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IKTRGDUCCIOK

Siguikido la linea da trabajo de «ata Laboratorio surgi5 la necesidad da
obtener un preparaddo ansimltico qus hldrolisara tanto al fosfato p del ADP
mm el vy )fdel ATP* S| objete de esta preparacion era demostrar sintesis
de Fosfe-oreatina a partir de le* foafoenal-plrovieo independientemente de d i»

dies nuslsotldos (U)e

Se ha dssorito en la papa una ensina que realisa la hidrdlisis ds ATP y ADP
hasta AMP (10,12) la qus se ha denominada "apirasa”(16). Ha aido usada en mu-
shas laboratorios ooao reactivo analitico (1,18).

Al estudiar la relacion entre velocidad de reaccion y concentracion de en-
sime no ful posible eetableosr una funciéon lineal ooa la preparacion do Kriah-
aaa (10)* Kste biso pensar qus ss podia tratar do una meséla ds snsiaas o ds
una ensisa distinta a la descrita por Kriahnan.

Thoai (19) ha estudiado el mecanismo ds reaccion de la apirasa 7 concluye
qus el ATP ee desdobla a ADP 7 O6ste a AMP y que asbaa etapas son sucesivas 7 na
ﬁ,imaltincas*

8a cambio la apirasa descrita per Lee 7 Sil«r (12) hidrolisa el fociate )fy

j>del AJP a teaperaturaa superiores a 7 y soélo ol fosfato X bajo 7** Betos
sismos autores (13) estudian si mecanismo do reaccién 7 excluyen la posibilidad
gue la adoquinase intervenga en la hidrélisis ds estos fosfates*

Como Kriahnan no prepone ningébn mecanismo de accion 7 como,por otra parto,
nuestra ensina difiero en muchos aspectos a la descrita por Lee-Eiler hemos pen-

sado proponer los siguientes mecanismos de reacciénl

Este 2- mecanismo do sooi6n puede ser realizado por una o dos encimas» El i®
mecanismo requiere poder demostrar actividad hldrolitlca frente al PP sin que
esta evidencia,per otra parte,peralta asegurar <M$eho mecanismo.

Bl objeto de sata toais ss estudiar las caracteristicas de la ciinOtic*

dréliais del ATP,ADP y PPy relacionar las actividades ds la enzima en dif®**0,lteS

etapas ds purificacion respecto s estos tros substratos»



MATERIALES Y METODOS.

Todo# los substratos procedan do Signa Chemical Ce.,St.Louis,Mo.,U.S_A.
excepto el & . 3 fosfoglicarioo y «1 PP que son ds Schitara Laboratories loo.
Mount Vsrnon,N*Y.,U.S.A. y de lEallincierodt,respectivamente. La Quinase Pirovi-
ca y la Dshidrogenaoa LActica se obtuvieron de Boehringer-S8hnejMannhein,Ale-
mania*

El preparado enzimatico se obtuvo segun el mitodo de Krishnan de un extrac-
to de papa (obtenidas en diversos establecimientos comerciales) en solucidn de
KCN 1O"A M a pH 7# Las proteinas se precipitaron con sulfato de amonio entre

0 y 60E de saturacion y se repitié esta etapa con el precipitado redlsuelto en
agua destilada a Oa pero,a diferencia del procedimiento original,en esta 2* o-
tapa se separaron nuevamente las proteinas que precipitan entre O y 60 % de sa-
turacion.

La actividad de la enzima se midi6é por la cantidad de liberado () en las
condiciones que se indican en cada tabla.

*  En algunos experimentos se midié desapariciéon de ATP,ADP o PP por el P*i (15
0 bien,desaparicion de fosfocreatina (%$)-

Para la determinacion de proteinas se siguié el método del Biuret (8).

Les resultados (a.e.) se expresan en (imoles de Pi liberados por minuto y

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

RESOLTADOS .
1) EFECTO del pH.
Se determiné la a.e. a diferentes pH en presencia de iones Ca’H " (Fig-I)
Los substratos se ajustaron previamente al mismo pH que el buffer. Se varié
la a turadisza de Oste con el objeto de obtener el maximo de amortiguacidén tra-

tando de usar cada uno de 6lloa cerca de su pK.

~  ABREVIATURAS USADAS.
ATP adenosin trifosfato) AMP adenosin monofosfato) ifiP adenosin difosfato)
P-P pirofosfato de Na) ortofosfato inorganico) Pyi fésforo organico li-
berado per hidrélisis en HC1) DPN difosfo piridin-nuoleotido) DPNH difosfo

piridin-nucleotido reducido; a.e. actividad especifica) Km constante de MI-

chaelis.



Flg.1l. Efecto del pH en la hidrélisis 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-HCI| a pH 9 glicina-NaOHj a pH 10
al substrato (PP) actaa como buffer.

La mésela a incubar contenia, en un vol_final da 2 mi,20 petdles de Py, y
100 pmolea del buffer respectivo. Incubacién 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 AUP y * PP.

2) ACTIVADORES. Ca++jMgdd y *nd+.

Se rli el efecto de estos cationes sobre la velocidad de reaccion,siendo
el Ga44 el mis active eoao se observa en Tabla I.

Sobre la PPasa ejerce el Un44, a la concentracién usada, una accion fran-

camente Inhibitoria.

3) INHIBIDORES, F* y CH21-C00~.
En todos los casos se produoe inhibicidon en presencia de F” (Tabla 1)

Con CH21-CO0" las variaciones que se producen caen dentro del error expe-

rimental.



TABLA. 1.  ACCION del Ca”~.Mg44 T Mn44 «obre la VELOCIDAD de REACCION

Cambio respecto a la a.e.

SUBSTRATO ACTIVADOR a.e. sin cation agregado (%)

- 1.22 —
ATP Cad4 2.13 +77?
Mi44 1.U9 +22
Mn44 1.1*9 +22
<m »5 ®
ADP Cat+ .55 +10
U+ -5 0
Mn44 5 0
* _96 -

P-P Cad4 1*22 +10 M
Mg44 1.0 0
Mn44 LJ2- -68

20 pmolas de P-?, «n un rol _final de 2 mi, incubacién 10 minuto» (PP y ADP)
e 5 minuto» (Air) a 30a# * le» respectivo» pH Optimo», oono.final de Ca44,
Mgd4d vy lidl4 6 .6x10*3 M, 0*$x10“3 Uy 5&5*10*3 M, respectivamente.

TABU 11» INFLUENCIA del F* y CHql-000* sobre la VELOCIDAD de REACCION,

Iguales condicione» que en Tabla .

oono. a.e. 1 de inhibicidn
x102
SUBSTRATO INHIBIDOR (D) Ca++ m Cad4
: « 1.25 Tnrr m m
ATP CHol-C00* o5 1.25 2.35 0 0
» E.- 6.0 .66 73 M* 70*5
- »» -53 - B
ADP CH21-CO0- *2$ - 51 e» 0
r 6.0 - .07 e 87
@ . 1*02 a «
P-P CH21-C00* .25 8 <06 0 0
F* 6,0 0.0 0.0 100 LOO

U) EFECTO de la TEMPERATURA,

Se determinaron las temperatura» Optimas para la hidrolisis de ATP,P-P y
ADP siendo para loo dos primeros substratos de 0%, y de 55£)pera el ADP en
un ensayo de 10 minutos.

La experiencia se realisd a los respectivos pH 6ptimos 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-



tratos estudiados* Con los datos obtenidos se calcularon las Km,seg&i
Lineroaver y Burlr(lli), obtenidondose para la actividad ATP&eica una Km de

1.31x10”3 M, para la PPOsica de 0.7x10-3 Uy para la ADPasa de 0.1*9*10-3 U.

6) ESPECIFICIDAD.

La preparacion ensiaatica obtenida no es especifica para al ATP y ADP
ya que hidreliza adamas, a mucho menor velocidad, Fosfocreatina,Foifoenol-
pirOYlco, ac.3 fosfoglicorico,Ribosa 5-fosfato,DPN e inosin-trifoafato.

En el caso del DPN no hay liberacion de P paro se comprobdé un 20$ de
hidréolisis al medir la cono, del nucleitido por reduccién con etanol y
dehidrogenasa Alcohdlica (3).

No se produce liberacidn de PN del AliP. EI Inosin-trifosfato es hidro-

lizado a una velocidad unas 8 veces menor qus la del ATP.

7) CINETICA de la 1lIDROLISIS del ATP a distintas temperaturas.
Con oste experimento se quiso verificar la presencia da la apirasa de
Eiler que por debajo de 7 s6lo libera el fosfato )fdel ATP.

Loa datos obtenidos en condiciones anadlogas a las de este autor reve-
lan, tanto a lo como a 30*, una liberacién continua de Pi constituyendo
Oste al oabo de 180 minutos el 83% del P/, (Fig-2). Esto indica que se hi-
draliea tanto el fosfato ifcomo el @ del ATP,

Fig,2, Cindtica de la hidrélisis del ATP a 1° y 30°.
Vol. 2 ral,Cat+ 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 acido-labil liberado como P/,



8 APARICION da ADP ooito ISS producto da la HIDROLISIS
ENZILIATICA del ATP«
A fin de detectar aparicion de ADP ceno primer producto de reaccion en la
hidrélisis del ATP se acopldé al sistema siguientes
ADP + Foafoenol-pirobvioo — — -  ATP + Pirdvico
Pirovioo + DPNH e —  LOotico + DPN

La disminucién en la absorcion de lie a 3h0 np es criterio de aparicion
de ADP ya que la oxidacion del DPNH no se realisa en ausencia de este nu-
ciaotido.

En los primeros 5 minutos no se agrego apiraaa y la pequefia disminucién
en D.O se debe a presencia de pequeiias cantidades de ADP on los reactivos.
Al cabo de este tie*>o0, cuando la aguja del espectrofotometro practicamente
se ha estabilizado, se agrega 0.1 tl. de apirasa (3.5 mg de prot./ml) y en-
tonces se aprecia un france aumento en la velocidad de desaparicién do DPNH,
Fig.3, MEDICION RSPECTOOFOTOMmMICA de ADP como producto en

la HIDROLISIS ENZIMATICA del ATP.
Vol.total 2 mi, temperatura aproximaos 22a, longitud del peso de lus 1 pa.

Cono, de ATP 3.3xl0“3 ti, pil 7.5, conc. KC1y fosfoenol-pirdvico 6.6x10'" li,

Quinase pirdovica JO pg, dehldrogenasa lactica 10 pg. mfcpftj-H' 1
La flecha indica al momento en que ae agreg6 la apirasa.

a y,. m§ . B
9) FRACCIUNAKIIbINTG con ETANQL.
Sa intenté separar la fraccion anirasica de la PPasloa fraccionandolas

con alcohol (V)



A un determinado volumen de sol» ensiraatioa (3»5 tag.de prot./al) a 0*
se va agregando,gota a gota y con agitacioén Bacinica, etanol de a -15°
bajando gradualmente la temperatura de la mezcla hasta -5°= Después de
completar el Ji deseado (v/v) ae continla agitando unos 5" y luego se cen-

trifuga a -5 y 25»000xg. S precipitado obtenido se disuelve en agua dest.
fria y se dialisa contra agua dest», en frio y con agitacion»

El ensayo se hace en 5 minutos s 30 con 20 ymolee Py, en 2 mly Cat+
en conc* final de 6*6x1UF3 vy.

Se define una fraccion por loe limites superior e inferior de concentra-
cion de alcohol, en vol.de alcohol de 95" por 100 mi, entre los cualea pre-
cipita la proteina»

Se hicieron precipitaciones de orado de obtener fracciones entre limites
relativamente estrechos de conc«de alcohol (Fig.h). Recién en la fracciodn
(25-30) empieza a disminuir la actividad PPUsica y continla bajando, a la
vez que sube la actividad ATPUaica hasta presentar en la fraccion (35+1+5)

una razon ATPasa/PPasa de 2iu6»

Fig.U, Distribucion de la ATPasa, ADPasa y PPasa en diferentes

precipitados etandlicos.
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En otro fraccionamiento b« llevd primeramente hasta 30# de saturacion
con alcohol para precipitar la mayor parte de la PPasa, En la fraccién
(30*36) pudo apreoiarse un leve aumente de la a«o, de la ATPasa y una dis-
minucién notable de la PPasa, ambas con respecto a las a.e. iniciales* En

esta fraccién la razé6n ATPasa/PPasa fu6é de 6.6.

DISCUSION,
a) pH o6ptimo.

Para el sistema hidrolftico del ATP y ADP se encontr6 un pH Optimo eer*
cano a 6,0, En cambio Eiler da para la AbPasa un pH 6ptimo de U*U y para la
ATPasa uno do 6,$,

El pH 6ptimo para la hidrélisis del PP es de 5*0 y tiene un brusco des-
censo en la zona alcalina, descripcion que coincide con la de Nagannay col(17)
b) Efecto de loa iones bivalentes™

Encontramos para la reaccion ATPOslca una activacion por Ca++ de alrede*
dor de 75# lo quo ooncuerda con los valores encontrados por Kalckar,Krishnan

A , FinH i. Ex W4 rfot n ¥ i
y Eilor (9,11,12), EI Myt+ 7 ol Ifat® solo estimulan un 20# contrariamente a
lo citado por Thoai (19) cuya preparacion es insensible al Ca++MgH' 7 Mu+*

No hubo una aetivaoién aprooiablo por estos tres iones de la hidrélisis
ensimftiea del ADP,

En la hidrolisis dal PP solamente el CaH- actba como estimulante} el

en cambio, inhibe en més do un 50# (17) lo cual podria esperarse da-
da la baja solubilidad del pirofosfato de Mrif+,
s) Accién de los inhibidores.

El ie« monoyodo-acitico no es inhibidor lo quo excluyo la participacion
de grupos SH- en la hidrdlisis enzimdtica de ATP, ADPy PP (2),

Por el contrario el F* inhibe la hidrdlisis de los tres substratos.Es-
to ora de esperar para la actividad ATPOslca quo requiere iones alcalino-

térroos (Mg+) pero llama la atencion, sin embargo, que la actividad hldro-

Iftica que méas requiere estos iones como es la del ATP sea la menos afecta-

da pom el F",



d) Afinidad por el substrato»

La Km a 30* para el ATP no coincide con los datos de Eiler (13)= Esta
constante tiene un valor de 0»U9x 10”3 Mpara el ADP 7 no ha sido calculada
por otros autores™®
0) Fraoolonaalento con etanol»

Este procediqlenté nuestra una tendencia a separar la ATPasa de la PPSsa
7 ADPasa lo que hlace pensar que estas tres actividades puedan str catalisadas
per proteinas diferentes»

f) Efecto de la temperatura.

Las temperaturas Optimas para la hidrélisis enziméatica del ATP,ADP 7 PP
no han sido descritas en la literatura»

Experimentos cinéticos a la 7 a 30° demuestran que nuestra apirasa difie-
re en su comportamiento de la enzima de Eiler, 7a que a ambas temperaturas
contintia la liberacién de Pj por sobre el 50t del P Oeido-l16bil» Esto demues-
tra que ha7 hidrolisis del fosfato p, Se ve claramente en la Fig,2 que la ci-
nOtica es un fendmeno bifasico, lo podria estar de acuerdo con la deacripoién
de Thoai (19)» La primera fase (rdpida) corresponderia a la transformacion to-
tal del ATP en ADP, en tanto que la segunda, mucho mis lenta, podria represen-

tar la liberacion del fosfato™ del ADP»

El experimento espectrofotométrico, que demuestra la formacion de ADP co-
nmo intermediario, apoja también la segunda de la dos hipoOtesis de trabajo e-
nunciadas en Ima introduccion» La desaparicion de la ADPaaa en el fraccionamien-
to con etapol parece contradecir la hip6tesis de Thoai (I?) de que el desdo-
blamiento del ATP pase per la etapa de ADP. Sin embargo, puede pensarse que se
trate de dos proteinas, una que hidreliee el ATP hasta ADP 7 otra que conti-
nde la hidrdlisis hasta AUP. Como tanto les experimentos oinOticos como los
espectrofotomotrioos fueron hechos con preparaciones mis crudas cabe pensar

que estaban presentes en illas ambas enzimas en tanto que en la fraccion e-
tandliea se encontraba predominantemente la ATPasa <«

La posible existencia de intermediarios combinados a la enzima puede obs-

curecer,sin embargo,dicha interpretacién* I0Bmrimantos con P2 pueden aclarar

este problema»



RESFFIIEN«

X)

Se «labor* una preparaciéon en*imitica de aplrasa de papa que hidrolisa

lee dos fosfatos 6eldo-l6biles del ATP.

2)

Se caracterizan en esta preparaeiln tres sistemas encimdétieos responsa-

bles de la hidrdlisis de ATP, ADP j PPo

3)

Se discute el posible mecanismo de la hidrélisis de ATP por esta prepa-

racion* Les datos experimentales parecen apoyar la siguiente secuencia de

reacciones:

ATP — —— ADP + Pt

ADP —-——— AP + P1

j parecen indicar la participacion de dos enzimas diferentes*
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