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1) A preparation of potato apyraee containa hyuro- 
litio enaymas wbiah split ATP, ADP and inorganic pyrophos- 
phrte,
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2) It in poasible, by alcohol fractionation, ts reduce
greatly the two latter aotivltlea»! y

3) AUP ia foraed durinp the hydreliaia of ATP. A two- 
•tep nechanlan, poeaibly catalyred by tno <ULfferent protei«s 
ia propoeed. *¡ í.-fír.>-. |í . 5 ! tf.i • «. o • ' i *■



IKTRGDUCCIOK
S ig u i«id o  la  lín e a  da trabajo  de «a ta  Laboratorio  su rg í5 la  necesidad da 

obtener un preparaddo ansim ltico  qus h ld ro lis a ra  tanto a l fo s fa to  p  d e l ADP 

m m  e l y  )f d e l ATP* S I ob jete  de esta preparación era demostrar s ín te s is  

de Fosfe -o reatin a  a p a r t ir  de le* fo a fo e n a l-p lró v ie o  independientemente de d i»  

dies n uslsotldos (U )•

Se ha d sso rito  en la  papa una ensina que re a lis a  la  h id ró lis is  ds ATP y  ADP 

hasta AMP (10,12) la  qus se ha denominada "a p ira sa "(1 6 ). Ha aido usada en mu- 

shas la b o ra to rio s  ooao re a c tivo  a n a lític o  ( 1 , 18) .

A l estud iar la  re la c ió n  entre ve locidad de reacción y  concentración de en­

sime no f u l  p o s ib le  eetableosr una fu n c ión  lin e a l ooa la  preparación do K ria h - 

aaa ( 10)* Kste b is o  pensar qus ss podía tra ta r do una mesóla ds snsiaas o ds 

una ensisa d is t in ta  a la  d e sc rita  por Kriahnan.

Thoai (19) ha estudiado e l mecanismo ds reacción de la  ap irasa 7  concluye 

qus e l ATP ee desdobla a ADP 7  óste a AMP y  que asbaa etapas son sucesivas 7  na

sim al tincas*h
8a cambio la  apirasa d e scrita  per Lee 7  S i l « r  (12) h id ro lis a  e l fo c ía te  ) f  y  

ji> d e l AJP a teaperaturaa superiores a 7* y  sólo  o l fo sfa to  X bajo  7** Betos 

sismos autores ( 1 3 ) estudian s i  mecanismo do reacción 7  excluyen la  p o s ib ilid a d  

que la  adoquinase intervenga en la  h id r ó lis is  ds estos fosfates*

Como Kriahnan no prepone ningón mecanismo de acción 7  como,por o tra  p a rto , 

nuestra ensina d if ie r o  en muchos aspectos a la  d e scrita  por L e e -E ile r hemos pen­

sado proponer lo s  siguientes mecanismos de reacción1

Este 2 - mecanismo do sooión puede ser re a liza d o  por una o dos encimas» E l i®  

mecanismo req u ie re  poder demostrar a ctiv id a d  h ld ro lít lc a  fre n te  a l PP s in  que 

esta evidencia ,per o tra  p a rte ,p e ra lta  asegurar <M$eho mecanismo.

B1 objeto de sata to á is  ss estud iar la s  c a ra c te rís tic a s de la  cinÓtic*
i

d ró lia is  d e l ATP,ADP y  PP y  re la c io n a r la s  actividades ds la  enzima en dif®**0,lteS 

etapas ds p u rific a c ió n  respecto s estos tro s  substratos»



MATERIALES Y METODOS.
Todo# los substratos procedan do Signa Chemical Ce.,St.Louis,Mo.,U.S.A. 

excepto el &c . 3 fosfoglicárioo y «1 PP que son ds Schitara Laboratories loo. 
Mount Vsrnon,N*Y.,U.S.A. y de lÉallincierodt,respectivamente. La Quinase Piróvi- 
ca y la Dshidrogenaoa Láctica se obtuvieron de Boehringer-S8hnejMannhein,Ale­
mania*

El preparado enzimático se obtuvo según el mí todo de Krishnan de un extrac­
to de papa (obtenidas en diversos establecimientos comerciales) en solución de

A

KCN 10" M a pH 7# Las proteínas se precipitaron con sulfato de amonio entre 
0 y 60JÉ de saturación y se repitió esta etapa con el precipitado redlsuelto en 
agua destilada a 0a pero,a diferencia del procedimiento original,en esta 2* o- 
tapa se separaron nuevamente las proteínas que precipitan entre 0 y 60 % de sa­
turación.

La actividad de la enzima se midió por la cantidad de liberado (6) en las 
condiciones que se indican en cada tabla.
* En algunos experimentos se midió desaparición de ATP,ADP o PP por el P^i (15) 
o bien,desaparición de fosfocreatina ($).

Para la determinación de proteínas se siguió el mótodo del Biuret (8).
Les resultados (a.e.) se expresan en (ímoles de Pi liberados por minuto y 

por mg, de proteína,salvo en la Fig.2.

R E S O L T A D O S  .
1) EFECTO del pH.

Se determinó la a.e. a diferentes pH en presencia de iones Ca'H' (Fig.l)
Los substratos se ajustaron previamente al mismo pH que el buffer. Se varió 
la a turáisza de óste con el objeto de obtener el máximo de amortiguación tra­
tando de usar cada uno de ólloa cerca de su pK.

^  ABREVIATURAS USADAS.
ATP adenosín trifosfato) AMP adenosín monofosfato) ifiP adenosín difosfato) 
P-P pirofosfato de Na) ortofosfato inorgánico) Pyi fósforo orgánico li­
berado per hidrólisis en HC1) DPN difosfo piridín-nuoleotido) DPNH difosfo 
piridín-nucleotido reducido; a.e. actividad específica) Km constante de Ml-

chaelis.
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Flg.l. Efecto del pH en la hidrólisis ensimltlo* da ATP.ADP y PP.
Buffer usado a pH 3 ciiratot a pH U y 5 acetato} a pH 6 y 6.$ suocinato; 
a pH 7 7 8 tri(hidroxiaetil)anilnon>etano-HCl| a pH 9 glicina-NaOHj a pH 10 
al substrato (PP) actáa como buffer.

La mésela a incubar contenía, en un vol.final da 2 mi,20 petóles de Py, y 
100 pmolea del buffer respectivo. Incubación 10 minutos para ADP y PP o 
5 minutos para ATP, a 30*, oonc.final de Ca 4 6,6x10-3 H. 
e ATP, e AüP y * PP.

2) ACTIVADORES. Ca++ jMg44 y *n4+.
Se rlí el efecto de estos cationes sobre la velocidad de reacción,siendo 

el Ga44 el mis active eoao se observa en Tabla I.
Sobre la PPasa ejerce el Un44, a la concentración usada, una acción fran­

camente Inhibitoria.

3) INHIBIDORES, F* y CH2I-C00’.
En todos los casos se produoe inhibición en presencia de F” (Tabla II)

Con CH2I-COO" las variaciones que se producen caen dentro del error expe­
rimental.



TABLA. I. ACCION del Ca^.Mg44 T Mn44 «obre la VELOCIDAD de REACCION

SUBSTRATO ACTIVADOR
Cambio respecto a la a.e.

a.e. sin catión agregado (%)

- 1.22 _
ATP Ca44 2.13 +7?

Mí44 1.U9 +22
Mn44 1.1*9 +22
<' m »5 •

ADP Ca++ .55 +10u^++ •5 0
Mn44 •5 0
* .96 .

P-P Ca44 1*22 +10 M
Mg44 1.0 0
Mn44 .. .J 2 -________ -68

20 pmolas de P-?, «n un rol .final de 2 mi, incubación 10 minuto» (PP y ADP) 
e 5 minuto» (Air) a 30a# * le» respectivo» pH óptimo», oono .final de Ca44, 
Mg44 y lito44 6.6x10*3 M, 0*$xlO“3 U y 5 «5*10*3 M, respectivamente.

TABU 11» INFLUENCIA del F* y CHqI-OOO* sobre la VELOCIDAD de REACCION, 
Iguales condicione» que en Tabla í.

oono. a.e • 1 de inhibición

SUBSTRATO INHIBIDOR
xlO2
(M) Ca++ m Ca44

- «  : 1.25 T n r r m m

ATP CHol-COO* .25 1.25 2.35 0 0
?  F - 6.0 .66 •73 M* 70*5

- »» •53 - SB

ADP CH2I-COO- * 2 $ • •51 e» 0

r 6.0 • .07 e» 87
«0 • 0 9 1*02 a» «

P-P CH2I-C00* .25 .81* •96 0 0
F* 6,0 0.0 0.0 100 LOO

U) EFECTO de la TEMPERATURA,
Se determinaron las temperatura» Óptimas para la hidrólisis de ATP,P-P y

oADP siendo para loo dos primeros substratos de f>0#, y de 55* pera el ADP en 
un ensayo de 10 minutos.

La experiencia se realisó a los respectivos pH óptimos y en presencia de 
una eone»final de 6.6x10*3 » de Ca++.

5) CONCENTRACION de SUBSTRATO»
Interesa conocer la afinidad de la ensima por cada uno de los tres sube-



tra to s estudiados* Con lo s  datos obtenidos se calcularon la s  Km,seg&i 

Lineroaver y  B u rlr (lli), obtenióndose para la  a c tiv id a d  ATPáeica una Km de 

1.31xlO” 3 M, para la  PPÓsica de 0.7x10-3 U y  para la  ADPasa de 0.1*9*10-3 U.

6) ESPECIFICIDAD.
La preparación ensiaática obtenida no es específica para al ATP y ADP 

ya que hidreliza adamas, a mucho menor velocidad, Fosfocreatina,Foifoenol- 
pirÓYlco, ác.3 fosfoglicórico,Ribosa 5-fosfato,DPN e inosín-trifoafato.

En el caso del DPN no hay liberación de P¿ paro se comprobó un 20$ de 
hidrólisis al medir la cono, del nucleitido por reducción con etanol y 
dehidrogenasa Alcohólica (3).

No se produce liberación de P^ del AliP. El lnosín-trifosfato es hidro- 
lizado a una velocidad unas 8 veces menor qus la del ATP.

7) CINETICA de la illDROLISIS del ATP a distintas temperaturas.
Con oste experimento se quiso verificar la presencia da la apirasa de 

Eiler que por debajo de 7“ sólo libera el fosfato ) f del ATP.
Loa datos obtenidos en condiciones análogas a las de este autor reve­

lan, tanto a Io como a 30*, una liberación continua de Pi constituyendo 
óste al oabo de 180 minutos el 83$ del P^,(Fig.2). Esto indica que se hi­
dra lie a tanto el fosfato íf como el A del ATP,r
F ig ,2 , C in ó tica  de la  hidrólisis d e l ATP a 1° y 30°.
Vol. 2 ral,Ca++ 6 , 6x10“ 3 M,buffer succinato pH 6,apira8a 0.1 ral(3.5 mg/ml), 
ATP 0.005 M para el experimento a 30® y 0.001 M para el experimento a 1®. 
Los resultados se expresan en % del P ácido-lábil liberado como P^.



8) APARICION da ADP coito lSS producto da la HIDROLISIS
ENZI1IATICA d e l ATP«

A f in  de detectar aparic ión  de ADP ceno prim er producto de reacción en la  

h id ró lis is  d e l ATP se acopló a l sistem a siguientes

ADP + F oa fo e no l-p iró vioo  — — -  ATP + P iró vico

P iró v io o  + DPNH -------- --—  LÓotico + DPN

La dism inución en la  absorción de lú e  a 3h0 np es c r it e r io  de aparición  

de ADP ya que la  oxidación d e l DPNH no se re a lis a  en ausencia de este nu­

cía  o t id o .

En lo s  prim eros 5 minutos no se agrego apiraaa y  la  pequeña dism inución 

en D.O se debe a presencia de pequeñas cantidades de ADP on lo s  re a c tiv o s . 

A l cabo de este tie^> o , cuando la  aguja d e l espectrofotóm etro prácticam ente 

se ha e s ta b iliza d o , se agrega 0 .1  tul. de apirasa ( 3 .5  mg de p ro t./ m l) y  en­

tonces se aprecia un france aumento en la  velocidad de desaparición do DPNH, 

F ig .3 , MEDICION RSPECTOOFOTOMmiCA de ADP como producto en

la  HIDROLISIS ENZIMATICA del ATP.
V o l.to ta l 2 m i, temperatura aproximaos 22a, long itud  d e l peso de lu s  1 pa. 
Cono, de ATP 3.3xlO“ 3 tí, píl 7 .5 , conc. KC1 y  fo s fo e n o l-p iró v ic o  6.6x10’ ^ li, 
Quinase p iró v ic a  JtO pg, dehldrogenasa lá c tic a  10 pg. ■ fcpftj-H ' 1 
La flech a  in d ic a  a l momento en que ae agregó la  a p ira sa .

a y-,. ■§ . B ■ a9) FRACCIUNAKilbiNTü con ETANQL.
Sa in tentó  separar la fracción anirásica de la PPásloa fraccionándolas

con alcohol (7)



A un determinado volumen de sol» ensiraátioa (3»5 tag.de prot./al) a 0* 
se va agregando,gota a gota y con agitación Bacinica, etanol de a -15° 
bajando gradualmente la temperatura de la mezcla hasta -5°• Después de 
completar el Jí deseado (v/v) ae continúa agitando unos 5' y luego se cen­
trifuga a -5* y 25»OOOxg. SI precipitado obtenido se disuelve en agua dest. 
fría y se dialisa contra agua dest», en frío y con agitación»

E l ensayo se hace en 5 minutos s 30* con 20 ymolee Py, en 2 m l.y  Ca++ 

en conc* f in a l de 6*6xlüf3 y .

Se define una fracción por loe límites superior e inferior de concentra­
ción de alcohol, en vol.de alcohol de 95^ por 100 mi, entre los cualea pre­
cipita la proteína»

Se hicieron precipitaciones de orado de obtener fracciones entre límites 
relativamente estrechos de conc«de alcohol (Fig.h). Recién en la fracción 
(25-30) empieza a disminuir la actividad PPÚsica y  continúa bajando, a la  

vez que sube la actividad ATPÚaica hasta presentar en la fracción (35•1+5) 
una razón ATPasa/PPasa de 2iu6»

Fig.U, Distribución de la ATPasa, ADPasa y PPasa en diferentes
precipitados etanólicos.
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En o tro  fraccionam iento b«  lle v ó  primeramente hasta 30# de saturación 

con a lcoho l para p re c ip ita r la  mayor parte  de la  PPas-a, En la  fra c c ió n  

(30*36) pudo apreoiarse un leve  aumente de la  a «o , de la  ATPasa y  una d is ­

minución notable de la  PPasa, ambas con respecto a la s  a .e . in ic ia le s *  En 

esta fra c c ió n  la  razón ATPasa/PPasa fuó de 6 . 6 .

D I S C U S I O N ,
a) pH óptim o.

Para e l sistema h id ro lft ic o  d e l ATP y  ADP se encontró un pH óptimo eer* 

cano a 6 ,0 , En cambio E ile r  da para la  AbPasa un pH óptimo de U*U y  para la  

ATPasa uno do 6 ,$ ,

E l pH óptimo para la  h id ró lis is  d e l PP es de 5*0 y  tiene un brusco des­

censo en la  zona a lc a lin a , descripción  que coincide con la  de Naganna y  c o l(17)

b ) Efecto de lo a  iones bivalentes*

Encontramos para la  reacción ATPÓslca una activa c ión  por Ca++ de alrede* 

dor de 75# lo  quo ooncuerda con lo s  va lo re s  encontrados por K alckar,Krishnan'  ̂ , f ímH i . . É ». iV 4 r‘ t n i cAi* i
y  E ilo r  (9 ,1 1 ,1 2 ), E l Mg++ 7  o l lfat^ solo  estim ulan un 20# contrariam ente a 

lo  citado por Thoai ( 19) cuya preparación es in se n sib le  a l Ca++,Mg‘H' 7  Mn++ *

No hubo una a etivao ión  aprooiablo por estos tre s  iones de la  h id ró lis is  

ensim ftiea d e l ADP,

En la  h id r ó lis is  d a l PP solamente e l Ca'H- actóa como estim ulante} e l 

en cambio, inh ibe  en mós do un 5o# (17) lo  cual podría esperarse da­

da la  baja s o lu b ilid a d  d e l p iro fo s fa to  de Mrif+ , 

s ) Acción de lo s  in h ib id o re s .

E l íe «  m onoyodo-acítico no es in h ib id o r lo  quo excluyo la  p a rtic ip a c ió n  

de grupos SH- en la  h id ró lis is  enzim ótica de ATP, ADP y  PP (2 ) ,

Por e l con tra rio  e l F* inhibe la  h id ró lis is  de lo s  tre s  su b stra to s.E s- 

to  ora de esperar para la  activid a d  ATPÓslca quo requiere  iones a lc a lin o - 

tó rroos (Mg+) pero llam a la  atención, s in  embargo, que la  a c tiv id a d  h ld ro - 

l f t ic a  que más requiere  estos iones como es la  d e l ATP sea la  menos afecta­

da pom e l F " ,



d) Afinidad por el substrato»
La Km a 30“ para e l ATP no coincide con lo s  datos de E ile r  (13)• Esta 

constante tiene un v a lo r de 0 »ü9x l0"3 M para e l ADP 7  no ha sido calculada 

por o tros autores* 

o) Fraoolonaalento con etanol»

Este procedíalentó nuestra una tendencia a separar la  ATPasa de la  PPSsa
i

7  ADPasa lo  que hace pensar que estas tre s  actividades puedan s t r  catalisadas 

per prote ínas d ife re n te s» 

f ) Efecto de la  tem peratura.

Las temperaturas óptimas para la  h id ró lis is  enzim ática d e l ATP,ADP 7  PP 

no han sido  d escrita s  en la  lite ra tu ra »

Experimentos c in éticos a I a 7  a 30° demuestran que nuestra ap irasa d if ie ­

re  en su comportamiento de la  enzima de E i le r ,  7a que a ambas temperaturas 

continúa la  lib e ra c ió n  de P j por sobre e l 5>0jÉ d e l P Ó e id o -ló b il» Esto demues­

tra  que ha7  h id ró lis is  de l fo s fa to  p , Se ve claramente en la  F ig ,2  que la  c i -  

nÓtica es un fenómeno b ifá s ic o , lo  podría  estar de acuerdo con la  deacripoión 

de Thoai (1 9 )» La prim era fase (rá p id a ) correspondería a la  transform ación to ­

t a l d e l ATP en ADP, en tanto que la  segunda, mucho mis le n ta , p od ría  represen­

ta r la  lib e ra c ió n  d e l fosfa to^  d e l ADP»

E l experimento espectrofotom étrico, que demuestra la  form ación de ADP co­

mo in te rm ed ia rio , apoja también la  segunda de la  dos h ip ó te s is  de tra b a jo  e -
■v

nunciadas en la  in trodu cc ión» La desaparición de la  ADPaaa en e l fraccionam ien­

to  con etapol parece contradecir la  h ip ó te s is  de Thoai ( l? )  de que e l desdo­

blam iento del ATP pase per la  etapa de ADP. S in  embargo, puede pensarse que se 

tra te  de dos p ro te ín a s , una que h id re lie e  e l ATP hasta ADP 7  o tra  que c o n ti­

núe la  h id ró lis is  hasta AUP. Como tanto le s  experimentos oinÓ ticos como lo s  

espectrofotom ótrioos fueron hechos con preparaciones mis crudas cabe pensar 

que estaban presentes en i l la s  ambas enzimas en tanto que en la  fra cc ió n  e - 

ta n ó liea  se encontraba predominantemente la  ATPasa •

La p os ib le  e x iste n c ia  de in term ediarios combinados a la  enzima puede obs­

curecer, s in  embargo,dicha in te rp re ta ción *lOEpmrimantos con P^2 pueden a c la ra r 

este problema»



R E 5 f f l I E N «

X) Se «labor*  una preparación en*im ítica de a p lrasa de papa que h id ro lis a  

lee  dos fo sfa to s  ó e ld o -ló b ile s  d e l ATP.

2) Se caracterizan  en esta p repa ra e iln  tre s  sistemas encim ótieos responsa­

b les de la  h id ró lis is  de ATP, ADP j  PPo

3) Se d iscute  e l p o s ib le  mecanismo de la  h id ró lis is  de ATP por esta prepa­

ración* Les datos experim entales parecen apoyar la  siguiente  secuencia de 

reacciones:

ATP —  — —  ADP + P±

A D P -----  AkP + P1

j  parecen in d ic a r la  p a rtic ip a c ió n  de dos enzimas diferentes*

B I B L I O Q R A F I A *
1) B a ile j,K « The Enzim ic Degradation o f Adenosintriphosphate. Biochem*J*

U5, U72> 19h9»

2) Bóracflr*M* y  BÓrany.K, Oifwirkungem auf d ie  K artoffe l-Apyrasa*
9ioch*3ioph#Acta,35# 5UU, 1959*

3) C lo tt4 ,H #M* y  Espían ,N*0* DPN determina tio n  by a lcoho l dehydrogenaae*
( En Colowick,5 ,?* y  Kaplan,N,0* "Methoda in  E n fy m e lo g y ".v o l.U I, 
891, New Y o rk , Acadaraic Press, 195$)

H) Cori*0.*Trevarao-Cori*A**MarcuB*F.*T«t*a*M*»tfuflog*Mt y  Lagarrlgue.M » 
Bioch*Bioph*Acta, 19^0 (en p rensa )*

* Co-o  ̂oyrM r i .
5) C ori*0 .*Traver8o-C ori*A J y  Marous*F, BioohenuJ* 70# 633* 1958*

6) Flske«C*H* y  Sybbarow.Y. J.B iol,C h«m * 66,  375* 1925*

7) Oreen*A,A, y  Hughes*W,L» P ro te in  F rsc tio n a tio n  on ths Basis o f S o lu b i-
l i t y  in  Aqueous S olutions o f S a lts  and Organic Solventa*
(En C olow ick,S ,P  y  Kaplan,N .O . "Ilethods in  Enzynology" V o l* I,
82* New York , Academic Press, 1955)

8) Hawk.Oaer y  Sunmerson* "P ra c tic a l P h is io lo g ic a l Chemistry*',171# 195ü*

9) Kalokar*H*Mf J*Biol.Chem , 153# 355* 19hli-

10) Krishnan**P*S. Studies on Apyrasee* I.P u r if ic a t io n  o f Patato Apyrase
by F ra c tio n a l P re c ip ita tio n  w ith  Ammonium S u lfa te . Arch*Bioch«m* 
20,  261,  19U9-
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