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SUMMARY

le- Kinetio Studies show-that apyr$ss A-prep”~r~d
in this laboratory and Kriehnan®s insoluble apyrase show a simi
lar behavior.

2. - The first steps of a preparation of agj
B are deaoribed in detall.

3. - The differEnces between apjrrade A and B aré

disoéussed.



INTRODUCCTION

Se han descrito en la papa, enzimas que hidrolizan el
ATP hasta AMR y Pi. Estas enzimas han sido estudiadas por di -
versos autores (D @ (B)M@BG)Y(G) (7). Se ha denominado apira
sa a la, o a las enzimas que efectuan esta hidrolisis, para
distingui :las de las ATPasas, que soOlo hidrolizan el fosfato ga
ma o terminal del ATP (2), La apirasa hidroliza al ATP en dos
etapas, siendo los primeros productos de la reaccién ADP y Pi;
luego el ADP es hidrolizado a AMP y otra molécula de Pi (7)(8),
Ambos tipos de enzimas han sido usados como reactivos analiti-
cos, (9)(10), ya sea para determinar ATP y ADP en mezcla, o bien,
para hidrolizar estos nucleotidos en un sistema determinado has-
ta APy Pi.

A partir de un extracto de papas que posea la propiedad
de hidrolizar el ATP hasta AMP y dos moles de Pi, es posible se-
parar dos sistemas, que catalizando las mismas reacciones, ten-
drian propiedades cinéticas y fisico-quimicas diferentes. Dos
grupos de autores se han preocupado de este aspecto del proble-
ma. Krishnan (4), separa dos enzimas, que se comportan en for-
ma diferente cuando se dializan contra agua destilada y, que de
nomina ‘'soluble™ e "insoluble"™ respectivamente. La aapirasa ''so-
luble', permanece en solucidn por dialisis prolongada, mientras
que la alpirasa "insoluble™ precipita. Una observacion de los
graficos presentados por este autor (6) acerca de la hidrélisis
del ATP por las aipirasas ''soluble”™ e "insoluble'™, muestra que

la liberaciéon de Pi es funcioén

Abreviaturas usadas en este trabajo.

ATP: adenosin 51trifosfato; ADP: adenosin 57 difosfato; AMP:
adenosin 57 monofosfato; Pi: 16n ortofosfato; Tris: tri (hidro-
ximetil)-aminometano; ATPasa: adenosintrifosfatasa; a.e.: ac-

tividad especifica; U : unidades de actividad enzimatica.
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lineal del tiempo en ambos tipos de a™pirasa. En el grafico
que muestra los resultados obtenidos con aapirasa "insoluble™,
se observa, sin embargo, una ligera inflexiéon cuando se ha li-
berado mas o menos un 501 del fésforo acido 1abil, Molnar y
Lorand (6), describen tambidén la preparacidon de dos tipos de
aspirasa, que se comportan en forma diferente en una columna
de dietilaminoetilcelulosa. Los autores las denominan A y B res
pectivamente. La o pirasa A, no es adsorbida por el iIntercam -
biador con una fuerza id6nica de 0,1 M., en cambio, la »pirasa
B es adsorbida y necesita una fuerza i6nica de 0,1 hasta 0,25
para su elucidén. Datos cinéticos obtenidos por estos autores
(6), muestran que la aipirasa A libera el fosfato gama del ATP,
a una velocidad diez veces mayor que el fosfato beta o Inter -
medio. La aipirasa B, en cambio, hidroliza ambos fosfatos a la
misma velocidad. Se comprende entonces, que la relacidon entre
las velocidades del hidrolisis del ATP y del ADP (razéon ATP/
ADP), sea mayor a uno para la aspirasa A (se dan valores has-
ta de 13) y del orden de 1,0 para la a.pirasa B. Los autores
afirman que la a.pirasa B podria corresponder a la apirasa
"insoluble™ de Krishnan. Nos parece, por la comparaciéon de los
datos de Molnar con los de Krishnan, que esta aseveracion no
se justifica.

Datos cinéticos obtenidos en este laboratorio (8),
demuestran que la velocidad de liberacion del fosfato gama del
ATP por “tpirasa "'soluble™ de Krishnan, es significativamente
mayor que la velocidad de liberacion del fosfato beta. Estos
datos, comparados con los datos cinéticos descritos por Molnar
y Lorand (6), permitirian homologar la apirasa A con la a>pi-
rasa ''soluble"™ de Krishnan, afirmacion que parece subentender-

se en el trabajo de Molnar, pero que no se plantea explicita-

mente. argumentos antes expuestos, nos hicieron pensar
que seria de interés estiidiar en mas detalle la solubilidad de

la asi llamada a pirasa '"insoluble de Krishnan y, observar si



la cinética de hidrélisis del ATl por esta enzima, era simi-
lar a la cinética de la spirasa B de Molnar.

Se describiran después, algunas fases de un procedimien-
to que pretende separar y purificar la apirasa B, Basandonos
en lo anteriormente expuesto, definimos como tal a la a.pirasa
que presenta una baja razén ATP/ADP.

la obtencion de una enzima suficientemente pura, es eta
pa indispensable en todo intento de iInvestigacion del mecanis-
mo de una reaccidn enzimatica.

Bebe observarse sin embargo, que cualquier proceso de
purificacidn que parta de un extracto de papas, va a dar un
bajo rendimiento, ya que la actividad del extracto depende de
la presencia de ambas apirasas, la Ay la B, siéndo ultima
la proporcién menor (6), y debiéndose descartar la apirasa A
en el proceso de purificacion.

.Es posible encontrar en la literatura, preparaciones
de apirasa con actividades especificas bastante elevadas ()
B)(®)(7), pero éstas no describen la metédica empleada con
suficiente detalle, o bien, no presentan datos suficientes
acerca de la evolucion de las razones ATP/ADP en las diversas
etapas de purificacion.

El objetivo de esta parte del trabajo, es entonces,
extraer y purificar parcialmente una apirasa que posea una
razon ATP/ADP que tienda a l,a diferencia del trabajo anterior

mente presentado (11) que se referia a la apirasa A.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron papas de cascara roja, obtenidas al azar en
diversos establecimientos Comerciales. Los métodos de prepa -
racion se describen en la seccidon "Resultados™.

Todos los reactivos empleados son 'pro analysi™. Los

nucleotidos empleados provienen de la firma "Sigma Chemical Co".



St, Louis Mo. U.S.A.

Determinacion de proteinas. Las proteinas se deter-
minaron por el método de Biuret (12), empleando como referen-
cia Standard una curva de calibracion hecha con seroalbamina
cristalina. Los valores obtenidos por este método, concuerdan
exactamente con determinaciones de proteinas hechas por el mé-
todo de Kjeldahl para la apirasa (A3)*

Medio de ensayo. La incubacidén se efectué a 30°, en
un medio que en un volumen final de 1 mi. contenias substrato
0. 002 M., CaC12 0,005 M., tampbén succinato 0,10 M. y la enzima,
diluida a una concentraci6on adecuada para el ensayo en KC1 0,5
M. La reaccidén se detiene al agregar 2 mi. de acido tricloro
acético frio al 54 y se centrifuga a 800 x g durante 10 min.

En el sobrenadante total se determina el 11 liberado por el mé-
todo de Fiske y Subarrow (14). La concentracion efectiva de los
substratos se controlé por medicidn espectrofotométrica y por
el fosforo acido labil (15).

Unidad de enzima y actividad especifica. La unidad
de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de en-
zima que libera 1 umol de Pi. por minuto, a 30°, en el medio
de incubacion descrito. La actividad especifica (a.e.) se ex-
presa en unidades de enzima/mg de protelna.

A menos que se Indique expresamente, todas las ope-

raciones se realizan entre 0y 2°C.

RESULTADOS
A .- Propiedadea de las apirasas,
1, - Accion de la dilucidén sobre el extracto.

Se han descrito (4)(6) apirasas insolubles que
precipitan por dialisis contra agua destilada. Por las propie-
dades i1ndicadas por los autores, estas enzimas parecen corres-
ponder a la "apirasa insoluble de Krishnan. Se pens6é entonces,

que este fendmeno se debia a una precipitacidon de un medio de
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baja fuerza i6nica, como en el caso de la miosina. (16),

A fin de comprobar esta hipdtesis, el extracto a-
cuoso se diluyo 250 veces en agua destilada, sin que se obser-
vara precipitacion o enturbiamiento del medio. El extracto
dilluido cinco veces en agua destilada tampoco precipita vy,
conserva su actividad.

Esto sugiere que la precipitacion de la a pirasa
"insoluble™ de Krishnan, no se debe a un fendémeno de simple
descenso de la fuerza idnica, y que probablemente se trete de
un fendémeno de naturaleza diversa. Naturalmente, los resul-
tados de dilucidén no son extrictamente comparables con la
dialisis, ya que en Osta se modifica la fuerda i6nica sin
gran modificacidon do la concentracién de proteinas.

I1.- Extraccion de la a-pirasa "insoluble” de Krishnan con agua
A fin de observar hasta que punto la preparacion
de .Krishnan respondia a su definiciéon como insoluble, se pro-
cedié a extraer con agua destilada una preparacién de apira-
sa "insoluble"™ obtenida segun lo indica el autor (4).
Se homogeniza una porcién de la pasta de a"pirasa
"“insoluble™, con un volumen igual de agua destilada durante
1 min. en un homogenizador de Potter. La suspensién obtenida
se ecntrifuga durante 10 min. a 30.900 x g. El sobrenadante
se guarda en frio. Luego se agregan dos volumenes de agua des-
tilada y se extrae en las mismas condiciones iniciales tres

veces mas.

Figura _ 1 E xtraccién de apirasa "insoluble™ con agua.
0= © de proteinas m= U.



I11.- Cinética de la hidrolisis ael ATP por a pirasa '"inso -
luble™ de Krishnan.

Para este experimrnto se usa una preparacion de
lupirnsa insoluble de krishnan, preparada segun lo indica es-
te autor (4). La dilucion de la enzima empleada en cada caso,

se indica bajo el gréafico.

Figura Il1.- Cinética de la hidrdlisis del ATP por 1la.-
pirasa "insolubleX de" Krishnan &a "diferentes diluciones de en-
zima. La "incubacién se realizéla 300 en un"medio en "que "un vol.
final de 5 mi. contenia: ATP 0,002 M., CaCl2 0,005 M., tampdn
succinato 0,10 M. y la enzima diluida hasta la concentracion
mas abajo indicada. La linea quebrada ( — — ) indica el 50%
de hidrolisis del fosforo acido labil. Dilucidén de ladenzima:

A =5,22 mg/ml (Iml) O = 1,57 mg/ml (@ mBl)p= 0,522 mg/ml Fiml)
Como se puede apreciar en la figura 11, hay una di-
ferencia notable en el comportamiento cinético cuando se diluye
lo apirasa "insoluble” de Krishnan. La cinética de la hidroli-
sis del ATP con la enzima diluida, es muy semejante a la de la
a“pirasa de Molnar, y no a la de la .apirasa B, como implica

este ultimo autor (6).

IV.- Cinética de la hidrélisis del ATP por .apirasa A. (11)
Se pens6 que ya habia una diferencia notable de
comportamiento cinético al diluir la a.pirhsa "insoluble™ de
Krishnan, la apirasa A. de estar en una etapa mas avanzada de
purificacidon, deberia conservar sus propiedades cinéticas al

ser diluida.



Figura Il1l1.- Cinética de la hidrolisis de ATP por apirasa
A. (11) La incubacid6i”*s’realiz6”a 30° en un médio que en un*vo-
lumen final de 10 mi. contenia: ATP 0,001 M.; Ca C12 0,006 M.;
Tampon succinat® 0,05 M. La a pirasa A empleada proviene de la
etapa 111 de la purificacidon de este laboratorio (11). Alicuota
de 1 mi. La linea quebrada indica el 50% de hidrolisis de foésfo-
ro acido labil. Dilucion de la enzima (en seroalbiimina (11)

D= 4,7 /ig/ml. (@2 mi.) X= 0,92 Zug/ml (2ml)
Como se puede observar en la figura 111, no hay varia

cion en la forma de accion sobre el ATP al diluir la aspiraea A.

B.- Preparacion de la a.pirasa de tipo '"B".

Etapa I.-
a) Extraccidén.- Papas peladas y trozadas se homoge
nizan durante 1 min. en la juguera sin agregar liquido. A esta
papilla se le agrega un volamen igual a su peso de KC1 0,5 M.
y se agita durante 5 min. Se pasa por tela y se centrifuga a
11.700 x g durante 20 min. para clarificar el extracto obtenido,

el precipitad* se descarta.



Se puede observar, que la cantidad de unidades
totales presentes en I®s extractos efectuados a diferentes
fuerzas id6nicas es sensiblemente constante, 1o que concuerda
con los datos obtenidos por otros autores (4).

b) Trabamiento del extracto a diferentes pH. Al
tratar un extracto, preparado segun se indica anteriormente,
con tampones de diferentes pH o, al acidular con &acido clor-
hidrico; esto ultimo para mantener la fuerza id6nica de extrac-
cion; se observa la aparicion de precipitado cuando el pH es
inferior a 5.

La actividad .apirasica se reparte generalmente
entre el precipitado y el sobrenadante, sin que so pueda evi-
denciar de esta manera, una fraccién que contenga a,pirasa con
una razén ATP/ ADP menor que el extracto.

c) fraccionamiento del extracto con sulfato de amonio
El fraccionamiento con sulfato de amonio, del extracto preparado
segun se indica anteriormente, tampoco da resultados que permi-
tan apreciar la cantidad de n.pirasa B prsente en el extracto.

d) Fraccionamiento con alcohol. El extracto se trata
con alcohol redestilado de 95F (v/Vv), que se agrega a 18%, len-
tamente. La solucion se mantiene con agitaciéon lenta y la tem-
peratura se disminuye gradualmente hasta alcanzar 10 sobre el
punto de congelacién de la solucidon hidroalcoholica correspon-
diente (17). Luego de agregar la cantidad deseada de alcohol,
la suspensidon se deja 20 min. con agitacion, a fin de que se
equilibren solucidn y precipitado. Se centrifuga luego a 34.800
X g a -10° durante 20 min. Se deja escurrir el alcohol del tu-
bo i1nvertido durante 30 min., para eliminar del precipitado to
do el liquido que sea posible. El precipitado se disuelve on
KOl o, 5 M., la solucidén obtenida es semitransparente, homogé-

nea y del color amarillo claro.



El fraccionamiento del extracto, indicé que en los
precipitados obtenidos por sobre un 22% de alcohol, habta mas
unidades totales de a.pirasa que en las fracciones descritas
mas adelante, pero tenian a la vez una razon ATP/ADP bastante
mas alta que dichas fracciones. Por ello se analizé en mas de-

talle los precipitados obtenidos entre 0y 223,

TABLA N° 1 .-
Fiaccionamiento del extracto de papas en alcohol.
Jr-
Vzég— U. totales U.Totales a.e Razén Proteinas

Fraccion @p) ATP  ADP  ATP ADP ATP ADP ATP/ADP  (m)
Extracto 45 281 135 (100) (100) 1,04 0,50 2,08 315

0-14% de
etanol 6 5 3 2 2 0,26 0,16 1,62 20
0-17%$ de
etanol 10 7 5 3 4 0,26 0,19 1,37 27
0-22% de
etanol 10 21 19 8 14 0,46 0,37 1,24 50

En la tablalee puede apreciar que entre o y 22% de al-
cohol, se obtiene una fraccidén con el maximo rendimiento en U,
totales, que posee ademas de una baja razén ATP/ADP.

Esta fase de la preparacion, tiene por objeto disponer
de un criterio para evaluar la cantidad de apirasa B del ex-
tracto, SoOlo ahora es posible analizar las condiciones Optimas
para la obtencidén de ésta.

e) Extraccion a diferentes pH. A un peso determinado
do la pasta de papas, preparada segan se ha descrito anterior-
mente, se le agrega un volumen de una solucidén de KOI 0,3 M,-
tampéon 0,2 M, al pH deseado. Esta suspensién se agita durante
5 min., se pasa por tela y se centrifuga a 11.700 x g durante
20 min., el precipitado se descarta. El extracto resultante se
trata con alcohol en las condiciones descritas. Cada precipita-

do alcohdlico se ensaya una vez disuelto.



La extracciéon se realizé con una gama de pH que iba
desde 4,65 8,6; los mejores resultados se obtuvieron en la zo-

na 6-7,4, por lo que se procedié a estudiarla en mas detalle.

TABLA NN 2

Extraccidén de apirasa B a diferentes pH

Volu $ Proté-
men ., y.Totales U, Totales a.@. Razo6n in\s
Fraccion _gfaxy . ATP ADP  ATP ADP ATP ADP ATP/ADP .
N pH b,5
Extracto 45 250 78 (100)(100) 0,50 0,14 3,62 540
0-22/0Alc. 12 14 6 6 18 0,35 0,34 40
a pH 6,5
Extracto 45 245 66 (100)(100) 0,46 0,12 3,75 535
0-22$ Ale . 12 14 12 6 16 0,41 0,35 1,18 36
(100) (100)
0-22%Alc. 12 23 22 9 30 31.0,.32 1.00 67
A pH 7,4
Extracto 45 286 118 (100)(100) 0,52 0,16 3,25 495
0-22%Alc. 12 21 12 7 10 g 28 21 1,78 54

Como se puede apreciar en la tabla 2, el mdximo de
extraccion se obtiene a pH 6,8, con una solucidén de Tris-HCL
0,2W-.KC1 0,3 M. Esta fraccidon tiene ademas una razén ATP/ADP
que esta de acuerdo con nuestra definicion de apirasa B,

) Estudio del tiempo 6ptimo de extracciéon. Como
se puede apreciar por la metddica descrita, el tiempo de ex -
traccidon juega un papel importante en la obtencién del maximo
de unidades totales.

Una papilla, fuad sometida a extraccién durante tism
pos variables, con un volumen de solucidén de KC1 0,5 M.-Tris-
HC1 0,2 M. pH6,8 i1gual a su peso. Hay que cuidar que la parte
inferior del recipiente esté bien agitada, puesto que de otra
manera, el almidon que sedimenta facilmente arrastra otras

particulas , que de esta forma sufren una extraccion deficiente.



la, suspension se pasa por una tela, se centrifuga y se fruccio
fla con alcohol en las condiciones descritas. Los resultados se

indican en la tabla N° 3.-

TABLA N° 3.

Extraccion de apirasa B en distintos tiempos.

Tiempo (m1) $ (mg)
de extrae, Volu- U.totales U.totales a .,e. Razoén Prote-
cion. men ATP ADP ATP ADP ATP ADP ATP/ADP inas .
5 min.

""Extracto 45 247 75 (100)(100) 0,76 0,23 3,3 330
0-22A1C 20 22 22 9 50 0,35 5733 1,01 66
10 min.

Extracto 45 164 58 (100)(100) 0,49 0,11 4,3 336
0-22 Ale. 20 21 14 13 37 0,41 0,27 1,5 47
40 min.

Extracto 45 155 58 (100)(100) 0,41 0,12 3,5 326
0-22% Ale. 20 5Q 21 22 5 .0,37 0,26 1,4 81
60 min.

Extracto 45 209 75 (100)(100) 0,54 0,19 2,81 387
0-22% Ale. 20 22 19 11 26 0,40 0,35 1,14 56
90 min.

Extracto 45 234 79 (100)(100) 0,60 0,20 3,00 387
0-22% Ale. 20 22 21 10 27 0,44 0,42 1,05 51
optimo.

Q) Fuerza 1i0nica de extraccién. A una papilla preparac

segun se ha indicado, se le agrega un volumen equivalente a su
peso de una solucién gque contiene: tampdén Tris-HCI 0,2 M. pH6,8
y KC1 de concentracioén variable. Se procede a agitar durante 40

Din, y a precipitar con alcohol en la forma ya descrita.
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TABLA N3 4

Extraccion de >apirasa B con diferentes fuerzas idnicas.

Concen- Volu % Protfé-
tracién men U,totales U.totales a.e. Razén inas
Ha KC1. (mD ATP ADP ATP ADP ATP ADP ATP/ADP ()
NnTO6 M.

Extracte 45 225 61 (100)(100) 0,67 0,18 3,70 337
n-22% Ale. 20 30 16 14 27 0,45 0,25 1,86 67
0.30 M.

Extracto 45 219 58 (100)(100) 0,59 0,16 3,65 374
n-22% Ale. 20 19 15 9 26 0,39 0,31 1,36 48
0.43 M. . .

Extracto 45 216 55 (io00)(i00) 0,57 0,14 3,95 380
0-22%Alc. 20 12 10 6 18 0.28 0,25 1.09 40
0.60 M.

Extracto 45 250 72 (100)(100) 0,64 0,18 3,5 387
0-22%Alc. 20 8 7 =0 0,23 0,20 -1,15 35

Los datos obtenidos en la tabla 4, reflejan algunasi de
las caracteristicas fisicoquimicas del sistema, impuestas por las
variaciones de la fuerza io6nica. Cuanto menor es la constante die-
léctrica del medio, debido a una baja fuerza i6nica en la precipi-
taciéon con alcohol, tanto mayor es la cantidad de proteinas preci-
pitadas. A menor fuerza i0nica se obtiene una mayor cantidad de
unidades totales, pero junto con esto, la razén ATP/ADP de esa frac
ciéon es relativamente alta. Es por esto que se elige la concentra-
cion de KC1 0,3 como la optima, puesto que si bien no es la con-
dicion de mayor rendimiento, es la que permite obtener la mayor
cantidad de unidades totales de a.pirasa de baja razén ATP/ADP, va-
le decir de aipirasa B.

RESUMEN DE LA ETAPA DE EXTRACCION.

Se homogenizan durante 1 min, en la juguera papas peladas y
trozadas. La papilla obtenida se extrae con igual volumen de:tampdn
Iris-HCI 0,2 M,. pH 6,8 - KC1 0,3 M. La suspension obtenida se agita
durante 40 min. , se pasa por tela y se centrifuga. Se utiliza el

sobrenadante para las operaciones posteriores.



Etapa II.

a) Precipitacion con alcohol. Una vez determinadas las
condiciones oOptimas de extraocidén, se repitié el fraccionamiento
con alcohol en las nuevas condiciones de extraccion. Los resulta-
dos obtenidos, son en todo similares a los del primer fracciona -
miento. Usando la metddica descrita se elige el norte 0-22% como
optimo.

RESUMEN DE LA ETAPA 11.
El extracto se precipita a -60 con alcohol hasta una concentracion
de 22% (v/v). Se centrifuga durante 20 min. y se descarta el sobre-
nadante. El precipitado se disuelve en un 40% de volumen del extrac

to con una solucién de KC1 0,5 M,

Etapa 111 .-

a) Fraccionamiento con Sulfato de Amonio. La fraccioén
alcohdlica®™ preparada segun se ha descrito, se sometié luego a un
fraccionamiento con sulfato de amonio a pH constante.

En todos los casos el pH se controlé potenciométricamen-
te en una muestra diluida 10 a 20 veces.

Se toma un volumen de la solucidon obtenida por fraccio-
namiento alcohdélico y se fracciona con sulfato de amonio agregan-
do en forma soé6lida; el pH se mantiene constante a lo largo de cada
fraccionamiento. El ajuste de pH se efectua con amoniaco concentra-
do. Después de agregar la cantidad deseada de sulfato de amonio, se
mantiene la suspension durante 15 a 20 min, con agitacién a fin de
que se equilibren solucién y precipitado. Los precipitados se se-
paran por centrifugacion a 34.000 x g durante 20 min. Todas las
fracciones se disuelven en KC1 0,5 M. a fin de ser ensayadas.

En la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos con
las fracciones de mas alta actividad especifica y rendimiento, pa-
ra cada uno de los pH estudiados.
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TABLA N° 5

Fraocionamiento de apirasa B con Sulfato de Amonio a dife-

rentes pH.
$ de U. recupp: i
radas de fraccion Producto de
) alcohdlica. a.e Razon purificacion

VraCCiOn ATP ADP ATP *ADP ATP/ADP ATP ADP
22-61 93 83 2,51 1,46 1,71 2,32 1,23
a pH 7,0
25-70 77 70 3,00 2,45 2 4,76 4,27
aghH_6:4
20-60 79 74 2,22 2,00 1,11 1,75 1,48
a PH 5.8

Para facilitar la comparacion de los resultados obte-
nidos, se ha preferido emplear la expresién de 'producto de
purificacion®,1 (i) ya que esta expresion refleja simultéanea-
mente rendimiento y puriiicaoién obtenidos en una etapa.

Como se puede apreciar en la tabla 5, la fracciodn
25-70% de saturacion con Sulfato de Amonio obtenida a pH 6,8es
la que da mejores resultados, teniendo el mayor'producto de
purificacion” y una baja razén ATP/ADP.

RESUMEN DE LA ETAPA 111
La fraccion alcohdlica obtenida en la etapa Il se fracciona en-
tre un 25% y un 75% de saturacion con sulfato de amonio, man-
niendo el pH constante en 6,4. El precipitado se disuelve en un
volumen de KC1 0,5 M. correspondiente a un 8% del volumen de la
fraccion alcohdlica.

DISCUSION

Propiedades de la apirasa de baja razon ATP/ADP

Datos obtenidos por Knlkar (1) indican que la apirasa
de papa, obtenida por el método de este mismo autor, puede ad-
sorberse a miosina de musculo y coprecipitar a baja fuerza
ionica. Esta coprecipitacion de la apirasa con otras proteinas,
Podria explicar los resultados obtenidos tanto en la extraccioén
de la apirasa"insoluble™ de Krishnan con agua, como en la varia-
cion de la cinética de esta preparacion al diluir. Se puede su-
poner que al separar la apirasa'insoluble”™ de Krishnan por dia-

lisis®



4UQ la aAtrcLCciun uo la apiras”™ "ouj.utle"™ aol procipi tado, ob-
teniéndose entonces una variacion del oouport ".-miemto cinético
de la preparacion.

Sabemos que la apirasa ''soluble”™ de Krisknan, o la A
de Molnar, poseen una cinética bien particular. Los datos exis-
tentes (6) (8), indican que la velocidad de hidrélisis del ATP
disminuye bruscamenteal alcanzarse un 50% de hidrolisis de fos-
foro acido labil agregado. Pero lo mas sugestivo es que con mé-
todos de preparacion tan distintos como los de este laboratorio
(1) y el de Krishnan(4) y, empleando enzimas de actividad tam-
bién diferentes, se obtienen comportamientos cinéticos total-
mente similares (8er(8)y pag.7)* Estos datos parecen indicar
que la apirasa A o "soluble”™ es una entidad enzimdtica total-
mente definida. No ocurre lo mismo para la apirasa descrita
como "insoluble™. Como ya hemos visto, en una misma preparacion
se pueden inducir diferencias notables en el comportamiento ci-
nético, por simple dilucidon. El estudio cinético de la prepa-
racion de Krishnan descrito en este trabajo, sugiere una apa-
rente no homogeneidad en ella. Por otra parte, el trabajo de
Molnar carece de un analisis completo de la hidrélisis del ATP
en funcién del tiempo y a diferentes diluciones de ipirasi B.
Para poder realizar un estudio cinético era indispensable con-
tar con una preparacién de apirasa de baja razén AT®/ADP. Sé6-
lo en etapas mis avanzadas de purificacion se justificara di-
cho estudio cinético completo de esta enzima.

ElI método elaborado tiene 1aventaja de separar api-
rasa de baja razon ATP/ADP directamente i partir de un extrac-
to. De este modo, eliminamos en 11 primera etapa del método la
mayor cantidad del contaminante que mis falsearia los resulta-
dos, como es la apirasa A. Si bien en las primeras etapas de

la separacion se obtienen rendimiento”™ bajos, por las razones



indicadas en la introduccion del trabajo, y* en la tercera eta-
pa se ve una purificacion apreciable, con un alto rendimiento.
Cabe senalar, sin embargo, g.ue tanto nuestro resul-
tados como los de Krishnon o los de Molnar, podrian explicar-
@ proponiendo.la existencia.s6lo de la apirasa Aj la apirasi
B seria un artificio, debido a la coprecipitacion de la apira-
ga A con un iInhibidor de la actividad ATPasicae Solo aislan-
do totalmente una de las dos apiras as y preparando el suero
inmune respectivo se podria realmente probar la existencia de
dos apirasas. Por esta razon, iInsistimos una vez mas en la Im-
portancia de elaborar un método adecuado para obtener una de

las apir asas totalmente pura.
RESUMEN

1. - Se realiza un estudio cinético de la apirasa iIn-
éoluble de Krishnan y de la apiras a A preparad en este labora-
torio .

2. - Se describen las primeras etapas de un método de
extraccion de apirasa de baja razén ATP/ADP(Apir«ssa B).

3. - Les etepas(extraccién, precipitacion con elcohdl

fraccionamiento con sulfato de amonio) se analizan en detalle.
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