosforilación oxidativa. 

I.>.1· BL PPi COKO •OB•TiniTO DIL aTP 

Ejelllplos interesantes de la sUbstitución del ATP por el PPi 

se enc~entran en los para.sitos Entomoeba bistolytica y 

Propionibacteriup ~. ~os son organismos fernentativos y 

catalizan una reacción en la cuál el PPi remplaza el ATP en la 

fosforilación de fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6 di!osfato por 

la enzilla PPi fosfofructocinasa (Reeves y col.,1974) 

fructosa 6-fosfato + PPi ~ fructosa 1,6 ditostato + Pi 

y asi mismo, en estos organismos esta presente la piruvato 

fosfato dicinasa catalizando la reacción: 

fosfoenolpiruvato + A!IP + PPi ;:::= piruvato + ATP + Pi 

y la reacción: 

oxaloacetato + PPi ~ fosfoenolpiruvato + co2 + Pi 

catalizada por la enzima carboxitranstosforilasa. 

En al9unos microorqaniamos hay enzima• e•peciticas 

dependientes del PPi, responsables de la toatorllación de 

intermediarios de la qlucólish o 9luconeogéne•ia. 

Simult6neamente se encontró que la enzima glucosa 6-fos!atasa es 



polituncional, ya que es capat de efectuar sintesis de glucosa 6-

toatato, dependiente de PPi y de ~TP (t.aw&on y Veech.,1979). Por 

otro lado, Ct"Uden y col (l9Sl), encuentran qua bacteriaa del 

q•nero clostridlumi contienen laa aiquientes enzimas dependientes 

de PPi: la carboxitranstosforilasa, la piruvatofosfodicinasa y la 

PPi-fosfoft"Uctocinasa. Tainbien se descubrió que utas enzimas 

dependientes de Pl?i estAn a•pliuente distrib\lidas en plantas 

(Edwards y col.,1985). 

El PPi ae utilita como fuen.te de enerqia cuando se adiciona 

en el 1Dedio de cultivo de algunos microorqanismos. Lui y 

col., ( 198~) encontraron que las bacterias del género 

pesul fotomaculum crecian pobremente en medios ausentes de PPi, 

ti:tientt"as que en presencia de PPi erec:ian de manera abundante~ 

Varma y c:ol.,(19$3) encontraron que en Clostridium el crecimiento 

tue limitado (o.u lllg de proteina/ml) en ausencia de PPi y 

abundante (0.65 mg de proteina/ml) si se le adicionaba el PPi . 
En relación a esta acción promotora del crecillliento por el PPi, 

Var..a sugiei:e que puede debei:se a un sistellla siaple que genera 

ATP, o que el PPi sea transportado al interior de la célula en 

donde es usado para reacciones dependientes de ~nerqia. 

Co?no se :inencionó anteriormente. el PPi es un s.ubpt"oducto 

durante la sintesis de polisacáridos, l!pidos, proteinas, RNA y 

PllA. Por otra parte, el PPi puede ser sintetizado de la misH 
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manera que el ATP, usando la enerqia radiante de la luz. En 1966, 

Baltscheffsl<y y von Stedinqk delllostraron que los croaatóforos de 

Bhodospirillum ~ podían sintetizar PPi a trav•• de una 

PPiasa meabra.nal de una. aanera acoplada al transporte de 

electr-ones inducido por la luz (Baltacheffaky y col.,1967). La 

síntesis dependiente de enerqia talll>i•n ocurre en orqaniseos no 

totosintéticos, como lo demuestran las investigaciones de 

Mansurova y col., (1976) con levaduras y en mitocondrias de 

biqado. 

otros descubrimientos i:portantes en los \ll timos ai\os han 

sido: 

l-. La identificación del transpor-te del PPi a través de la 

membrana interna mitocondrial en intercambio por ADP Vía el 

translocador de adenin nucleótidos (Asimakis y Aprille,,1980) 

2-. La 9eneraeión de un potencial electroquimíeo a través de la 

membrana de bacterias fotosintéticas (Moyle y col.,1972), de la 

JDembrana interna de la mitocondria y de la aeabrana de plantas 

(Rea y Poole.,1985: Wanq y col. ,1986) a expensa. de la enerqia 

liberada por la hidrólisis de PPi 

Estas evidencias han moetrado que el PPi no sólo tiene un 

papel secundario en las reacciones de pirorosforóli&i&, sino que 

es un compuesto energético que jueqa un papel i•portante en la 

bioenerqética de los orqanismoa. 

I. •. PIROPOHA'l'UU I_,ltGAlllCU 

Son las enzimas encargadas de catalizar la hidróliais y la 

sintesia del PPi, de acuerdo con la siguiente raacci6n: 
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PPi <==== Pi + Pi 

Existen dos tipos de pirofosfatasas en la c•lula, una 

citopl6smica y otra de membrana. La citoplásmica sólo hidroliza 

PPi mientras que la pirofos!atasa de membrana hidroliza y 

sintetiza PPi de una manera acoplada a la cadena de transporte de 

electrones. 

I,,,1, PIROPOSP~T~S~ CITOPLJ\SMIC~ 

Esta enzima, que se encuentra ampliamente distribuida en la 

naturaleza, es la encargada de desplazar el equilibrio de las 

reacciones biosintéticas en el sentido termodinAmicamente 

favorable (Kornberg, 1957). 

El mecanismo de reacción, 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 caracterización 

molecular, su clonación y su localización cromosómica (Kolakowski 

y col, 1988). En levadura, esta enzima es un homodimero con 285 

aminoá.cidos y peso molecular de J2, 042 daltonea por aubunidad. 

Las reacciones parciales de la enzima en levadura son: 

a) Hidrólisis del PPi, b)Recambio del ox19eno Pi-H2ol 8 y 

c)Recambio 32Pi-PPi (Cooperman,1982). 

La PPiasa citoplásmica de la bacteria !otosintética B... 

¡:¡¡Qnlm requiere de zn2+ para su estabilidad y Mg2+ para formar el 

sustrato de la enzima (Kleue y Gest., 1971) y se ha propueato 

una regulación alostérica debida al efecto de loa cationes 

divalentea, 
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1.•.1 PiaorosraTABa 01 llllllllallll 

lA existencia de este tipo de pirofo•fataaa ae reportó por 

primera vez en la bacteria fotosint6tica R.. .Dl.l1Dla (Baltche!!sky 

y von Steding, 1966). Sin embargo, ahora se conoce su presencia 

en otras especies fotosintéticas co•o Chromotiu1 lltl2.l.\UI (Knaff y 

Carr, 1979), Rhodopseudornonas ~y Rhodobacter capsulatus 

(Nore y col., 1990): en aitocondria de levadura (Mansurova y 

col., 1975), en mitocondrias de higado de rata y corazón de r•• 

(Mansurova y col.,1975; Mansurova y col.,1977) y en cloropla•tos 

(Rubtsov y col., 1976). 

Probablemente la pirofosfatasa de membrana mejor estudiada 

es la de &.&. ~- Esta enzima es funcionalmente semejante a la 

ATPasa de a+ (presente además en la membrana de esta bacteria), 

pero con una estructura más sencilla, sustratos más simples e 

insensible al inhlbldor clásico de la ATPasa de H+, la 

oligomicina. Esta enzima puede llevar a cabo las siguientes 

reacciones parciales: a)Sintesis de PPJ:, b)Hidrólisis de PPi, 

c)Intercambio32 Pi-PPi y d)Recambio Pi-H2o 18 • 

a)linteoio del PPi 

La formación de PPi se efectlla utilizando la energia del 

gradiente electroquimlco de H+ presente en las invaginaciones de 

la membrana plasmática de la bacteria (cro•atóforoa) en 

condiciones de iluminación (Baltscheffslcy y von stedingk. ,1966) 

(Fig. 2). El sustrato de la enzima es el complejo Hg-Pi y la 

reacción requiere también de Hg2+ libre para obtener velocidades 
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Fig. 2 

... 

Esquema de la transducción Energétic:a en Bacterias 

Pürpuras no Sulfurosas. Se muestra a la H+ATPasa, a la 

PPiasa y al Sistema de Transporte de electrones de la 

Membrana de Cromatóforo, 

Simbologia: 

P870 : Centro de Reacción Fotoquimico 
I: Intermediario (probablemente Bacteriofeofitina) 
Fe:Q1: Aceptor primario, fierro ubiquinona 
Ou: quinona secundaria 
b1: b,,: citocromos b 
Oz: uBiquinona terciaria 
Fe-S: complejo fierro-azufre de Rie•ke 
c 1 : citodromo c 1 F1 : Parte hidrofilica de la ATPasa (subunidades 

catal1tlcas) 
~~ia::~t;1~~~~~~~~!~: de la ATPasa (canal de H+) 
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máximas. El pH óptimo es de 7.5, y la aintesis de PPi es inhibida 

por antimicina (que es un inhibidor del transporte de electrones) 

y desacoplantes (disipadores del gradiente electroquimico) pero 

no por oligomicina que, por el contrario, la estimula 

(Baltschetfsky y von Stedingk. ,1966). 

Guillory y Fisher ( 1972), encontraron que el patrón de 

saturación de luz para la sintesis del PPi es diferente que el de 

la formación de ATP. Estos autores demostraron además que la 

formación de PPi se satura a menor intensidad luminosa que la 

requerida para la síntesis de ATP. 

b)Bidróli•i• da PPi 

La enzi=a requiere iones Mg 2+ no sólo para formar el 

complejo Mg-PPi, que es el sustrato de la enzima, sino también 

como activador (Randahl, 1979; Ce lis y col., 1985). Estudios 

realizados por ce lis y Romero (1987) sobre la hidrólisis de 

diferentes sustratos Metal-PPi, demostraron que el zn2+, a bajas 

concentraciones, ea un excelente sustrato, mientras que el co2+ y 

Mn 2• sustituyen pobremente al Mq2+. En este sentido es 

interesante aencionar que altas concentraciones de zn2+, co2+ y 

Mn 2+ producen un efecto inhibitorio. Por lo que ae retiere a la 

activación por catión libre se encontró que el M92+ ejerce un 

efecto activador a bajas concentraciones, como resultado de una 

disminución en la Km del Kg-PPi. 

Por otra parte, la actividad hidrolitica eat6 parcialaenta 

reprimida en la luz, atln en condicione• en laa que no hay 

sintesis de PPi (Nishikawa y col., 1973), y es inhibida por Pi, 
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NaF y por los análogos del PPi: imidoditosfato (IDP) y 

netilendifos!ato (KDP); tanbién es inhibida por butanol, a 

diferencia de la PPiasa citoplásmica o de la ATPasa de H+ que no 

lo son. En &,. ~ la actividad de hidrólisis de la PPiasa es 

considerable.mente más alta que la de la ATPasa de H+, y sólo se 

igualan cuando ambas actividades se estil:iulan por desacoplantes 

(Bal tscheffsky., 1969) . El pH óptiDo para la reacción de 

hidrólisis es 6. 5 (Celis y Ro10ero., 1987). 

La PPiasa transloca H+ a través de la membrana en una 

reacción acoplada a la hidrólisis de PPi, dejando el interior del 

cromatóforo carqado positivamente con respecto al exterior (Moyle 

y col,1972), de manera semejante a como lo hace la ATPasa de H+. 

El hecho de que la PPiasa transporte H+ y que sea sensible a 

diciclohexilcarbodimida (OCCD) sugiere que contiene un canal de 

H+ semejante al de la ATPasa de H+. 

e) 111tercaal>io 32 Pi-l'l'i 

Keister y Minton (1971), encontraron que los cromatóforos 

de &,. ~ catalizan el intercambio 32Pi-PPi en la obscuridad. 

ta reacción es inhibida por desacoplantes, MDP y NaF, y tiene un 

pH óptimo de e.o. El intercambio requiere iones Mg 2+ para foraar 

los complejos Kg-Pi y Kg-PPi, que son los sustratos verdaderos 

para la reacción, y se requiere también M9 2+ libre para obtener 

la máxima actividad (Celia y col., 1985). También se requiere 

aproximaduente de un 75\ de PPi hidrolizado para obtener el 

recaabio 11•ximo. 

Celis y Romero en 1987, encontraron que otros cationes 
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divalentes como el Mn2+ y el co2+ pueden mantener la reacción de 

intercambio sustituyendo al Mg2+, pero con una eficiencia del 

sot. Por otro lado, cationes como el zn2+ y el Fa2+ ejercen un 

efecto inhibitorio sobre la reacción. 

Harvey y Keister (1981), caracterizaron eat4 reacción. El 

recambio Pi- H2o18 se debe exclusiva•ente a la PPiasa membrana!, 

ya que es inhibido al lOOt por NaF y al 70t por MOP, •ientra• que 

la oligomicina no lo afecta. Los desacoplantes tienen poco efecto 

en la reacción, lo que podría significar que no depende del 

qradiente de H+; la observación de que la luz no estimula este 

intercambio apoya esta afirmación. E•ta reacción se con•idera una 

reacción parcial de la hidrólisis del PPi. El oxigeno recambiado 

en ausencia de Mgcl 2 añadido es bajo y se requiere una relación 

Mgcl 2/ 32P de o.e para alcanzar las velocidades óptimas. 

I. 5 •oLOBILilllCIO• ' PO•IPICllCIO• DI La PI•oroara'l'a•a DI 

La pirofosfatasa de membrana es una enzima integral de 

membrana y su purificación ha sido dificil. Rao y Kei•ter en 1978 

lograron solubilizarla por primera vez Hpleando el deterqente 

cola to en presencia de Mg2+. En su trabajo hicieron una 

purificación parcial con sulfato de amonio y cromatografía de 

filtración en gel. La enziaa aolubilizada requiere de 

fosfolipidoa para expresar su actividad. 

Nyrt!n y col., ( 1984), describieron un ••todo de 
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solubilización y purificación 116s eficiente. La solubilización se 

realiza en presencia del detergente Triton x-100, de etilenglicol 

y de altas concentraciones de Mq2+, obteniendose un alto qrado de 

pureza mediante croaatografia en hidroxiapatita. Este qrupo 

también ha realizado una caracterización preliainar de la enzima 

solubilizada y la ha reconstituido en liposoaas (Nyrén y 

Baltscheff&ky, 1983). 

I.I UOULaCIOll DB La DIIllA POR CATIOllBI DIVALZllTllS 

Como todas las PPiasas, ya sean citoplAsmicas o membranales 

(Lahti, 1983) la PPiasa de la membrana de a._ n¡j¡J:l¡m requiere de 

Mg2+ para formar sustrato (ya sea el Mg-PPi durante la hidrólisis 

ó Hg-Pi en el sentido de la síntesis). Sin embargo, parece ser 

que el Hg 2+ libre ejerce alg~n papel regulatorio sobre las 

propiedades cataliticas de la enzima. 

Randahl en 1979, reporto que el Mg2+ libre puede actuar 

como activador en la hidrólisis del PPi y que este catión puede 

pegarse a la PPiasa y protegerla contra la inhibición causada por 

agentes como N-etilaaleimida y 4-cloro-7 nitrobenzofurazan. 

También se ha encontrado (Celis y col., 1985) que el Mg2• libre 

estimula la reacción de intercambio 32Pi-PPi, sugiriendo que este 

metal se peqa a la enzima e induce un efecto favorable sobre esta 

reacción. 

Por otro lado, datos más recientes de nuestro laboratorio 

(Celia y Romero, 1987) sugieren que la enzima tiene un aitio(a) 

para Mg 2+ que puede ser también ocupado por otros cationes 

divalentes (Zn2•,co2•,ca2+,etc.); induciendo un cambio en las 
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propiedades cinéticas de la enzima. 

otros datos (enviados para su pUblicación) del laboratorio, 

indican que la pre incubación con M92• a 10• e, además de activar 

a la enzima, la protege de au desnaturalización. Dicho efecto es 

dependiente tanto de temperatura coao de la concentración del 

catión. Al ser aolllbilitada la enti•a •• aigu• obaervando ••te 

efecto protector a\ln a 65"C. 

coco puede verse, todos estos datos sugieren un sitio 

regulador en la enzima para estos cationes diva.lentes. 

Estudios referentes en la PPiaaa citopl.ismica de levadura 

(Cooper=an,1982) muestran que la enzima requiere J cationes 

divalentes para la catálisis, dos de ellos se unen directamente a 

la enzima, mientras el otro se coordina con el PPi para formar el 

sustrato. Sin embarqo, no se conoce aún el papel que juegan en la 

catálisis estos dos cationes que se pegan a la enzima, ni su 

localización precisa. 

Tambien es interesante que en la ATPasa de H+ mitocondrial, 

al tas concentraciones de Mg 2+ provocan un incremento de la 

relación del ATP hidrolizado y el ATP que se intercambia (Senior, 

1981). 

Por otra parte, Younis y col (1983) reportan aedidaa 

directas de un sitio para Mq2+ en la ATPasa de H+ de cloroplaato 

que participa en el proceso de transducción enen¡•tica. 

De acuerdo a lo anterior, es probable que una 

caracteristica com\ln a las enzimas tranaductor4a de ener<Ji• aea 

un requerimiento de metales divalentes para fonar, en pri•er 

lugar, su sustrato y en sequndo, al unirae a aitioa eapecificoa, 
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para inducir cambios en la cinética de la enzima. Por 

consiguiente, el papel de estos cationes en el aecanisuio de 

transducción energética requiere de estudios más profundos. 

Estrictamente hablando, son lantánidos los 14 elementos que 

siquen al lantano en la tabla periódica, en los cuales se va 

llenando paulatinamente el nivel 4f con los 14 electrones que se 

agregan a la confiquración del lantano. El terw.ino lantAnidos se 

emplea para indicar que estos elementos forman un grupo muy 

vinculado, cuyas propiedades quimicas 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 óxidos en 

minerales, siendo la monocita uno de los más importantes. 

Esencialmente se encuentran unidos a ortofosfato y a •inerales 

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 bloquimico 

conocido. Williams y Birnbaum (1970) fueron los primeros que 

resaltaron la importancia de los lantánidos en los estudios sobre 

el papel del ca2+ en la actividad enziaatica, ya que debido a su 

siailitud en el radio iónico, coapiten con el calcio por los 

sitio& de fijación especifico•: de esta manera se ha podido 

identificar el efecto modulador que ejerce el ca2+ •obre la 

tripsina, la acetilcolinesterasa y la ATPasa de ca2+ (Evans, 
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1983). De igual manera son utilizados para determinar en otras 

enzimas los si ti os para Mq 2+ y otros cationes (Martin y 

Richardson, 1979). Otro empleo de estos elementos es en estudios 

de transporte, ya que puede funcionar como bloqueadores de 

canales de Na+ y x+ (Yang, 1989). 

Debido a sus propiedades magnéticas pueden ser utilizados 

en estudios de NMR y EPR dando señales caracteri sticas que 

identifican sitios activos en las enzimas que los unen 

especificamente. Por otra parte, se han empleado en la 

determinación del ntlmero de solvatación de moléculas (Evan•, 

1983). 

Aunque los lantánidos !luorescen débilmente en solución 

acuosa, los iones terbio (Tb) presentan una intensidad de 

fluorescencia que depende del ambiente en que se encuentren, 

siendo usados en estudios cuantitativos de residuos de 

aminoácidos aromáticos en proteinas (Eva.ns, 1983). 

En nuestro trabajo en particular, es interesante encontrar 

que estos cationes presentan una constante de asociación auy 

grande por pirofosfato, utilizandose para investigar el papel de 

los cationes como sustrato en la pirofosfatasa citoplásaica de 

levadura (Ting, 1984). 
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1. 1 OBJITIVOI 

Teniendo en consideración que el Mq2+ aparte de requerirse 

para formar el sustrato de la enzina, se necesita para ejercer un 

papel requlatorio sobre la nisaa, es claro que, prácticamente, es 

dificil distinguir estos do• efectos. 

Por esta razón, se pensó en trabajar con complejos M (III)

PPi co~o sustrato y observar independientemente el efecto de los 

cationes divalentes sobre la actividad de la enziaa. 

Dado que la constante de asociación (K8) de los cationes 

trivalentes (La3+, Tb3+, Nd3+, Fe3+, etc) por el PPi estA en el 

orden de l X io17 M-l (Smith y Martell, 1976) y la Ks de, por 

ejemplo, el Mg2+ por el PPi es de l X io6 M-1 , es de esperarse 

que en una solución que contenga PPi, Mg2+ y catión trivalente, 

el PPi formara preferentemente un complejo con el metal 

trivalente, mientras que el metal divalente quedar4 pr4ctica•ente 

libre. De esta manera sera posible diferenciar su efecto 

requlador sobre la enzima. 

con el razonamiento anterior se plantearon los •iquentes 

objetivos de trabajo: 

l. Estudiar si los complejos M (III)-PPi pueden ser sustratos de 

la PPiasa de me!!brana e hidrolizarae. 

2. Investigar el efecto que ejercen los cationea divalentea 

libres sobre la hidrólisis de los coaplejos M (III)-PPi. 

l. Obtener las constantes cinética• (!Cm y V aáx) para loa 

complejos M (III)-PPi activados por cationes divalant•• y 

relacionarlas con las constantes cinéticas del sustrato real 

de la enzima Mg-PPi. 
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DTl!llIIU.sl T UTODOI 

2.1 COLTIVO DI! BACTl!RIIUI 

Se utilizó la bacteria fotosintética Rboslospirillum Dll2D!m 

en todos los experimentos. La cepa ae obtuvo de American Type 

culture collection ( ATCC 11176 ). 

2.1.1 IU:DIOS DB CULTIVO 

LOs cultivos de esta bacteria se crecieron en medio sólido 

y liquido 

a) Kedio sólido • 

En un volumen final de l litro ae disuelven: 

Extracto de l.A!vadura • .•••••.••.•••.•••.•.•.•••.••••• 3 g 

Peptona de gelatina •.•••.•••.••••.••••••••••••••••.• 2 g 

Agar Bacteriológico •••••••••.•.••••••.•••••••••••••• 1 

El medio se esterilizó en el autoclave durante 15 min en 

frascos de tapa con rosca de 15 a 20 •l de volumen, conteniendo 

solamente 10 ml de medio. 

b)Kedio liquido 

Se preparó el medio liquido con base en el método de 

Cohen-Bazire y col (1957), el cual ea una modificación del 

propuesto por Hunter (1950). 

La preparación del medio requirió de las siguientes 

soluciones: 
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i)llaae concentrada. On volUJOen de 2 l contiene: 

Jl(C112 COOH) 3 ••••••••••••••••• 20.0 q 

HqS04 7H2º· ••••••.••••••••••• 28.9 q 

Cacl2 6H2 ••••••••••••• •• • • • • • • 8.7 q 

(llH4) 6Jlo7o24 4H2o .••..••.••.•. 0.185g 

reso4 7H2o.................... 0.1959 

Solución de Metales "44" ....• 100 ml 

Se ajusta a un pH de 6.8. 

solución de Metales "44". La solución de •etalea •44 111 que 

se utiliza en la base concentrada ea: 

EOTA ............................ 2.5 q 

Fe5047H2o ....................... 5.0 q 

znso47H2o ............••.... , ... U.O aq 

JlnS04 ó ........................ l.54 q 

JlnCl2 4H20 .••••.••••••••••••••••• l. 37 q 

cuso45H2o ............. , ••••••••• 0,392 q 

Co(JI03) 26H2o •••• , ••• , ••••••••••• 0.248 q 

Ka2B4o 76H2 ............... ••••••. 0.177 q 

H2so4 ............................ aprox. 4 gotas 

La solución se afora a l l con aqua destilada y ae 

adicionan unas gotas de a2so4 para permitir que •• disuelvan los 

metales. 

ii) KH2P04 136. os q para l l de aqua deatilada, y aa 

ajusta el pH a 6.8. 

iii) Acido succinico, 100 q para l l de aqua destilada, y 
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se ajusta el pH a 6.8. 

iv) (NH4) 2so4 , 100 q para 1 l de aqua destilada. 

v) NaCl 50 q para de aqua destilada. 

vi) Acido L-qlutámico, 25 q para 250 al de aqua destilada 

y se ajusta el pH a 6.8. 

vii) Acido L-aspártico, 5 q para 250 el de aqua destilada 

y se ajusta el pH a 6.8. 

Finalmente el medio liquido contiene por cada 12. S 1, las 

siguientes cantidades de las soluciones mencionadas: 

i) Base Concentrada . ............... 250 al 

ii) Kll2P04 •••••••••••.•••.••...••••• 250 al 

iii) Acido Succinico ••••••••••••••••• 250 al 

iv) (NH4) 2S04 • • .• • •• • • • •. • •. • • .• • • • • • 62.5 111 

V) NaCl. ••••••••••••••••••••••••••• 125 al 

vi) Acido L-qluU11ico •••••••••••••••• 25 al 

vii) Acido L-asp6rtico •••••••••••••••• 25 al 

viii) Peptona de qelatina •••••••••••••• 12.5 q 

ix) Acido Nicotinico ••••••••••••••••• 12.5 aq 

X) Tiamina •••..•..•.•••••••••••••••• 6.25 mq 

xi) Biotina •••••••••••••.•••••••••••• 0.125 aq 

El medio•• afora a 12.5 l con aqua desionizada y•• aju•ta 

a un pH de 6.8 y se esteriliza en el autoclave durante 45 

minutos. cuando el aedio estA caliente se terma un precipitado 

que se diauelve a teaperatura ambiente • El medio ea translllcido 

y de un color aurillo claro. 

29 



Las bacterias fueron sembrada• en placa con lnóculoa muy 

diluidos para fonsar colonias aencill••. se to•ó una aueatra de 

una colonia para sembrarla• por punción en frascos con aedio 

sólido. Posterioraente se incubaron durante 12 hra en la 

obscuridad para que el crecimiento respiratorio de las bacterias 

consuma el o 2 presente. Enseguida se expusieron a focos con 

filamento da tunqatano de 'º vatta, a una distancia de 30 Cll de 

la luz a una temperatura de Jo•c. 

Una vez formado el cultivo bajo condiciones fotoaint•ticaa, 

este puede conservarse viable para resiembras durante varioa 

meses. La obtención de grandes cantidades de bacteria se realiza 

en cultivos liquides de la siguiente •anera: 

Se l• aqreqa medio liquido a loa frascos de •edio sólido y 

se agitan para desprender alquna colonia, de nuevo aa quardan loa 

frascos en obacuridad durante 12 hra, y poaterior•ente •• 

exponen a la luz a JO'C. A loa 7 diaa aproximada .. nta •• obtiane 

el cultivo fotoaint•tico, •l cual •• vac1a en aatracea d• 100 al 

con medio liquido, agreqando la cantidad auticiente para no •ojar 

el tapón de b.ule estéril, pero dejando la •enor cantidad de o~ 

posible. Se repite de nuevo el ciclo obscuridad-luz indicado para 

obtener un cultivo en condiciones fotoaint,ticaa. late 

procedimiento •• repite trasladando el cultivo a un traaco de 1 l 

y posterioraente a uno de 9 l. 
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2, 1. 3 COHCU. DS UCTSUU. 

Se procedió a cosechar el cultivo a los 7 dias 

aproximadamente, cuando éste alcanzó la fase logaritnica tardia. 

La curva de crecimento se obtuv6 con un fotocolorimetro con 

filtro rojo (fotocolorimetro Klett-Suamerson). 

La cosecha se realizó por centrifugaciones sucesivas del 

medio de cultivo a 8 000 x q: durante 15 ainutoa, obteniéndose 

pastillas de bacterias, las cuales se lavaron dos veces en un 

a=ortiquador KOPS 50 mll y KCl 50 1111 pH 7.5 y se centri!uqaron a 

e ooo x g durante 15 minutos, eliminando asi los residuos del 

medio y los desechos. Las pastillas se pesan y se quardan en un 

refrigerador REVCO a -1o•c. 

A partir de las bacterias se obtienen los cromatóforos con 

el procedimiento reportado por Baccarini-Kelandri y col., (1970): 

- Se resuspenden las bacterias en un amortiguador Tria-el 10 mM 

pH 7.5 en relación 1:10 (peso: volumen), •• hoa09enizan y•• les 

agrega DNAasa en proporción de l 119 por 100 q de peao hd•edo de 

bacterias y l 1111 de Kqso4 • 

- Se soniean en volüaenes de 15 al durante 2 ainutoa en un 

sonicador tipo K.S.E. a la máxiaa potencia , en un baño de hielo 

a 4'C (Scholes y col., 1969). 

- Se centrifuqan a 20 ooo x q durante 20 ain, para eliainar las 

c6lula• ain roaper, cAp•ula•, etc, que quedan en el precipitado. 

Se toaa el sobrenadante y •• centrifuga a 100 ooo x q durante 80 
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min. 

- El precipitado de croaatótoroa se resuapende en un amortiguador 

Tris-Cl 10 11111 con EDTA 5 11111 y EGTA 2 111! a pH de 7.5, para quelar 

los cationes divalentes, presenta• en la preparación (Mq2• y 

ca2+¡ y se centrifuga a 100 ooo x 9 durante so ain. 

- El precipitado obtenido se reauapende en Tri•-Cl 10 111!, pH 7.5 

y se centrifuga a 100 ooo x 9 duante eo ain para lavar el exceso 

de quelantes. 

- Se resuspende la pastilla de croaatdforoa en al aaortiquador 

del paso anterior a una concentración de prote1na cercana a 25 

119/111. 

- La preparación de cromatóforos •• quarda a 4 •e durante loa 

siquientes tres dias, ya que en este lapso de tiempo no se han 

detectado cambios en la en la actividad de pirofoafatasa. 

2 .3 DllTSIXIDCIO• D• PaoTUD. 

La cantidad de proteina para loa ensayos ae deterainó por 

el método de Lovry y col., (1951), utilizando eatandarea de 

albúmina de suero de bovino (BSA) y un intervalo de concentración 

de O a 400 ~9 de proteina/ al. 

2. 4 D•T•UI•ACIO• D• LA ACTIVIDAD D• PiaOPOH'ATA•A •• •L 

CllODTOPOao. 

La actividad de pirofosfataaa .. deter11inó cuantiticendo 

el fosfato (Pi) liberado a partir de la hidroli•i• del PPi, a 

Jo•c • 

32 



La PPiasa se incubó en la obscuridad, para evitar la 

sintesis del PPi promovida por la enerqia de la luz: por tal 

motivo, se utilizó un cuarto iluw.inado con luz verde de sequridad 

(Schif!, 1972). 

tas reacciones se llevaron a cabo en un volumen de O. 5 11.l, 

agregando l 11t9 de proteina de cro•atóforo por tubo. El medio 

también contenia Tris-maléico 50 aK pH 6, Na2 P2o7 en 

concentraciones equimoleculares con M (III) y cationes diva.lentes 

libres. 

La reacción se inició con la adición de la enziaa 

(cromatóforos) al aedio de reacción, y se deter•inaron las 

velocidades iniciales; la reacción se terminó agregando 0.1 al de 

TCA al 30t (p/v). Finalmente•• centrifugó el ensayo a 3000 rpm 

durante 10 11in y se detensinó la cantidad de Pi libera do en el 

sobrenadante. 

Se utilizaron dos •étodos calorimétricos de diferente 

sensibilidad para la cuantificación del fosfato liberado en el 

medio de reacción: 

i) El de suaner (1944), con una aenaibilidad de 80 a 1600 

nmoles. 

Reactivos: 

I: a) Kolibdato de aaonio • • • • • • • • • • 80 9 

b) Aqua bideatilada • • • • • • • • • • • • 800 al 

c) H2so4 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 110 al 

II: a¡ sulfato de Elon •••.•••••••••• 10 9 

b) Ketabiaulfito de •odio ••••••• 30 9 
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c) Agua bidestilada ...... , •••• , • l. o l 

- Se pone la muestra de Pi y agua bideatilada en un volW1en de 2 

ml. Agitar. 

- Agregar molibdato - acido sulfurico (I) o.25 al. Agitar. 

- Agregar Elon (II) 0.25 ml. Agitar. 

- Esperar 10 minutos. 

- Leer absorbancia a 660 nm. 

ii) El de Chase y Shav (1956), que tiene una aensibilidad de 

10 a 70 nmoles. 

Reactivos: 

a) Acido ascórbico 10\. Debe prepararse en el momento de su uao. 

b) Kolibdato de amonio al 42' en una solución 1 N de H2so4 • Ea 

estable a temperatura ambiente. 

Mezcla: 

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

- Se añade 0,7 ml de mezcla a 0,3 al de •olución de foefato en un 

tubo de ensaye y se incuba durante 20 ainutoa a 45'C ó una hora 

a Jo•c. Se lee abaorbancia a 820 na. 

Para la cuantificación se realizaron curva• patrones con 

estándar•• de foafato en aaboa caaoa. 

La actividad especifica de hidrólisis ae expresó en IUIOlH 

de Pi/ ( ain • mg ) de proteina. 

a.s DBTBUIIllllCio• DB PllltClPITJU>OI .. L&I IOLUCIO .... 

El cloruro de lantano y el pirofosfato de sodio en aolución 



acuosa tiene un valor de pR de 5.7 y 10.2 respectivaaente. su 

relación estequiosétrica de aezcla a pR básicos es ::ienor que 

0.75, por lo que la sal !orBada La 4 (P2o7¡ 3 • 8 H20 se precipita. 

Por otra parte, la reacción en un medio ácido (por ejeaplo HCl 1 

H ) tiene una relación estequioaétrica aayor que 0.75 formandose 

la sal LaHP2o7 • 2B2o, que es un coaplejo aás soluble (Shel<a y 

Sinyavskaya., 1966). 

Nosotros tra.bajaaos a pH 6 por lo que detenainaDos la 

existencia de precipitados; para cuantificar la cantidad de PPi 

libre, no precipitado, utilizamos un aétodo colori•étrico 

(Heinonen y !\ukko. ,1981). Las mediciones se realizaron bajo 

nuestras condiciones experimentales (tris maléico so &M pH 6.0, a 

3o•c). Y se obtuvieron una curva estandar de PPi y una curva del 

coaplejo La-PPi para el mismo intervalo de concentraciones. 

Reactivos: 

a) H2so4 •••••••• , • • • • • • • • • • • • • • • • • • 5N 

b) Hepta11olibdato de amonio ••••••••• 40 1111 

c) Trietilaaina 

d) Solución llT 4 al (b), 1 •l (a) y 50 ul (c) 

e) 2-mercaptoetanol ................. 1 N 

- Se toaa la muestra de PPi y se le aqreqa 200 )ll de •olución 

(a)• 

- Se afora a 2 al con aqua bide•tilada. 

- Se aqreqa 1 al de la solución l!T. Se espera 15 ainutos. 

- Se aqreqa 500 )ll de (a) y 150 )ll de 2-aercaptoetanol. 

- Se eapera 15 •inutoa y se lee a_bsorbancia a 700nm. 
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2.1 DDICI0 .. 8 D• FLDORS8C .. CI&. 

El coaplejo de La-PPi •e aidió utili1ando eepectrofotoaatria 

de fluorescencia El aparato ••pleado fue un Hpectrofotóaatro 

de Fluorescencia Modelo 650-15, Hitachi. La lonqitud de onda de 

excitación fue de 280 na y la de .. talón de 350 na, con ba•• en 

el trabajo da Hashi•oto y Rotteberq, 1983, y del eepectro da 

emisión obtenido experi•ental••nt•. 

2. 7 c&LCDLO DI LU COllCllJITUCI0 .. 8 D• LU HHCIH LUU8 T D• 

LOI CO•PL&708 •• •L DDIO D• U&CCIO•. 

Las concentraciones de los metales libres, de los liqandos 

(diferentes formas iónicaa del PPi) y de los complejo• M•tal

Ligando (M-L) se calcularon con un proqraaa de computadora • Este 

pro9raaa res u el ve •l si11teaa de ecuacionea aiaul t.tn•a• que 

describen el equilibrio que existe entre la• diferente• e•pecie• 

involucradas an la formación da lo• coaplejoe y la• HpeciH 

libres. El proqraaa fue elabrorado por el Dr. Kentieh c. del 

"Departa•ent of Pbysioloqy Univeraity College, London Univeraity• 

y por el Dr. Mu o. del Inetituto de Pidoloqia Celular de la 

UNAM. El proqraaa H corrió en una ainicoaputedora POP 11 34 

Digital. 

Las con•tllntea de asociación (li:e) utilizadu H to .. ron de 

Martell y Sill'n (1971) y de Saith y Martell (1976), las cuale• 

se det inen coao : 

K8• [ML]/ [M] [LJ en donde 11 • aetal y L • ligando. 
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Loqaritmos de las constantes de asociación. 

Co•plej o loq de Ka 
PPi H ................. 8.3 

PPi H2 ••••••••••••••••• 6.0 

PPi H3 •••••••• ,, ••••••• 2. 7 

PPi H4 •••••••••••••• , •• 2.5 

PPi- Kq •• , ••••••••••••• 6.0 

PPi- Zn •••••••••••• ." •• 11. 66 

PPi- La •••••••• , •••••• 16. 72 

PPi- La2 •••••••••••••• 19. 53 

PPi- Nd2 •••••••••••••• 19.98 

PPi- Tb2 .............. 20.50 

PPi-Fe2 ••••••••••••••• 23. 00 
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3 RISDLTIUX>8 Y DIICDSIOM 

Para principiar nuestro trabajo decidimos centrarnos en el 

estudio del complejo La-PPi. Esta elección se debió a que el i.a 3+ 

es el catión prototipo de la serie de trivalentes a estudiar, a 

que se conoce su Ks por el PPi y a au relativa disponibilidad. 

Por esta razón en los siquientes experimentos se utilizó este 

complejo y en las ültimas secciones se emplear~n otros complejos 

M (III)-PPL 

Por otra parte, la concentración de cationes divalentes 

empleada fue de l mK para el 1192+ y o. 5 llM para el zn2+, esto con 

base en el trabajo previo realizado en el laboratorio, 

3.1. ACTIVIDAD BIDROLITICA DS LA PIROP08PATA8A DS 

llJ:IUIRAMA, UTILIIAllDO COllO 8D8TRA'l'O AL COllPLllJO L&-PPi 

Teniendo en consideración 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 la 

enzima. Dado que la solubilidad del complejo La-PPi es 

dependiente del pH, siendo m4s soluble a pH 4cido, y dado que el 

pH óptimo para la hidrólisis de pirofosfato es de 6.5, decidimos 

medir la actividad a pH 6, o, donde todavia la enziaa tiene una 

buena actividad hidrol1tica (Celia y Romero,1986) y tratando de 

tener el complejo lo m4s •olUble posible (Vease sección 3.7). 

En el curao temporal que se presenta en lo. Fig. se 

observa que utilizando 0.5 mK del complejo La-PPi, la enziaa sólo 

hidroliza 5 naolea de Pi/ aq de prote1na en 5 ainutos; eata baja 
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Fig.3 Curso temporal de la actividad hidrolitica de la 

pirofosfatasa de membrana, usando coao sustrato al La-PPi en 

ausencia y presencia de catión libre. "•dio de reacción : 

Tris-maléico 50 11114 pH 6.0, Na 2P2o 7 0.5 11114, Lacl 3 0.5 11114; 

temperatura de incubación 3o·c. o ein catión libre, • con l aM 

de H9c1 2 , o con o.s mM de zncl2 • Las otras dos curvas son 

controles de la hidrólisis de la enziaa con: • "gcl2 l mi! y 

Na2Pz07 0,5"'" 1 Q ZnClz 0,5 "'"y N•22P207 o.5 1111. 
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hidrolisis se obtuvó incluso a tieapos larqoa (60 min, datos no 

nostrados en la Fig. 3). Al añadir al ••dio l '911 de Mg2+ libre, 

el complejo La-PPi se hidroliza con una actividad especifica de 

20.17 nmoles Pi/1119 de proteina en s ainutos. sin e&l>arqo, cuando 

se añade al medio 0.5 JnM. de zn2+ libre en lu9ar de Mq 2•, tenemos 

una considerable hidrólisis del La•PPi (en S ainutos, 201 nmoles 

Pi/me¡ de prote1na). Co110 puede observar•e, este es un efecto 

activador que depende del tipo de catión divalente libre que esté 

en el medio de reacción.- Cómo pará•etro de coeparación, en la 

Fig.3 se presenta tallbién la actividad del co•plejo Mg-PPi y Zn

PPi a las concentraciones de l '911 Mg2+ y 0.5 '911 zn2• con o.s 11111 

de PPi en allbos casos: se aprecia que la hidrólisis de La·PPi 

activado por zn2+ 6 Mg2+ libre es •enor que la de los complejos 

Mg•PPi 6 Zn·PPi. 

J, 2 C:tllfttCA DS LA IIDllOLI8tl DSL COllPUJO La•PPl t LA 

Ac:TiftC:IOI llOR lq2+ O Isa+ 

Una vez determinado el efecto activador del Mg2+ y el zn2+ 

sobre la hidrólisis del complejo La·PPi, se procedió a estudiar 

su cinética. con base en los datos del experiaento anterior 

utilizamos como velocidad inicial un ti••po de reacción da 1 

minuto. 

En la Fi9. 4 se muestra la actividad llidrolitica de la 

pirofosfatasa de ~ernbrana, variando la concentración del complejo 

La-PPi, en presencia de una concentración fija de catión 

divalente. En ausencia de cationes divelentes, la actividad de 

pirofostatasa alcanza un máximo cuando la concentración del, 

40 



-o 100T ..._ 1 I / ~mMzn2+ 

! ªº! / ~ 
E "! / ..___ __ •____. 
t :!/~""'" 
Eo~~ 
e O.O 0.5 1.0 1.5 2.0 

[ La-PPi mM] 

0.31 

La-PPI + Wg 

l 
2.5 

Km(""'] 

0.92 
0.20 

• 3.0 

t.a-PPl+Zn 0.13 120.00 

Fig.4 

-10 -5 o 5 10 
1 / concentracion 

Cinética de la hidrólisis del complejo La-PPi y la 

activación por Mg2+ y zn2+. Medio de reacción : Tris-maléico 50 

mM pH 6.0, la concentración de Lacl 2 y Na2P2o7 como se indica en 

la figura, se incuba el sistema a Jo•c y durante l min. de tiempo 

de reacción 2 sin catión libre, ! con 1 111!1 de Mgcl 2 y e con o.s 

mM de znc12 • 
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complejo La-PPi es de mM, para luego disminuir a 

concentraciones altas. Es conveniente recordar que la solubilidad 

del complejo La-PPi, aparte de •er dependiente del pH, e• 

dependiente de la concentración, por lo que a partir de l mM se 

observa la precipitación del mismo. Sin embargo creemos que esta 

no es la causa del decremento en la actividad, ya que al 

determinar la cantidad de PPi, &e encontró en el medio de 

reacción; a J JnM de La-PPi un 65\ de PPi soluble (ver sección 

3. 7). 

La hidrólisis del complejo La-PPi en presencia de l mi! de 

Mg 2+ se incrementa, observandose una cinética de saturación a 

partir de l mi!. 

El complejo La-PPi con o.s 1111 de Zn 2+ libre presenta un 

comportamiento en la actividad de hidrólisis 3 veces mayor con 

respecto al del M92+ a bajas concentraciones; sin embargo existe 

a partir de o. 75 mM de sustrato, una disminución marcada de la 

actividad. E•to podria atribuirse a que el sustrato puede aer un 

inhibidor en altas concentraciones, lo cual requiere de un 

estudio más detallado. 

Los valores de Km y Vmáx tueron obtenidos a través de la 

gráfica de Lineweaver-Burk (Fig. 4 abajo) tomando los valores 

hasta l mM de sustrato, para evitar efetor inhibitorios y tueron 

los siquientes: 

sustrato Catión libre Km (mi!) V'a4x nmoles Pi/(mg de prot-ain) 

La-PPi 0.81 14 .83 

La-PPi l mi! Mg2+ 0.2 36.00 

La-PPi o.s mi! zn2+ 0,13 120.00 
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co=.o puede notarse, en presencia de cationes divalentes 

libres la Ka disminuye considerablemente, au•enta la Vmáx, 

indicandonos un efecto activador del catión. A.si mislno, puede 

apreciarse diterencias en la constante para cada tipo de catión. 

Para analizar mejor los efectos observados en este 

experimento, se llevo a cabo el an&lisis que se describe en la 

siquiente sección. 
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3.2.l IPICTO DI u.a COllCl•TRACIO••• DI La-PPi, La3+ 

LIBU, PPi LIBU, •92.. LIIU Y X9-PPi 

Utilizando las constantes de asociación reportadas (Kartell 

y Sillén, 19711 Smith y l!artell, 1976) se calcularon an la 

computadora, con el programa Iones, las concentraciones de los 

complejos y de las formas libre• de la• especies que 

intervinieron en el experimento de la Fiq. 4. Para éste anAlisis 

únicamente tomamos los valores hasta l mK, para evitar los 

efectos de inhibición que se observaron en el caso del zn2+. 

Estos datos se 9raficaron, en la Fi9. 5, para el caso del K9 2+ y 

en la Fiq. 6 para el caso del zn2+, 

En la Fiq. 5 se puede observar que al incrementar la 

concentración de La-PPi, manteniendo fija la cantidad de catión 

dlvalente libre, la actividad hidrol1tica aumenta de una manera 

semejante a la del complejo La-PPi, indicando que es éste 

complejo el que esta siendo hidrolizado por la enzima. Tallhi'n 

existe, como puede verse en la Fiq.5, una 119quella cantidad de 

complejo llq-PPi formado (a l 1111! de La-PPi añadido, hay 0.125 )'14 

de llq-PPi) , Para corroborar que la hidrólida obtenida no era 

debida a esta concentración de Mq-PPi •• deter11inó la hidróliais 

del complejo Kq-PPi a 0.125 pM y 1 1111! de Mq libre. La actividad 

obtenida tue de cero, indicAndonos nueva&ente que la hidróll•is 

que observa&os es debida al complejo La-PPi activado por Mg2+ y 

na al complejo Mq-PPi. 
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3. 2. 2 IFJ:ct'O DI IA8 COllC:IJITUC:tOJllS DI La-PPi, r.al+ 

LXIRll, PPi LISRI, 1n2+ LIIRll r ID-PPi 

Para el caso de la hidrOlisis del La-PPi en presencia del 

zn2+ libre, el análisis de la Fig. 6 indica un comportaaiento 

secejante al del caso con Mg 2+ libre y se ve claracente que la 

actividad depende de la concentración de La-PPi. Aqui también 

existe un coaplejo zn-PPi cuya concentración es l:layor con 

respecto a la calculada para el Hq2+ libre, )•a que la constante 

del zn2+ por el PPi es 1:1ayor que la del Mg 2+, Al realizar el 

experinento con esta cantidad de conplejo Zn-PPi y o.s mM de zn2+ 

libre, observamos que no hubo actividad hidrolitica, lo que nos 

indica que la cantidad aportada por este cocplejo es nula. 

Tanto en la Fig. 5, como en la Fig. 6, la cantidad de PPi 

libre es muy baja (abajo de O.l pM ), Dado que el PPi libre es un 

inhibidor muy débil para esta enzima, teniendo una Ki del orden 

de t'.M (Sosa y col, 1991) el PPi libre que tenemos en nuestro 

experinento no debe estar inhibiendo a la PPiasa. 

La cantidad de I.&3+ libre en este experinento es, para el 

caso de la actividad estimulada por Mg2+, da 0.2 nM en la aAxiaa 

concentración de sustrato: mientras que para la activida.d 

estimulada por zn2+, hay O. 4 M de Lal+. se ha reportado que en 

la ATPasa de ca 2 + de vesiculas de reticulo sarcopl4amico 

(Fujimori y Jencks, 1990) el La 3 + libre inhibe al SOt la 

hidrólisis de ATP a una concentración de 0.16 K. Por lo tanto 

podriamos pensar que la inhibición obtenida a alta• 

concentraciones de sustrato La-PPi, en la actividad estimulada 

por zn2+, podria deberse a la presencia de r.a.3+ libre; sin 
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Fig. 6 Relación de la Actividad hidrolitica de la pirofosfatasa 

con la concentración de los complejos de PPi y las especies 

libres involucrada en el experimento de la Fiq.4. La actividad 

hidrolitica e o) se grafica en el eje de la derecha y las 

concentraciones calculadas para cada especie se encuentran en el 

eje de la izquierda. 
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embarqo, esto solo puede determinarse, para nuestro siatema 

obteniendo la !ti de r.a3+ libre. 

En resumen, este anUisis noa indica que en presencia de 

Mg 2+ ó Zn2+ el complejo que est4 aiendo hidrolizado es el La-PPi. 
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3. 3 l!PICTO DB U. COllCl!lllTllACIOll Y DBL TIPO D• CATIOll LIBRB 1111 

LA uacc:i:o• o• BIDBOLIBII DI LA PIBOl'OBl'&Tala DI llllXBllll&, 

DTILil&llDO COXO IUBTllATO La-PPi 

Para averiguar si otros cationes divalentes ejercían un 

efecto semejante al encontrado para el K92+ y el zn2+ sobre la 

hidrólisis del complejo La-PPi, ae probaron loa siguientes 

divalentes: co2+, Kn2+ y ca2+. La Fi9. 7 auestra el efecto de 

concentraciones crecientes de diferentes cationes diva.lentes 

sobre la actividad de la plrofosfatasa de membrana, manteniendo 

fija la concentración del sustrato La-PPi a o.s 11111. 

A excepción del Mg2+, que aumenta la actividad de la enzima 

al aumentar su concentración, todos los demlls cationes presentan 

un efecto bitAsico sobre la hidrólisis de La-PPi, incrementando 

la actividad enzimatica a bajas concentraciones, pero 

inhibiendola a al tas concentraciones. 

Como puede verse, la estimulación de la hidrólisis del 

complejo La-PPi depende tanto de la concentración, co•o del 

catión divalente utilizado en la reacción. 

Para tratar de entender mejor lo que sucedía en aate 

experimento,ae calcularon las concentraciones de loa complejos y 

especies libres que se formaban utilizando como ejemplo 

cationes: el Mg2+ y el zn2+ C'ste llltiao con efecto bitAsico). 
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Fig. 7 Efecto de diferentes cationes divalentes •obre la 

hidrólisis del complejo La-PPi. Medio de reacción : Tris-aal•ico 

50 mi! pH 6,0, tacl2 0,5 mi!, Na2P2o7 0.5 mi! se incubó al sistema 

a Jo•c durante l minuto con los siguientes cationes: o-Mg 2+, 

•-zn2+,a-M.n2 +,•-co2 + y6-ca2•. 
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3. 3 .1 UALIII8 DB ua co•CBJITllCIO••s CALCULADAS DI LOS 

COKPL&.701 T ••••ex•• LI .... o• LA PIQ.7 

K9.- Tomando los datos para Hg2+ del experimento de la Fig. 7 y 

tomando en consideración las constantes de asociación apropiadas, 

se calcularon las concentraciones de los complejos y especies 

libres involucradas en dicho experimento y se graficó en la Fig. 

e. Se puede observar cómo la concentración de complejo La-PPi se 

mantiene constante y la concentración de M92+ 1 ibre aumenta a lo 

largo de la gráfica. Aunque se produce el complejo Hg-PPl, éste 

alcanza, en su nivel mAximo, una concentración de 0.4 uM 

concentración a la cual no es perceptible la hidrólisis de este 

complejo. Por lo tanto, el ünico responsable del efecto activador 

es el Mg2+ libre. Las concentraciones de PPi libro pueden 

despreciarse pues estAn en el orden de 0.01 nM. 

Zn.- De la misma manera que se calcularon los complejos y 

especies libres para el caso del M9 2+, se calcularon loa 

correspondientes para el caso del zn2+. Estos datos se muestran 

en la Fiq. 9. El complejo La-PPi se mantiene constante a lo larqo 

del experimento mientras que la concentración de zn 2+ libre 

aumenta. La actividad hidrolitica, que como ya se indicó presenta 

un comportamiento bifásico, se incrementa hasta 0.5 mM de ZnC1 2 • 

Este primer efecto puede ser debido, de acuerdo a la grAf ica, a 

dos factores: lero al aumento de zn2+ libre y 2° al ligero 

aumento del complejo Zn-PPi. 

Para descartar la 2a. poaibilidad, se comprobó que no habia 

actividad hidrolitica en el punto de máxima hidrólisis obtenida, 

51 



Fig.S AnAlisis de las concentraciones calculadas de loa 

complejos de La-PPí y Mg-PPí y de la• especies libre• 

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 Análisis de las concentracicnes de los complejos Lii-PPi y 

Zn-PPi y de las especies libres involucradas en el experimento de 

la Fig. 7. La actividad hidrolitica experimental se encuentra en 

el eje de la derecha y los datos calculados en el eje do la 

izquierda. 
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que corresponde a una concentración de o. 54 uM de zn-PPi y o. s m.M 

zn2+ libre. Por lo tanto, la activación observada solo puede 

deberse al efecto del zn2+ libre sobre la enzima. 

En la gráfica también se observa un incremento de la 

concentración libre de i..a 3+, aunque esta es pequeña o.os UK); sin 

eJnbargo, teniendo en consideración los datos ya referidos en la 

ATPasa de ca2+ de vesiculas de reticulo sarcoplásmico, 

consideramos que en este experimento no hay un efecto inhibitorio 

importante del catión trivalente libre. Aunque esto solo podria 

comprobarse obteniendose la Ki de ta3+ para este sistema. 

De estos experimentos podemos concluir que la activación de 

la hidrólisis del complejo La-PPi depende del tipo y 

concentración del catión divalente empleado. 
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3, C Cill!:'flCA DE LA HIDROLISIS DB DXl'IRBll'fBS COllPLZJOS 

11 (Illl- PPi AC'fIVIUlA l'OR 11;2+ LIBRB 

Una vez caracterizada la activación de la hidrólisis del 

complejo t.a-PPl por cationes divalentes, se trató de examinar la 

especificidad de la pirofostatasa de membrana por otros sustratos 

H (III)-PPi. En la Fiq. lOa se muestra la actividad hidrolitica 

de la enzima utilizando como sustrato Nd-PPi, Fe-PPi, Tb-PPi y 

La-PPi en presencia de lmH de Hqc1 2 • El comportamiento cinético 

no fue tipicamente Michaeliano en todos los sustratos, esto 

podria se explicado por la dificultad experimental que tuvimos al 

trabajar con complejos trivalentes ( bajas actividades de 

hidrólisis, presencia de precipitados, oxidación, etc.). Y como 

se aprecia en la Fig.lOa, en alqunas curvas (por ejemplo Nd-PPi) 

no se realizó el expererimento a concentraciones altas evitando 

asi algún efecto de precipitación. 

La Fiq. lOb muestra la gráfica de Lineweaver-Burk del 

experimento y en el recuadro de la misma se presentan las 

constantes cinéticas (Km y Vm~x). La Km para cada complejo varia 

desde 0.078 mH para el Nd-PPi hasta 2.0 aH para el complejo Tb

PPi mientras que la Vmáx no varia considerablemente. Estos datos 

nos sugieren que el Hg2+ libre activa a la enzima de una manera 

tal que el sitio activo muestra selectividad por el sustrato 

complejo H (III)-PPi. 

Por otra parte, haciendo un análisis comparativo de la Km 

con el sustrato real de esta enzima Mg-PPl activado con l mM de 

Hq2+ libre ea de 0.6 mH mientras que su Vm~x es 333 nmoles Pi / 

(min. mg de proteina l . Esto nos indica que los sustratos 
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Fig .10 Cin4tica de la activación por Mg2+ de la hidróliab de 

diferentes complejos M (III)-PPi. a) Medio de reacción: 

Tris-mal4ico 50 mM pH 6.0, l mM de MgC1 2 , se incubó a JO'C. Se 

usaron lo• •ic;uientes sustratos La-PPi, Nd-PPi, Tb-PPi y Fe-

PPi. Los metales trivalentes se at\adieron coao cloruro• y •l 

pirofosfato en la forma sódica. b) Gr4fica de Lineweaver-Burk de 

los datos de a) • 

Nota: Unidades de V máx nmoles Pi/(min.mg de proteina). 
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l. 5 CIWBTICA DB LA HIDROLISIS DB DirBRPITBB COKPLBJOS 

K (III)-PPi l.CTinDOS POll ln2+ LIBllll. 

La actividad hidrolitica en función de la concentración de los 

sustratos Nd-PPi, Fe-PPi, Tb-PPi y La-PPi en presencia de 0.5 mM 

de Zn2+ libre se presenta en la Fig.lla. Como se demostró para el 

caso del La-PPi, al utilizarse como sustratos otros K (IIII)-PPl, 

la activación con zn 2+ es mayor que la encontrada con Mg2+. 

En la Fiq. llb se muestran las dobles reciprocas de 

nuestros da tos y en el recuadro se presentan la Km y Vmáx 

obtenidas. 

La Km para los diferentes sustratos es la misma (0.126 mM) 

y la V máx 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 sugieren 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 Vmáx. Esto podria interpretarse como que el 

zn2+ produce un estado del sitio activo completamente "abierto" a 

los sustratos H (III) -PPL 
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Fig.ll Cinética de la activación por zn2+ libre de la hidrólisis 

de diferentes complejos M (111)-PPi. a) Medio de reacción: 

Tris-maléico 50 mM pH 6.0, o.5 mM de zncl 2, se incubó a 30'C. Se 

usaron los siguentes sustratos : La-PPi, Nd-PPi, Tb-PPi y Fe-PPi. 

Los metales trivalentcs en forma de cloruros y el pirofosfato 

en la forma sódica. b) Gráfica de Lineweaver-Burk de los datos de 

a). 

Nota: Unidades de V mAx nmoles P/(11in.mg de proteina). 
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riq. 12 Fluorescencia del complejo La-PPi bajo diferentes 

condiciones experimentales. a) Fluorescencia emitida por ol 

complejo La-PPi, utilizando una longitud de onda de excitación de 

280 y i:iidiendo la emisión a 350 nm. b) se"al de tluorescencia 

por el desplazamiento por el t.a3+ de los cationes divalentes en 

los co111plejos : Mg-PPi, Zn-PPi y Fe-PPi. e} Efecto do la 

concentración creciente de catión libre (1192+, Zn2+, Fe2+) •obre 

la fluorescencia del CO?llplejo La-PPi. 
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señal de fluorescencia. Para los dos primeros coni.plejos, cuyas 

constantes de asociación por PPi son inferiores que la del 

complejo La-PPi, se encuentra un desplazamiento inmediato del 

catión divalente por el Lac1 3 , obteniéndose una señal de 

fluorescencia muy parecida a la de la Fig. 12a, lo que nos 

sugiere que el desplazamiento es completo. Por otro lado, con al 

uso del tercer complejo cuya constante de asociación por PPi es 

mayor que la del z..a 3+, solamente se observó 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 (o. 2mM). Para el caso del Mg 2+ y zn2 +, nuevamente 

encontralDOS que practicamente no alteran la señal de 

fluorescencia dada por el complejo, sugiriéndonos que estos 

metales libres no son capaces de desplazar al lantano bajo 

nuestras condiciones experimentales. Para el caso del Fe3+ si 

existe un apagamiento de la señal de fluorescencia, pero ae 

necesita el doble de la cantidad del complejo La-PPi para llevar 

a cero esta señal. 

LO que podemos concluir de estos experimentos es qua el 

complejo La-PPi es muy estable, dando una señal de fluorescencia 

que practicamente no se altera por la presencia de cationes Mg2+ 

y zn2• libres lo que nos indica que bajo nuestras condiciones 

experimentales el complejo no es desplazado por Mg 2+ ó zn2+, 

validando nuestros resultados experimentales con la enzima. 
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3.7 DBTBRKillllCIOM DI PRllCIPITADOB 

Como se mencionó en la metodologia, estos complejos 

H (III)-PPi a pH 6.0 podrian presentar cierta precipitación que 

aumenta dependiendo de su concentración. Por esto creimos 

necesario conocer la cantidad real del complejo disponible para 

la enzima en nuestras condiciones experimentales y conocer además 

si la presencia de cationes libres tiene alguna repercusión en la 

solubilidad del complejo. Estos datos se muestran en la Fig. 13. 

Encontramos que el La-PPi se encuentra practicamente en solución 

hasta una concentración de 0.2 mM, y va disminuyendo lentamente 

hasta obtenerse un 35' de precipitación a una concentración de 3 

mM. En presencia de Mg2+ la precipitación aumenta en todas las 

concentraciones, encontrándose desde su inicio cierta cantidad 

precipitado y lleqando a una precipitación del 54' a 3 mH del 

complejo La-PPL Esto mismo se observó para el caso del zn2+ 

teniendo una precipitación muy parecida a la del Mg2+, pero 

utilizando en este caso la mitad de la concentración de catión, 

que en la del Hq2+. 

Estos precipitados podrian estar contribuyendo en la 

inhibición observada en el experimento de la Fig. 4, sin embargo 

no creemos que sea de una manera importante ya que a 3 mM del 

complejo La-PPi tendremos disponible para la enzima más de i.s mH 

suficiente para ser hidrolizado y no presentar una inhibición por 

carencia de sustrato. 
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Fig. 13 cuantificación de la concentración de complejo La-PPi 

soluble disponible para la hidrólisis • Medio de reacción: Tris
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CO•CLOBIOIQl8 

con base en los datos experimentales obtenidos en este 

trabajo respecto a la regulación que ejercen los cationes 

divalentes en la actividad hidrólitica de la Pirofosfatasa de 

membrana podemos resumir lo siquiente: 

1) Los complejos M (III)-PPi son reconocidos como sustrato 

por la PPiasa de membrana, sin embargo son débilmente 

hidrolizados. 

2) En presencia de catión divalente libre la enzil:la se 

activa e hidroliza a los complejos M (III)-PPi. 

3) La Activación depende del tipo y concentración de 

catión divalente libre. 

4) La Activación por Hq2+ hace que la enzima tenga 

diferente selectividad por los complejos M (III)-PPi pero sin 

variar la V máx. 

5) La Activación por zn2+ hace que la enzima tenqa la 

misma Km para todos los complejos H (III)-PPi pero varia su Vm~x. 

6) La señal de fluorescencia emitida por el complejo La-PPi 

permitió verificar su estabilidad en solución y comprobar que en 

nuestras condiciones experimentales los cationes divalentes ae 

encuentran en estado libre. 

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

divalente que requla la actividad de la PPiasa de membrana. 
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