FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS

IS OPIRASAS DE TUBERTCULO DE

S. TUBEROSUM: FUNCION DE L O S

IONES METALICOS EN LA CATALISIS

Y REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

VNLﬁEI&Z'OEALAN PTEOD’\iE\)EILTL,&

SANTIAGO-CHILE

1987

—












ISOAPIRASAS DE TUBERCULO DE S. tuberosum: FUNCION DE LOS IONES METALICOS

EN LA CATALISIS Y REGULACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Tesis
Entregada a la
Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al grado de

Doctor en Bioquimica

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas

por

MARTA ANTONIETA VALENZUELA PEDEVILA

PATROCINANTE =: Dra. AIDA TRAVERSO PASCUALETTI



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACEUTICAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

I NFORME DE A PROBACTION

TESIS DE DOCTORADO

Se informa a la Comisiéon de Postgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas

y Farmacéuticas que la Tesis de Doctorado presentada por la candidata

MARITA ANTONIETA VALENZUELA PEDEVILA

ha sido aprobada por la Comisi6on Informante de Tesis como requisito de Te-
sis para el grado de Doctor en Bioquimica, en el examen de Defensa de Te-

sis rendido el dia 31 de Marzo de 1987.

Patrocinante de Tesis
Dra. Aida Traverso P.

Comision Informante de Tesis

Dr. Mario Sapag (Presidente)

Dr. Emilio Cardemil

Dr. Catherine Connelly

Dr. Jaime Eyzaguirre

Dr. Octavio Monasterio



Esta tesis fue realizada en el laboratorio de Bioquimica,
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile,

bajo el patrocinio de la Dra. Aida Traverso Pascualetti.



AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mis sinceros agradecimientos a las siguien-
tes personas:

A la Dra. Aida Traverso Pascualetti por su constante esti-
mulo, critica e interés con que siguid el desarrollo de esta tesis.

A mis compafieras de trabajo Ana Maria Kettlun y Marta Man-
cilla por su participacién en el trabajo intelectual y de experimen-
tacion junto con el estimulo que siempre me han brindado.

A Javier Puente, por su aporte de ideas en el curso de la
tesis.

A mis ex-memoristas Jorge Rivera, Victor Calvo, Nora Fan-
ta, Mario Anich quiénes contribuyeron entusiastamente con partes ex-
perimentales de esta tesis.

Al Profesor Osvaldo Cori, que con extraordinarias caracte-
risticas intelectuales y espiritu de critico, siempre ha colaborado
con el desarrollo de la linea de investigacidn de nuestro grupo.

A los actuales miembros del Laboratorio de Bioquimica, Li-
liana Chayet, Luz Maria Pérez, y también a mis ex-compafieras del La-
boratorio Luz Uribe y especialmente a Cecilia Rojas por sus valiosas

criticas.

Al resto de los colaboradores del Laboratorio, Guillermo
Cérdova, Rodolfo Pulgar y Patricia Fuentealba, por su gran apoyo en
el desarrollo de esta tesis.

Al Dr. Octavio Monasterio por su valiosa colaboracién en
el andlisis y discusion de algunos resultados.

A Ester Norambuena, por su colaboracidon prestada en los
experimentos de ESR.

A Betsabé Rubio, al Dr. Claudio Silva y al Dr. Eduardo
Cortés por su ayuda en la determinacion de metales.

A la Sra. Fresia Pérez de la asignatura de Inglés por su
desinteresada ayuda.



Al Sefior Hugo Guggliermetti por la donacién del material
biolodgico.

Esta tesis fue financiada a través de los subsidios de
investigacion otorgados por el DIB y por FONDECYT.

Maria Antonieta Valenzuela P.
Marzo, 1987.



A M1 QUERIDA Y ABNEGADA
FAMILIA

JAVIER
CLAUDIO
MARCELA
Y MADRE



INDICE Pag.

LEISTA DE TABLAS L e e e e et e e i i e s X
LISTA DE FIGURAS . L e et e e e d e eacacaamaaaas X1
ABREV I ATURAS L i et e e e e e e e et X1l
RE SUMEN L oottt e e et e e e e e e e e XV
AB ST RACT <t ot i et e e e e e e e e e X1X
1. INTRODUCCION c ottt e e e et e c e c e e c e eiecamamaaeamas 1
2. MATERIALES Y METODOS « i e et e i e ceacaaaaas 17
2.1. Material bioldégico... .. ... i 17
2.2. Reactivos quimicos y materiales
cromatogratl €0 c oo e 17
2.3. Determinacidn de protefnas.....coooiiinnnaaiaaaa.. 18
2.4. Determinacién de la pureza de las
-fracciones proteicas... ... .. oo oo.. 19
2.4.1. Electrotores is en ge les de
pol djacr ilamida a pH 4,5 ... ieeooiinaa.. . 19

2.4.2. Electrotores is en ge les de
pol iacri lami da en presencia

de SDS . e eea e 21
2.4.3. Electroentoque en geles de
pol Tacr ilamida ... ..cieooii it e i ciiaaaann 22
2.5. Ensayo enzimdtico de la apirasa.....cccoecoccuaaann. 24
2.6. Puriticacion de la apirasa............. 25
2.6.1. Preparacion del extracto de
tubérculo y trace ionami ento con
sultato de amonNiO . ... oeeeoeeeaae meennn . 25
2.6.2. Cromatograt ia en Sephadex G-1GO0............ 27
2.6.3. Cromatograt la en azul de Cibacron
SE PN AT OGS - e e et e e 27
2.6.3.1. Inmovilizacion del azul
de Cibacron en Sephardse.......... 28
2.6.3.2. Determinacién de la Ki
del azul de Cibacron-
Sepharose para laapirasa.......... 30
2.6.3.3. Columna cromatogratica de
azul de Cibacron..... ... .. ... ..... 30
2.7. Determinacion de los parametros cinéticos
KM Yy Vitieeeeooeeeaaen- 31
2.8. Determinacidn de la constante de
asociaciéon Ca-ADP a pH 6,0.......... 33
2.8.1. Filtracidén en columna de
Sephadex JG—10 ... o ceeeaaanes 33
2.8.2. Titulacion con electrodo
selectivo para Ca  ..ccueeooeecceeeaaaaaann 34
2.9. Etecto de cationes bivalentes sobre la
actividad apirdsicCa......ooccueeonn. 35
2.10.Interaccién de Cr<lI1)-ATP con la apirasa......... 36
2.10.1. Sintesis, puriticacién y
cuan titicae ion de Cr<llI>-ATP.............. 36

2.10.2. Identiticacion y pureza del Cr<111)-ATP.. 37
2.10.3. Cr<lII1>-ATP como sustrato e inhibidor-
competitivo delas isoapirasasS.............. 43
2.11 .Interaccion de cationes bivalentes con

1



Hg -

la APl rasSa ..o e e e e 43
2.11.1. Espectros de resonancia del

espfn electronico del Mn(H20)(, en

presencia de apl FraSa -c.oooceoooiaaaaaaaaaaaan- 44
2.11.2. Fendémeno de histeresis en la

apirasa preincubada con 1iones metalicos

bivalentes ... i i i 43
2.11.3. Determinacion de la masa molecular

de la isoenzima Des iree en

presencia de Ca  ...... 43

2.12. Determinacion del contenido de metales

bivalentes en el tubérculo de

S. tuberosum var . DesSIré’t ... ..o 46
2.13. Determinacion del contenido de ATP y ADR

en el tubérculo de S. tuberosum var.

DS ol = - 47
2.14. Ensayo de FVa calmodulina.... ... .. . o .. .. ..... 48
2.15. Purifi cae ion de calmodulina de tubérculo

de S. tuberosum wvar. Ultimus... ... ... ... ... .. ... 41°

2.15.1. Preparacion del extracto,

mfraccionamiento con sulfato de
amonio y tratamiento con <calor............ 49
2.15.2. Cromatografia en trifluoperazina-
Sepharodse ... e 50
2.15.2.1. Preparacién de Ila
TFP-Sepharose ... ..o ..o ... 50
2.15.2.2. Columna cromatograf ica
de TFP-Sepharose cccoeaoaoo.... 51
2.1 6 .Caracterizacién de la calmodulina de
tubérculo de S. tuberosum var.Ultimus........... 52
2.17. Efecto de distintas fracciones

proteicas con actividad reguladora sobre

=Y &I = Y= - 53
2.18. Caracterizacion de la fraccion

activador a de apirasSa. .o omn o e ie e cacaaaamas 54
RESULTADOS ......... 55
3.1. Purificacién de la apirasa a partir de

tubérculo de S. tuberosum var.

Pimpernel y var. Desiré*e. . ... iiieoiea i aaaaann

3.1.1. Ruta de purificaciodn................... 55

3.1.2. Determinacién de la Ki del azul de
Cibacron-Sepharose para la apirasa........

3.1.3. Estimacidn de la pureza de la

BN Z E M« o e e e e yz
3.2. Propiedades cinéticas de las isoapirasasS.........
3.2.1. Determinacién de los parametros
G V2 U 1 56
3.2.2. Determinacién de la constan te de
asociacion Ca-ADP a pH 6,0 ... coaaaaaa... 58
3.2.3. Efecto de 1iones metal icos bivalentes
sobre la actividad apirasica................ 75
3.3. Interaccion de Cr<I11)-ATP con laapirasa......... 78
3.3.1. Cr<II11)-ATP como sustrato e inhibidor
de las 1S0apPIraSaS .- iean i cciaa e aaaaann 80

Vil



5.
é.

3.4. Interaccidén de cationes bivalentes con la
3.4.1. Espectros de resonancia del espin
electronico del Mn<H¢{0)¢{+en presencia
de apir-asa Desiree ... ..o iiieee e acieaaaaann 83
3.4.2. Fendémeno de histeresis en la
apirasa preincubada con iones metalicos
bivalentes . ... . i i - ag
3.4.3 Determinacion de lamasa molecular
de la 1isoenzima Desiree en
presencia de Ca"I< ... . iiieiiiiiineaa i caaaaaan gg
3.4.4. Factores que anulan lahisteresis.......... 91
3.4.5. Calculo de la constante de velocidad
aparente para alcanzar el regimen
estacionario del complejo apirasa-Ca.... 93
3.5. Determinacidén del contenido de metales
bivalentes en el tubérculo de
S. tuberosumvar. Desiree......c.ooociiccuaaaaan. 100
3.60. Determinacion del contenido de ATP y ADP
en el tubérculo de S. tuberosum
var. Desiree........... 103
3.7 Purificacion de calmodul ina de Swmtuberosum
var - UL timuUsS (oo e 105
3.8. Caracterizacion de la Fr-CaM de
tubérculo de S. tuberosum wvar. Ultimus....... 109
3.9. Caracterizacién de la fraccidon activadora
de 1as 1SO0APIraSaAS .. e e oee i c e ceecaceceaaeann 115
DISCUSTION s i et i i e oo fieeacecccec cceccceccceacceaaaaaan 120
4.1. Ruta de purificacidén seguida para las
isoapirasas....... 120
4.2. Propiedades cinéticas de las 1isoapirasas
Pimpernel y DesSirée......ociieeoicieaaaaaannn 123
4.2.1. Parametros cine”ticos para ADP y Ca+..... 127
4.2.2. Interaccidn del Cr<Ill1I1)-ATP con Ila
C2Y o J I g =3 U 130
4.2.3. Efecto de diversos 1iones metéalicos
bivalentessobre la actividad apirasica. 136
4.3 Interaccion de cationes bivalentes con la
2T g Eo- N 141
4.4. Interaccidon de apirasa con algunas proteinas
reguladoras presentes en el tubérculo de
S. tuberoSsUM .. iaaaa 148
CONCLUSTIONES « it it e e ieecieacecceeaaeeaacaaaaaaann 157°-
BIBLIOGRAF I A L e e i ee e ceecceecceaaacaaaaaaann .161

Vil



Tabl a

Tabl a

Tabl a

Tabl a

Tabla

Tabl a

Tabl a

Tabl a

Tabl a

Tabl a

Tabl a

=

11

LISTA DE TABLAS

Anadlisis cromatograTico y electroforetico de
O S I I e 42
Puri ficae i6n de la ap irasa de S. tuberosum
var, Pimpernel .. .. ... ... 56
Purificacidon de la apirasa de S. tuberosum
Var - DeS K @ e i e e e 57
Parametros cinéticos de las api rasas Pimpernel vy
DES INr€€ - e e e o7
Determinacidon de la constante de asociacién Ca-ADP

: jt
por titulacion con electrodo para Ca  ..... - 73
Concentraciones de Ca-ADP calculadas a partir de
la constante de asociacidon de este complejo....... 74
Efecto de cationes bivalentes sobre las
actividades enzimaticas de la apirasa Pimpernel... 77
Efecto de cationes bivalentes sobre las actividades
enzimaticas de la apirasa Desiree ... .. ... oo 78
Inhibicion por Cr(l111)-ATP de la hidrélisis de ATP
y ADP catalizada por las apirasas Pimpernel y
D= gl = 62
Perfodo de retardo presentado por 1la enzima
Des iree preincubada con distintos cationes......... 90
Calores de la interseccion en la ordenada en la

curva de progreso a las diferentes concentraciones

de ATP Yy AD P Lo e e e e e aaaeaan 99



«C a

abla

abla

Tabla

Tabla

Tabla

12

14

15

16

17

Contenido de metales bivalentes en el tubérculo de

S. tuberosum var. DesSiree . ... iiii i 10
Contenido de ATP y ADP comparado con el de Ca 'y
Mg en el tubérculo de S. tuberosum var. Desiree.
Efecto de la fraccidén 50 de tuberculo de

S. tuberosum var. Ultimus sobre 1la fosfodieste-
rasa de AMPc de corazdén de bovino....................107
Efecto de las fracciones proteicas elufdas de la
columna de TFP-Sepharose sobre 1la fosfodi esterasa

de AMPC ¥y 1A Pl FaS a8 .o it o e e i e e i ia e ieaa e e 108
Caracterizaciéon de la calmodul ina de tubérculo de

S. tuberosum var . Ultimus ... .. o iiiiiiaiia 116
Efecto de la fraccidén act ivadora sobre las distin-

tas 1S 0APIraSaS c i e e e e e 117



Fig.

12.

LISTA DE FIGURAS

Purificacion de Cr(IID)-ATP.. ... ....... -

Espectros de absorcion de Cr(I111)-ATP, ATP y

DT 0
Purificacidon de la apirasa Desiree en columna

de azul de Cibacron-Sepharose. ... .. . oiooiiaiaaaao..
Determinaci6on de la Ki del azul de Cibacron-
Sepharose para la apirasa Desiree ... .. ... . ... ......
Fotografia de los ge les de pol iacri lami da de la
apirasa Desiree eluida de la columna de azul de

Ci bacron-Sepharose .. .. .. i i aaaaan

Anal isis dens itome trico de los geles de pol iacr i-

lami da de 1la apirasa mostrados en la Fig. 5.......
Electroenfoque en geles de pol iacri lami da de las
IS 0AP I @S A & ottt it e e e e e e e e e
* N
Grafico de Hanes-Woolf para la determinacién de
los parametros cinéticos de ADF“y Ca de 1la en-
Zima DeSHree o e e e e
Determinacion de la constante de asociacion
Ca-ADP mediante filtracidon en Sephadex G-ICi......
- - k'. - - -
Titulacion del Ca libre seguido por medio de un
electrodo selectivo para Ca = .. ... ..o..... -
Grafico de Hanes-Woolf para la determinacidn de
los parametros cinéticos delcomplejo Ca-ADP.......

Grafico de Lineweaver-Burk para la determinacion

de 1a Ki del Cr<lll)-ATP . i aaaans

Xl

Pag.

39

41

58

61

63

72



13

14.

15.

18.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24 .

Espectroscopia de resonancia del espfn electréni-
co del MnNn<H20 >E+ o
Cinética de hidrolisis de ATP y ADP catalizada
por la isoapi rasa Desi ree preincubada con MnCH"O’i\+
0 con Ca ..

Cinética de hidrolisis de ATP y ADP catalizada
por 1la isoapi rasa Des iree preincubada con
cationes bivalentes .. ... ... ... .......

Determinacién de la masa molecular de la apirasa
Des iree en condiciones de histeresi s ........ -
Efecto de 1la concentracion del sustrato-metal so-
bre el tiempo de retardo de la apirasa Desiree
pre incubada con Ca  ..............

o i . i ;
Anulacién de la histeresi s por analogos del sus-

Dependencia de la kap de las concentraciones de
sustrato utilizadas para el ensayo enzimatico....

Fotograffa de los geles de pol iacri lami da de la

calmodulina elufda de 1la columna de TFP-Sepharose.

Determinacidon de la masa molecular de 1la calmo-
dulina de S. tuberosum ..l f i
El ec troen-foque en ge l de pol iacrilamida de la Cali.
Electrofores is en geles de pol iacri lami da en SDS
y electroenfoque de la -fraccion act ivadora

(o LT - N U T - - U -
Efecto de la concentrac ion de la fraccidén activa-

dera sobre la actividad apirasica.-.............. -

Psg.

87

g9

92

94

95

101

111

112

113

116

118



ABREVIATURAS

: ATP fi ,y p jro-fos-foh jdrol asa

: ADPoi ,» iro-fostoh idrol asa

adenosfn mono-fosfato cfclico

adenos fn-5" -(.j3,”-me ti len)-tr ifosfato
N ,N ¥-me ti len-bi sacr ilamida

eter 1 ,4-butanodiol diglicidflico
albumina sérica de bou ino
calmodulina

cromo total

adenosfntrifosfato de cromo 111
diciclohexil-carbod iim ida
dietilestilbestrol

acido eti lendiami no tetraacético
acido etjl e'ngl icol bis (]3-aminoetil-
eter)-N,N,N/,N "-1letraace tico
l-cloro-2 ,3-epoxi propano
espectroscopfa de resonancia del
espin electroénico

acido N-2-hidroxieti lpiperazina-
Ny-2-e tanosul fén ico

masa molecular

acido 2(N-morfol ino)-etanosulfon ico
acido fosfoenolpiruuico

fosfato 1inorganico

punto isoeléctrico

AlLT



-fosforo total

dodecil sulfato de sodio

acido tricloroacetico

N,N,N*"" ,N"-tetr ame ti len-eti lendi amina
tr is- <h idrox ime til >-am inorne tano

tr ifluoperaz ina

X1V



RESUMEN

En esta tesis se ha real izado un estudio de la apirasa

:d ifosfoh idrolasa E.C. 3.<6.1.5.) obtenida de tubérculo de

dos variedades de S, tuberosum , var. Pimpernel y var.

Desirée. Se describe inicialmente la ruta de puri ficacion para

obtener una preparacion estable y homogénea con la cual se
realizaron 1los estudios cinéticos.

El presente trabajo tuvo dos objetivos principales. EI
primero -fue anal izar la posible funcidn de los metales
bivalentes en la reaccidn hidrolitica <catalizada por esta
enzima y el segundo estudiar algun mecanismo regulador de Ila
actividad apirasica.

El primer objetivo se abordd tratando de conocer el
esquema de coordinacidn de la enzima con el metal y con el
sustrato. Esto se enfocod determinando los parametros cinéticos

¢t
para el sustrato ADP Yy el Ca encontréandose una
correspondencia en ambos valores de Km y Um. Se pudo concluir
que el complejo nucleotido-metal seria el verdadero sustrato,
ademds se podria proponer que este complejo nucleotido-metal
no interactuarfa con la enzima a través del metal sino a
y / 2 _ -«

través de los atomos de oxigeno de la cadena pirofosforica,
hecho deducido del efecto inhibitorio de tipo competitivo del
analogo del sustrato Cr(I11)-ATP (compuesto inerte al
intercambio de ligandos).

Con el proposito de calcular 1la concentracion real del

complejo Ca-ADP en las condiciones del ensayo enzimatico, se

XV



determind la constante de asociacion de este complejo en las
mismas condiciones de pH y -fuerza 1idé6nica. Esta determinacidn
se realizo por filtraciodn en gel en Sephadex 6-10 y por
) . ) ) B in-

titulacidén directa mediante un electrodo selectivo para Ca

Dentro de este primer punto se efectué un estudio

comparativo del efecto estimulador de diversos metales

. / / 7
bivalentes aparte del Ca . Lo que mas Illamo la atencion de
/ a* ar

este analisis fue que algunos metales (en especial Mn y Cd >

hacen cambiar el cuociente hidrolftico ATPasico/ADPasico,

-



De estas tres proposiciones de histéresis se descarto el
_onibio del estado de agregacion por no encontrarse
modificacion de la masamolecular de la api rasa. En cambio, la
que se ajusta bien alos datos experimentales es la segunda
causa (desplazamiento de un 1 igando) puesto que
concentraciones crecientes de sustrato (Ca-ATPy Ca-ADP)
provocan una disminucién del tiempo de retardo, hasta hacerlo
desaparecer. Ademas los analogos de ATP ,AMP-PCP vy
Cr(l111)-ATP, impiden 1la aparicién de histéresis en la enzima.

Se determinaron también 1las concentraciones tisulares de
algunos metales como: Ca, Mg, Mn, Co, Zn y ademas de los
nucleotidos di y tri fosforados de adenina.

ElT segundo objetivo de esta tesis fue observar si la
apirasa <ATPasa-ADPasa) es regulada por calmodulina, a
semejanza de otras ATPasas de origen vegetal y animal. Para

/ /
ello, se aislé y purifico a homogeneidad la calmodulina de

tubérculo de S. tuberosum por técnicas ampliamente
descritas. Se caracterizo la calmodulina proveniente de una
columna de trif luoperazina-Sepharose, determinandose que
correspondia a las caracteristicas ya conocidas de la

calmodul ina de otras especies de origen animal y vegetal.
Estas caracteristicas son: masa molecular <17,5 kDa), pl
(4,4), estabilidad al calor, capacidad de estimular a la
fosfodiesterasa de AMPc en presencia de Ca y la inhibicion de
su accion por trifluoperazi na, efecto dependiente de Ca

La calmodulina aislada de S. tuberosum purificada a

homogeneidad, no presentd ninglin efecto sobre 1la apirasa. De

1vil



trifluoperazina-Sepharose eluyeron con fuerza
dos fracciones proteicas con propiedades
las actividades ATPa"sica y ADPasica de la
una de ellas activadora y la otra inhibidora,
dos fracciones solo se caracteriz6o la fraccion
que la proteina inhibidora se obtuvo en bajas
siendo ademas muy inestable. La fracciodn
2+

ialmente purificada no depende de Ca para su

efecto es revertido por trifluoperazi na en

a un posible papel de 1la apirasa en la célula y

proteinas que la regulan.
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SUMMARY

The present thesis is a study of apyrase
<ATP:diphosphohydrolase E.C. 3.60.1.5.) irom potato  tuber,
isolated 1irom two el onal varieties of S. tuberosum , var.
Pimpernel and uar. Desiree. The pur if icat jon procedure
described herein was fi1ollowed in orden to obtain a homogeneous
and stable enzyme which was used to carry out the kinetic
stud ies.

This work had two main purposes. The 1iirst one was the
analysis oif the possible role oi bivalent metais in the
hydrolytic reaction catalyzed by apyrase. The second purpose
was to describe a possible regulating mechanism oi this
enzymatic activity.

The first objective was approached by undertaking a
study of the enzyme-metal-substrate coordination scheme. The
kinetic parameters ior substrates ADP and Ca2+were determined.
Km and Vm values were similar for both substrates. This fact
lead us conclude that the real substrate oi the enzyme is the
me tal-nuc leot ide comp lex . ATI? (inert to 1 igand exchange) 1is
a substrate analogue, and it 1is a competitive inhibitor oi the
reaction. This Tact suggests that the me tal-nucleoti de complex
would interact with the enzyme through the pyrophosphate chain
and not through the metal.

The association constant oi the Ca-ADP complex was
measured at the same pH and 1ionic strength as the enzymatic

assay in orden to calclulate its real concentration <in the

111



medi um) . The association constant was determined by qgel
filtration through a Sephadex G-10 column and by direct
titration with a selectiva Cal+electr0de.

A  comparative study between the stimulatory effect of Ca
and other bivalent metais was performed. The most relevant

2» &V
finding was that some metais, especial ly Mn and Cd , modify
the hydrolytic ATPase/ADPase ratio.

Mn(H¢0jJ¢ spin resonance spectroscopy <ESR) showed that
apyrase obtained -from S. tuberosum var. Desiree binds to the
oivalent metal in the absence of a substrate. The spectrum of
Mn2+ hexahydrate showed a transi tion at low field a-fter the
addi tion of apyrase. Th is result indi cates that the enzyme
binds to this metal (Mnl1*) in the absence of substrates (ATP,
ADP, etc) and that this binding produces a distortion in the
electronic simmetry of Mn(H20 fﬁ Due to technical deficiencies, it
was impossible to follow the ESR spectrum of the ternary
complex : apyrase-Mn-AMP-PCP.

Apyrase binds to other bivalent metdis. This conclusion
was drawn -from the -finding that the hysteretic phenornenon
appears when apyrase is preincubated with bivalent metdis in
the absence of a substrate (nucleoti des). This hysteretic
behavior may be due to: a) molecular aggregation of the
enzyme, b) displacement of a Uligand strongly bound to the
enzyme or ) to isomerization of enzymatic forms (Frieden,
1970).

The molecular mass of apyrase was unmodified during the

course of the experiments, so hysteresis due to molecular



aggregation was discarded. Displacement of a 1ligand strongly
bound to the enzyme agrees well with experimental data since
increasing amounts of substrate concentrat ion (Ca-ATP or
Ca-ADP) produce a decrease in the lag period until it 1is no
longer observed. In addition, ATP analogues like AMP-PCP and
Cr<ll11)-ATP prevent the enz/me hysteretic behavior of the
enzyme.

The concen trat ion of the metédis ions 1like Ca , Mg , Mn ,
Co , Zn and of the adenine nucleosides di and tr i-phosphate
was determined in the tuber of S. tuber-osum

The second purpose of this thesis was to study the
possibil ity of the regulation o-f apyrase <ATPase-ADPase) by
calmodulin, as it has been seen in other animal and plant

ATPases.

Calmodulin from S. tuberosum was isolated and puri-fied

homogeneity by standard published techniques already
described. Calmodulin puri-fied using a
tr i-fluoper az ine-Sepharose column was charac ter ized . The
molecular mass <17,5 kDa), pl <4,4), heat stability,

stimulatory e-f-fect on CcAMP phosphod iesterase 1in the presence

HIr
of Ca , and the Ca-dependent inhibi tion of calmodulinic

activity by tr ifluoper az ine correspond to the charac ter ist ies
efound -for other calmodulins isolated from plant and animal
tissues.

Homogeneous calmodulin extracted from potato tuber had
no effect on apyrase. Two proteins however eluted from the

trifluoperazine-Sepharose column showed regulatory actiuity,

XX1



inhibited both ATPase and

one of which activated and the other

ADPase hydrolytic activities of the enzyme.
the partially pur ified -fraction 1is Ca

Activation by
is reverted by tr ifluoperaz ine

and its effect in

independent
could not be

of Ca . The inhibitory fraction

the absence
concentration and

characterized because of its low protein

high instab ility.
The possi ble role of apyrase and of its regulatory

prote ins in the cell 1is discussed.

XX11



INTRODUCCION

*e- ANTECEDENTES GENERALES SOBRE Ca”™ Y ATPasa.

El ion calcio en tejidos vegetal es tiene un papel crucial

*" la regulacidn de procesos fisiologicos fundamentales. Se ha

i-geri do que este catiodn bivalente participa en diversos
"ocesos cornos movimientos de las hojas de la M imosa ;
-ototaxis de las Chlamydomonas ; movimientos de los
c oropl astos en la Mouoeoti a ; corrientes citoplasmati cas y
:espolarizacion de membranas en las células de Ni tel la ;

:recimiento de las puntas de 1los granos de polenj;secrec i6n de
materiales de la pared celular y accion hormonal sobre el
desarrollo vegetal <Dieter y Marmé, 1980; Cormier y col., 1982;
D eter , 1984).

Aunque el mecanismo de accidn del calcio en estos procesos
es desconoci do,se puede hacer una distinciodn clara entre el
dapel gue desempefia este ion y el Mg , que es el otro metal
c valente muy abundante que se encuentra en tejidos vegetales y
animales inclusive en concentraciones m4s altas. El Cal
darticipa en multiples funciones <celulares, su concentracion
experimenta grandes cambios en los distintos compartimientos

ntrace lulares frente a diversos estimulos fisiologicos, lo que
e ha permitido la denominacion de segundo mensajero. En cambio

el Mg , tiene un papel constitutivo en algunas enzimas y
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ratos en la literatura acerca de cambios de su concentracion
ntracelular.

) ) ) i
Existen muchas pruebas de que el bajo nivel de Ca
c toplasmatico de los vegetales puede aumentar por 1la accidn de
eormonas y de la luz, a través de una disminucidn de la
o / ) _«
actividad ATRasica relacionada con el transporte de este 1ion y/o
a liberacion de Ca unido, o bien por cambios en la
permeabilidad de la membrana por la posible existencia de
canales para calcio <Dieter, 1984).
i A i 24
En varios de los procesos -fisiologicos mediados por Ca
ntervienen también proteinas que son receptores para este
metal, formando un complejo Ca-proteina activo, como es el caso
re la calmodulina, proteina muy ubicua en tejidos vegetales y
. . 24
animales. En tejidos vegetales el aumento del Ca
citoplasmatico conduciria a la activacion de la calmodulina,
modulando en forma alostérica a todas las enzimas dependientes
a4 a4 a
ae este complejo Ca -calmodulina, como por ejemplo, la Ca -Mg
-ATPasa (Dieter y Marme, 1981; 0lah 'y col., 1983), la
iAD-quinasa (Anderson 'y col., 1980; Dieter y Marmé, 1984), Ila
aspartato quinasa (Sane y col., 1984), etc.

Es un hecho conocido que la mitocondria concentra calcio a

expensas del citosol en un orden de 10 y en menor grado lo hace

- y . ] 7
también el reticulo endoplasmico. La calmodulina no tiene ningun

efecto en la acumulacié% de Casjren la mitocondria, en cambio
esta proteina aumenta la afinidad y velocidad de transporte de
este catidn en sistemas microsomales obtenidos de coleoptilos de
maiz (Dieter y Marmé, 1983).

Gross y Marmé (1978) han demostrado la dependencia de ATP
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sara el transporte de Ca en Criptomonas, en cultivo de células
en vesiculas membranosas de plantas superiores.
3oster iormen te , el mismo grupo (Dieter yMarme , 1980 ) comparci
0os requerimientos energéticos y la sensibilidad a inhibidores
me laci onados con el transporte de Ca ] en fracciones
microsomal es y m itocondr iales . En estas investigaciones
encontraron significativas diferencias en el transporte de Ca
entre las mitocondrias de diversos oOrganos de la misma planta,
en cambio, no hubo diferencias en las preparaciones microsomales
de los mismos Organos.

Rasi-Caldogno y <colaboradores (1982) han descrito dos

preparaciones de membranas no mitocondri al es que participan en

a concentracion de Can dependiente de ATP en vesiculas
membranosas de los internodos de arvejas. Una de ellas, la
fraccion mas liviana se caracteriza por ser un sistema de

* at +
transporte antiparalelo H /Ca estimulado por K y saturable a

concentraciones bajas de Mg-ATP. La otra fraccidén membranosa mas
pesada requiere diez veces mas Mg-ATP que la liviana, y es
ndependiente de la gradiente electroquimica de protones. Segln

estos mismos autores esta Ultima fraccion membranosa mas pesada

’ a* a+
contendria la Ca -Mg -ATPasa descrita por Dieter y Marme
(1980a). Seconocen también fracciones microsomales de

hipocotilos de porotode soya (Kubovicz y col., 1982), raices de
maiz (Zocchi y Hanson, 1933) y fruto de manzana (Fukumoto y
v enis, 1986) que presentan sistemas de transporte de Caz*
dependientes de ATP.

Pohlman-Nepveu y colaboradores (1979) y Stok y

colaboradores (1981) han correlacionado la incorporacion y
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i 3* n
"*ansporte de Ce y Mg con la actividad ATPasica de
e“acciones microsomales de rafees de gramineas. Este mismo tipo
correlacidn con respecto a Ca ha sido encontrado por
rjckhout (1984) en Lepidium sativum y presentado en una revision
Sze <1984>.Ademas se ha encontrado que los factores
«-~dientales en que crecen algunas gramineas, como temperatura vy
i a* a, . o o
ontenjdo salino de Ca y Mg , Influirftan en la actividad
especifica de la ATPasa dependiente de estos metales <Kahr vy
~2 ler, 1970; Pohlman-Nepveu y col., 1979; Kylin y Kahr, 1973).

Las ATPasas de tejidos vegetales de diferentes fracciones

i.Dcelulares han sido clasificadas como ATPasa de membrana

:Tasmatica, ATPasa mitocondri al, ATPasa vacuolar y apirasa
Serrano, 1983). Esta clasificacidn ha respondido a
aracteristi cas de pH optimo; especificidad de substratos,

‘ambi dores y requerimientos de cationes bivalentes.
De todas estas ATPasas descritas, nuestro grupo ha estado
“teresado en la apirasa desde hace largo tiempo, 1la que fue
renominada asi por Meyerhoff <1945) porque hidroliza ATP y ADP
produciendo finalmente AMP y Pi:
%
ap irasa , M

ATP + HAO mmmmmmmmmmeo -7 ADP + Pi + H+ Ec . 1

ap irasa, M

ADP + HAQ  mmmmmmmmmmme o & AMP + Pi + hT Ec. 2
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Anich, 1984), ol igomicina y azida (resultados no publicados)
muestra un patron de comportamiento de la apirasa que no
corresponde a ninguna de las ATPasas antes mencionadas.

Esta tesis analiza la funcion del Ca en la reaccion
catalizada por la apirasa de Solanum tuberosum y el posible

mecanismo de accion y regulacidon de esta enzima.

3.- APIRASA <ATP-difosfoh idrolasa E.C. 3.6.1.5.)

La apirasa o ATP-difosfoh idrolasa se encuentra ampliamente
c stribufda en tejidos vegetales y se ha purificado a partir de
preparaciones solubles de tubérculo y brote de S.tuberosum

Kalckar, 1944 'y Anich, 1984), hoja de repollo (Mazelis, 1959),

semillas de trébol (Sikka 'y Das, 19¢4), plumula de arveja
Nishikawa, 1966) . También algunas de las apirasas de tejidos
vegetales como de tallo de arveja vy raiz de garbanzo se han
encontrado en forma insoluble asociada a membranas (Tognol i vy
“arré”, 1981; Vara y Serrano, 1981).

A su vez Jolliot y col. <1976) y Fakrai y Hall (1984)
describen la presencia de una actividad ATPasica dependiente de
Calmt unida a fraccign microsomal en tubérculo de S. tuberosum
qgue podrfa corresponder a la apirasa. Desafortunadamente ninguno
de estos dos grupos de investigadores caracterizo a esta enzima

en cuanto a especificidad de sustrato, ni la relacionaron con

la ap irasa.
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0
Oparka <1986) tratando de buscar la participacion de una

i» N
Ca -ATPasa en el proceso de liberacion de sacarosa en
tubérculo de S. tuber osum observci, por estudios citoqu imieos,
que la actividad ATPasica se ubicaba &en el plasmalema del
parenquima de almacenamiento de almiddn y también en el
citoplasma de dichas células, pero no asociada a ningun organelo

en particular.

En los tejidos animales también ha sido descrita esta
enzima desde la misma época en que -fue encontrada en tejidos
vegetales, pero en esta tesis solo se hara mencion de las
preparaciones de api rasa, libres de mioquinasa o adeni lqui nasa
que podrian enmascarar la accién catalitica de la apirasa, dado
gque tanto la api rasa (ATPasa-ADPasa) como un conjunto de
adeni lquinasa y ATPasa dan los mismos productos (AMP + 2Pi>.
Harper 'y colaboradores (1978) y Lebel y colaboradores (1980)
encontraron apirasa en la fraccion microsomal de pancreas de
rata y cerdo respectivamente. Knowles y colaboradores (1983) Ila
describen en membrana plasmgtica de los siguientes

teji dos:higado y <cerebro de ratoéon, rifion de perro, sarcoma de

ratén y en tres diferentes tumores humanos. También se la ha

encontrado en glandulas salivales de ciertos mosquitos
chupadores de sangre (Ribeiro y col., 1984; Sarkis y col._,
1980).

En nuestro laboratorio se comenzdé la investigacion sobre
las api rasas del tubérculo de JS. tuberosum en 1958 y su
/ - _ _
proposito ha sido el Illegar a conocer su mecanismo de accién vy

la funcidén que podrian desempefiar en el metabolismo celular de

los tejidos vegetales. Cabe hacer notar que nuestro grupo de
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investigacion ha sido pionero en la purificacidn y
caracterizacion de estas enzimas pirofosfoh idrolas icas del
tubérculo y del brote de §. tuberosum (Ualenzuel a y col., 1973;
Anich, 1984). Por ello se desarrollo inicialmente un esquema de
purificacion, para continuar después con los estudios de
especificidad de sustrato, identificacion de 1los residuos de

aminoacidos del sitio activo y finalmente algunos estudios

estructurales preliminares de esta enzima.

Espec ificidad. Desde los primeros experimentos sobre
especificidad, se establecid que la apirasa no cataliza la
hidrolisis de los enlaces fosfomonoesteres, ni la de los
anhidridos mixtos como el aceti 1fosfato, ni la de los enlaces
pirofosfor icos cuyas cadenas estan esterifi cadas por ambos
extremos <Cori vy col., 1965; Aron y col., 1974). Con el empleo
de ATP marcado en el fosforilo y (Traverso-Cori y Cori, 1982)
y ATP marcado en el fosfor ilo ( (Traverso-Cor i y col., 1985)
se demostro que esta enzima hidroliza secuenci almente los

fosfori los vy y p del ATP. Este hecho fue apoyado ademas por una

fuerte inhibicion de tipo competitivo por ATP sobre la

hidrélisis de ADP (Traverso-Cor i y col., 1965). Posteriormente
se sintetizaron numerosos derivados di y trifosforados
sintéticos (Del Campo y col., 1977). Es posible que en el sitio

activo de la enzima exista una regidén apolar lo suficientemente
inespecffica que pueda acomodar grupos tan diferentes en tamafo
como es un proton, en caso de piro y trifosfato inorganicos
(Kettlun y col., 1982), metilo, octi 1o (Del Campo y col., 1977)

o bien el complejo de Michaelis de treonil-tRNA sintetasa unido



* ATP (Allende y col., 1970). Se puede concluir que la apirasa
tiene muy baja especificidad frente a la porcion organica del
sustrato, la cual puede estar inclusive ausente <pirofosfatos
inorgan icos) .

En cambio, es importante la estructura de la porciodn
pirofosfor ica del sustrato para la catalisis puesto que la
sustitucion del puente de oxigeno del grupo P-0-P por un
~eti lefo <-CH z -) en posicién <* , /3 o0obien”,vy impide la
catalisis hidrolitica de estos andlogos de ATP pero no su uniédn
a la apirasa, porque son efectivos inhibidores competitivos (Del
Campo vy col., 1977; Kettlun y col., 1982). A su vez el reemplazo
del «tomo de oxigeno como puente por un atomo de nitrégeno, no

rripide la accién hidrol itica de la apirasa de S. tuberosum, como

ha sido descrito por Horomy vy colaboradores (1983). Estos
autores utilizaron los analogos estructurales del ATP para
demostrar la existencia de etapas en que ocurria la
transferencia de protones en reacciones enzimaticas de

transferencia de fosforilo.

Finalmente, cambios en el largo de la cadena
pirofosforica, como es el caso del adenosintetrafosfato, reducen
*a velocidad de liberacion del or tofosfato a valores menores de

un 50X en comparacién con la del ATP (Liebécq y col., 1962).
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diferencias en la velocidad de hidrélisis de los sustratos ATP y
ADP (Traverso-Cori y col., 1970; Carrasco, 1973%). Con el
proposito de encontrar explicacién a las diferencias <cinéticas
de los cuocientes hidrol "ticos de las actividades ATPasica vy
ADPasica de las isoenzimas, se eligieron dos isoapirasas
purificadas a partir de diferentes variedades <cldnales que
sirvieron como modelo para este estudio. Una de ellas ha sido la
apirasa Pimpernel de cuociente ATPas ico/ADP4s ico 10 y la apirasa
Desiree de cuociente hidrolitico 1,0.

El estudio de las diferencias en las velocidades de
hidrél isis de los sustratos ATP y ADP se enfoco mediante el
analisis comparativo de los aminoéacidos del sitio activo que
Partici par ian tanto en la unidén como en la catalisis.

Pruebas indirectas han sugerido la posible participacion
Pe residuos de tirosina en la actividad apirasica, puesto que

as preparaciones que se efectuaban con inhibidores de la
tirosinasa (cupferron, CN , Mmercaptoetanol , metabi sulfito y
acido tiogl icol ico) mejoraban en cuanto a su actividad
especifica y estabilidad (Malenzuela y col., 1973). La adicion
de tirosinasa en presencia de pirocatecol a wuna Tfraccion
nomogenea de apirasa produjo la inactivacion de la ATPasa y
ADPasa, junto con la aparicion de dos nuevas bandas de proteinas
que se separaron por electroforesis y que resultaron ser
inactivas. Posteriormente se comprobd que la accion de la
tirosinasa sobre la apirasa era indirecta, siendo a través de
los productos de oxidaciéon del catecol. Esto fue deducido al
observar el mismo efecto 1inactivador al separar 1la apirasa de la

tirosinasa a través de una membrana de dial isis, siempre que se
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adicionara pirocatecol (Oalenzuela y col., 1973).

Los estudios con modificadores nuc leof il ieos de proteinas,
entre ellos yodo, N-aceti 1l imidazol y tetranitrometano, que
denvatizan en forma relativamente especifica los residuos de
tirosina, representaron las pruebas preliminares de la
-anticipacion de este tipo de residuos en el sitio activo de las

dos actividades enzimaticas de la apirasa (Ualenzuela y col.,

1973; Kettlun y col., 1981 y 1982). La participacion de residuos
de cisteina fue excluida por 1la insensibilidad de la apirasa
frente a p-cloromercur ibenzoato \% *1 acido

bj s-di tion itrobenzoi co (Valenzuela y col., 1973; Kettlun y col.,
1982).

La alquilacidn de la apirasa con el reactivo de Koshland
(bromuro de 2-hidroxi-5-nitrobenci 10) produjo la perdida de
ambas actividades hidroliticas, lo que ha sugerido la presencia
de residuos de triptofano en el sitio activo de la enzima
(Valenzuela y col., 1973; Kettlun y col._, 1981 y 1982).
Probablemente el residuo de triptofano podria formar parte del
sitio de unidén de la parte organica (purinas) de 1los nucleotidos
de adenina, puesto que modelos experimentales han demostrado que
este aminoacido aromatico puede interactuar con el anillo de 1la

adenina (Siegel y Nauman, 1976>.
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Los perfiles del logaritmo de L>m y pKnm en funcion del pH
mostraron una sola inflexidn significativa a pH entre 4,0 y 5,0

para las actividades ATPé&sica y ADPé&sica (Oalenzuela y col.,

1973), lo que permitidé"” sugerir la partici pac ion de grupos
carboxfl icos. La importancia de estos grupos en la reaccio™n
catalizada por la apirasa se vio confirmada por la inactivacidn

~as actividades ATPasica y ADP&sica por acciodn de

carbodi - imida soluble en agua (Oalenzuela 'y col., Kettlun y
col ., 1981 vy 1982).

Los perfiles de pH de Dixon y Webb no mostraron
inflexiones que permitan sugerir una clara participacion de
residuos basicos en la accidén catalitica de la hidrdélisis de
pirofosfatos por la apirasa (Oalenzuela 'y col., 1973); sin
embargo, experimentos efectuados con 2,3 - butanodiona 'y
fenilglioxal, apoyaron la participaci 6n de residuos de arginina
en el sitio de union de la apirasa a los sustratos ATP y ADP
(Kettlun y col., 1981 y 1982). Esta sugerencia es apoyada por
experimentos efectuados con modelos (Cotton y col., 1973) los
cuales indican que los grupos guanidinio de los residuos de
arginina neutral izarian las cargas negativas de los grupos
pirofosféri eos Tfacilitando asi el ataque nucleofilico sobre el
atomo de fosforo por algin grupo de la enzima o por el -0H del
agua.

La accion de los inactivadores dirigidos hacia los
aminoacidos del sitio activo, ha permitido concluir que tanto en
la isoenzima Pimpernel (cuociente ATPAsico/ADP&sico = 10) como

en la isoenzima Desiree (cuociente ATPasico/ADPé&asico = 1)
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participarian residuos de tirosina, triptofano, arginina y
grupos carboxil icos. Pero se han encontrado diferencias
significativas en las velocidades relativas de inactivaciéon de
las actividades ATPasica y ADPasica con algunos modificadores
(Kettlun y col_, 1982). Por ejemplo, la isoapirasa Desi ree
presento igual velocidad de inactivacidon para las actividades
y ADPasica con todos los modificadores usados; en
cambio, en la isoapirasa Pimpernel 1la actividad ATPasica resultod
ser mucho mas sensible frente a la modificacion de residuos de
tirosina y triptofano (Valenzuela y col., 1973; Kettlun y col.,
1982).

Hay varias formas de interpretar estas diferencias en la
inactivacion de las dos isoap irasas en cuestion. Entre ellas
podemos sefialar que podrida haber un numero diferente de residuos
de tirosina y triptofano involucrados en las actividades
ATF>asica y ADPasica de la isoenzima Pimpernel, o bien una
distinta distribucion o accesibilidad de estos mi smos en el
sitio activo de las referidas actividades enzimdticas. Ademas
los sitios de las actividades ATPasica y ADPasica podrfan
hacerse distintos por efecto de cambios <conformaci onal es
producidos por los sustratos ATP 'y ADP <Koshland, 1959) en
isoenzimas con diferentes conformaciones iniciales. No se
descarta la posibilidad que la explicacién a las diferencias se

deba tamb ien a todas las pos ibil idades menc ionadas.

3*B. Caracter ist icas Estructural es. Las distintas variedades

clénales de A tuberosum contienen, en el tubérculo,
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isoap irisas gque presentan propiedades fisicoquimicas y cinéticas

caracteristicas. Como se menciondé en la seccidén 2.B, en relaciodn
al sitio activo, los tipos de residuos de aminoacidos
involucrados en la unidén del sustrato y en la catalisis serian
cualitativamente los mismos en las isoenzimas Pimpernel y
Des iree que exhiben cuocientes ATPas ico/ADPas ico diferentes.

El cuociente ATP&sico/ADPé&sico de 10 para la isoapi rasa
Pimpernel y de 1,0 para la Desirée, se debe exclusivamente a los
distintos valores de Om de estas actividades hidroliticas y no a

respectivas Km porque ambas isoenzimas presentan
practicamente la misma afinidad hacia los sustratos ATP y ADP
(Kettlun y col ., 1982).

Las energias de activacion para ambas actividades
hidroliticas de las isoapirasas fueron semejantes, lo que no
permitidé dar ninguna luz sobre 1los diferentes cuocientes entre

as L'm de las ac tividades hidrol jticas de ambas 1isoenz imas; no
ob- <te, 1la igualdad de los valores de la energia de activaciodn
sugeriria que el mecani smo catalitico de ambas 1isoenzimas es
comiun (Kettlun y col., 1982).

Como no se pudo atribuir 1las diferencias cinéticas a los
aminoacidos del sitio activo, se hizo una comparacién entre la
composicion de aminoacidos totales y sus respectivos residuos

ami no-termi nal es de las isoapirasas Pimpernel y Desiree. La

proporcion de residuos de aminoacidos basicos y acidos
encontrados para ambas enzimas  fue esencialmente la misma
(Mancilla y col._, 1984), lo que tampoco permitido explicar las

diferencias marcadas en los pl de la enzima Pimpernel <pl= 8,74)
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y de la Desirée <pl= 06,0?) (Kettlun y col., 1982).

Los residuos de égido aspartico y glut;mico de proteinas
vegetales presentan -frecuentemente un alto porcentaje de
amidacion con respecto a las proteinas de origen animal; este
hecho sugirido que 1la diferencia de dos unidades de pl entre las

isoapirasas podria deberse a un distinto grado de amidacion de

estos residuos acidos. Al desaminar enzimaticamente estas

deben solamente a un distinto grado de amidacion de ambas
prote Trias. Ha quedado aun en pie la incégnita en cuanto a que
las diferencias fisicoquimicas se deban a un distinto grado de
amidacion de los residuos de acido aspartico y glutamico, o bien
que estas diferencias se deban a una distinta exposiciodon al

solvente de 1los residuos polares (Mancilla y col., 1984).

C.- OBJETIVOS

Para el desarrollo de la linea de investigacion de nuestro
laboratorio sobre mecanismos enzimaticos de  hidrélisis de
enlaces pirofosfori eos, se ha escogido como modelo a la apirasa
o ATP-difosfoh idrolasa, por sus caracteristicas de especificidad
hacia el tipo de enlace que actua, y por su facil extracciodon del
tubérculo de S. tuberosum. Dentro de la problematica planteada

se ubica la hipdétesis de trabajo que se puede enunciar a traveés
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de las siguientes interrogantes:

La primera pregunta se abordo mediante la dilucidacidn

cinética entre dos ©posibles esquemas de coordinacidén en que el

metal puede hacer depuente entre la enzima vy el sustrato
(E-M-5) o bien es el sustrato el que hace de puente entre la
enzima y el metal<E-S-M) (Mildvan, 1970). Estos estudios

cinéticos se basaron en la comparacion de los parametros Km y Um
para los nucleotidos y para el metal , de acuerdo con lo
propuesto por Dixon y Webb <1979). Como este método cinético no
permite discriminar si el metal unido al sustrato interactua
también con la enzima haciendo de puente entre ambos, se utilizo”’
ademas el complejo inerte Cr<ll11)-ATP descrito por Cleland y
colaboradores (Janson 'y Cleland, 1973; Danenberg y Cleland,
1975). Se analizo también en la presente tesis la especificidad
hacia metales bivalentes de las actividades ATPasica y ADPasica
de las 1isoapi rasas.

La pregunta se abordo también mediante estudios de unién

. . . f
de la apirasa a metales bivalentes, seguido por espectroscopia
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de resonancia del espfn electrdénico del Mn(Hx0)t

En la segunda interrogante enunciada en esta tesis sobre

algun mecanismo regulador de la api rasa, se considero la

posibilidad de la existencia de la enzima wunida a metales
bivalentes como uno de los mecanismos reguladores existentes in
Vivo. Por esta razén se determinaron las concentraciones totales
de algunos de los metales bivalentes: Ca, Mg, Mn, Co y Zn, y de
los nucleotidos ATP y ADP en el tubérculo de S. tuberosum var.
Des iree.

Se pens6 también que la apirasa podria ser regulada por la
calmodulina a semejanza de otras ATPasas vegetales involucradas
en el transporte de iones (Dieter y Marmeée, 1981; 0l1ah y col.,
1983; Dieter; 1984) . Fue importante demostrar 1la existencia de
esta proteina reguladora en el tejido del tubérculo de S.
tuberosum porque la breve mencidn hecha en la revision de Wang vy
Uaisman (1979) no -fue estimada concluyente por 1la autora de esta

tesis. Con este prop6ésito se purifico” y caracterizo la

calmodulina del tubérculo de S. tuberosum y se estudio su efecto

sobre la apirasa.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Material Bioldgico

Se utilizaron tubérculos de S. tuberosum de las siguientes
variedades! Desiree, Pimpernel y Ultimus cedidos gentilmente
por el Sr. Hugo Guggl iermetti del Instituto de Investigaciones

Agropecuarias "La Platina™.

2.2. Reactivos quimicos y materiales cromatogr &fieos

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, U.S.A.) se obtuvieron los
siguientes productos: ATP <A 5394), ADP grado 111 <A 2754),
NADP <N 0505), NADH grado 111 <N 8129), PEP <P 7002),
«i-D<+)-gl ucosa <0 5000), AMPc <A 6885), BSA <A 4378), MES,
HEPES» Trizma base, CaCly ,SDS, azul de Cibacron <F36-A), azul

de Coomassie R, acrilamida, bis-acri lamida, éter

-\

1,4-butanodiol digl icidilico, Sephadex G-10, Sephadex G-100,
Sepharose 4B, reactivo de Fol inCiocalteau, an-fol itos rango de
pH 3-10, gl icil-gl icina, pironina 8, tr ifluoperaz ina,
estandares de masa molecular para geles en SDS, Dowex 5QW-X2
<H+ ), calmodulina de corazdn de bovino, hexoquinasa (EC

2.7.1.1.) tipo i de levadura de panaderia,

G-6-P-deshidrogenasa <EC 1.1.1.49.) tipo VII de levadura de
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panaderia, piruvato quinasa (EC 2.7.1.4.) tipo 11l de masculo
de conejo, lactato deshidrogenasa <EC 1.1.1.27.) tipo IX de
musculo de conejo, fosfod iesterasa de AMPc (EC 3.1.4.17.) de
corazon de bovino deficiente de activador y
5 -adeni lato-desami nasa <EC 3.5.4.6.) de muisculo de conejo.

De Merck (Darmastadt, R.F.A.) se obtuvieron los
siguientes productos de grado pro anal isis: acido succinico,
;cido tioglicglico, sulfato de amonio para Tfines bioquimicos,
cloruro de sodio, TCA, epiclorhidrina, /3-alanina, glicina,
EDTA, E6TA, MnSO~ , MnCla , zZznClj , CoCla , NjCi1X , CdCIn ,
CuClA , Cr(NOj)3 y benceno.

El acido sulfosal icilico se adquiri6o de Riedel de He in
<Seelze-Hannover, R.F.A.); el alcohol isobutilico fue de Cario
Erba y el Chelex—100 se obtuvo de Bio~Rad Laboratories
(California U.S.A.). Finalmente de Miles Labor ator ies (Indiana
U.S.A.) se adquiri6: persulfato de amonio, TEMED, riboflavina
y azul de bromofenol.

El agua utilizada fue destilada, excepto para los

estudios con cationes Dbivalentes en que se trato"” previamente

con Chelex-100.

2.3. Determinacién de prote inas

La concentraciodn de protefnas se determino por los
siguientes métodos: a) absorbanci a a 280 nm para el anal isis

relativo de eluidos de columnas cromatogréafi cas; b) método de



19

Warburg y Christian <1941) en las diversas etapas de
purificacion; y <¢> método de Lowry (Lowry y col.,

1951) para
nas fracciones proteicas mas puras.

2.4. Determinacién de la pureza de las fracciones proteicas
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mL) contenia acr ilamida al 2,5/; b is-acr ilamida al 0,625"/.;
TEMED al 0,058"/. <v/v) y riboflavina al 0,0005%-. El gel
espaciador de pH 4,3 <1,7 mL), se preparo en acrilamida al 7/
y bis-acri lami da al 0,2/ conteniendo TEMED al 0,5/ <v/v) vy
persulfato de amonio al 0,07°/.. La muestra se aplico’ en
sacarosa al 207. siendo el volumen méaximo aplicado 0,15 mL. Se
utilizo7 piron ina B como colorante indicador del frente
electroforgfico.

El amortiguador de elec troforesis fue |3-alanina 35 mM y

* - S X
acido acético 14 mM a pH 4,5. La corrida se efectud en camara

fr%a a 8O . Se aplicg una corriente constante de 2,5 mA por
tubo, hasta que 1la pironina llego al fondo del tubo de gel. €EI
polo positivo estaba en 1la camara superior.

Los geles se tifieron por dos horas a temperatura
ambiente con azul de Coomassie R al 0,25% en metanol 45%
<v/v), acido acético 9% <v/v> segun Weber y Osborn <1969). EI
destefiido se realizé por difusidén en etanol 5% <v/v) y acido
acético 7,5% <v/v) (Deber y Osborn, 1969).

Para la deteccidn de la actividad enzimatica en los
geles, estos se cortaron transversalmenete en segmentos de 0,2
mm de espesor y se extrajeron con 1 mL de NaCl 200 mM a 1lo
menos por una hora a 4U . El ensayo enzimatico se efectud como
se describe en la seccioin 2.5, tomando 0,1 mL de cada

fraccion elufda del gel y determinando el Pi Uliberado por el

método colorimetrico de Fiske-SubbaRow <1925).
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2.4.2. Electrofores is en geles de pol iacri lami da en presencia
de SDS

L* electroforesis en condiciones desnaturantes se
real izo de acuerdo a Laemmli (1970). La muestra (apirasa,

calmodulina o fraccion activadora de apirasa) se incubo a 100°

por un minuto y medio en proporciodn 1:2 <v/v) con
amortiguador Tris-HCI 62,5 mH, conteniendo SDS 3%,
2-mercap toetanol 5% <u/v), glicerol 10% <v/v> y azul de

bromofenol 0,02%. Estas muestras asi tratadas fueron aplicadas
en geles cilindricos de 0,6 cm de didmetro interno y 10 cm de
largo que contenian un volumen de 2,7 mL de acri lamida al 10%,
bis-acrilami da al 0,27%, TEMED al 0,05% <v/v>, SDS al 0,2% vy
persulfato de amonio al 0,04%.

El amortiguador de la electrofores is fue Tris-HCl 25 mM,

electroforetico, azul de bromofenol , Illegé hasta el fondo del
tubo. El polo positivo estaba en la camara inferior. Durante
la corrida la temperatura se mantuvo entre 8 y 12 mediante
una doble camara refrigerada por agua corriente.

El proceso de tincidon y destefiido se efectud de acuerdo
a la metddica descrita en el Catadlogo LKB <1980). Los geles se
fijaron 'y tifileron al mismo tiempo con &acido acético 5% <v/v),

etanol 50% <v/v> y azul de Coomassie R 0,125% durante 16 h a
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temperatura ambiente. El destefido se hizo por difusion,
cambiando cada 2 h las siguientes soluciones: a) etanol 407
<v/u> y &acido acético 37 (v/v); b) etanol 307. (v/v) 'y acido
acéetico 3,57.; esta solucidén se uso por dos veces consecutivas;
c) etanol 207. (v/v) y &acido acético 47. (v/v). Cuando fue
necesario se dejo toda la noche en ac ido aceético 3,57 (v/v) y
finalmente en acido acético 3,57 (v/v) y etanol 57 <v/v>.

Se utilizo también la electroforesis en geles de
Poliacr ilamida en condiciones desnaturantes para determinar la
masa molecular de 1la calmodulina.

bel grafico del logaritmo de las masas moleculares en
funciodn de la migracion electroforetica relativa se determino”

la masa molecular segun Weber y Osborn (1967?)

2.4.3. Electroenfoque en geles de poliacrilamida

Los geles para electroenfoque fueron preparados de
acuerdo con 1la técnica descrita por Pearce y col., (1972). Los
anfol 1tos usados fueron de rangos de pH entre 3,5 y 10; 7 vy
10; y 5y 9, dependiendo del pl de 1la protefna en estudio. Los
geles se prepararon en tubos de vidrio de 0,6 cm de diametro
interno y 10 <cm de largo. El gel se prepardo* en acrilamida al
107, bis-acri lami da al 0,157, conteniendo TEMED al 0,0887
(v/v), riboflavina al 0,00017 y anfol itos de uno de los rangos
de pH antes mencionados al 17. Se agregaron 2,7 mL de esta

mezcla por tubo. La muestra (apirasa, calmodul ina o fraccion
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activador* de apirasa) se aplico en sacarosa al 20% en un
volumen maximo de 300 pL. Sobre la muestra se adicionaron 50
NML de sacarosa al 10/ en NaCl 50 mM. En general todas las
muestras proteicas se dial izaron contra NaCl 100 mli antes de
aplicarlas a los geles de electroenfoque pues generalmnte
provenian de soluciones de -fuerzas 1i6nicas muy altas, las que
al tener que adicionarse en volimenes superiores a 20 yuL
producTan una alteracién del gradiente de pH.

Cuando se trabajd con las distintas apirasas se modifico
la posiciodn de los polos descrita en la ref. de Pearce y col.

(1972). Colocando en la camara superior NaOH 20 mM (polo

isoenzimas. En cambio en el electroenfoque de las muestras de
calmodulina y de la fracciodn activadora de la apirasa, se
ubico el polo positivo arriba, igual que lo descrito por
Pearce, puesto que estas fracciones proteicas presentaron

valores de pl menores que 7.

La temperatura de corrida fue constante, 12° , obtenida
por flujo de agua <corriente, igual como se describio6o en la
seccion 2.4.2. Durante la corrida se aplicdé un voltaje

constante de 300 V 'y se demordé alrededor de 100 min en
alcanzarse una corriente constante.
Terminado el proceso de electroenfoque se midio’el pH de

los geles cada 0,5 cm por medio de un electrodo de superficie
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Brosdley-James Lorp. (U.S.A.). La tincion de proteinas se
realizo -fijando por una hora los geles en acido
su lfosal ici lico 3,46/ 'y acido tricloroacético 11,5% (v/v >
(Winter y Andersson, 1977). Luego se colocaron 1los geles ya
fijados en etanol 25% (v/v) y &cido acético 8% (v/v) por media
hora y finalmente se tifieron por 15 min a 60 con una solucidn
de azul de Coomassie 0,115% en etanol 25% (v/v) y &cido
acético 8% <v/v).

En los experimentos de electroenfoque de las distintas
isoapi rasas se determino también la actividad enzimdtica
eluyendo la enzima de la misma manera descrita en la
electroforesis a pH 4,5 (seccion 2.4.1.) excepto que el Pi
liberado del sustrato se cuantifico por el método de Ernster

(seccion 2.5.).

2.5. Ensayo enzimatico de 1la api rasa

La actividad ATPasica y ADPasica de la apirasa se siguid
midiendo el Pi liberado por 1la hidrdlisis enzimatica de los
sustratos ATP o ADP. EI Pi se cuantifico por el método de
Fiske y SubbaRow (1925) o el de Ernster y col. (1950) segun la
sensibilidad requerida. ElI método de Ernster y col. se usé”™ con
la siguiente modificacion: el complejo fosfomolibdico se
extrajo con 3 mL de isobutanol-benceno, en vez de 5 mL, y se
tomaron posteriormente alfcuotas de 2 mL de esta capa para
Ilevarlas finalmente a un volumen total de 5 mL con el SnCI™ y

alcohol-ac ido.
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La mezcla de reaccion contenfa en un volumen final de 1
mL : ATP o ADP 2,0 mM; CaCl 5 mM y amortiguador succinato de
sodio 100 mM pH 6,0. La temperatura de 1incubacién fue de 30 vy
en cuanto al tiempo de incubacidén y dilucion de la enzima en
BSA <0,2 mg/mL) variaron seguln la actividad de la fraccion
enzimatica a ensayar. Se lograron condiciones de velocidad
inicial hasta una liberacion de Pi maxima de 0,5 Rimoles
totales. La reaccién enzimatica se detuvo agregando molibdato
de amonio en medio acido, gqgue era a Su vez uno de los
reactivos necesarios para el desarrollo de color del Pi en

ambos métodos colori metri eos mencionados.

Una wunidad enzimatica <U) definida en katal, es la
cantidad de enzima que cataliza la formacion de un mol de Pi a

partir de ATP o ADP por s a 30 en las condiciones del ensayo.

2.6. Purificaciéon de la apirasa

purificacion.

2.6.1. Preparacion del extracto de tubérculo de S. tuberosum

y fraccionamiento con sulfato de amoni o

Cada kilo de tubérculo se homogeneizé con 2 L de una

solucidn de acido tiogl icol ico 20 mM a pH 4,0. Se us6 acido
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tiogl icol ico para impedir la accidn de la tirosi nasa
(Ualenzuela 'y col._, 1973). La homogeneizacién se efectud en
una juguera Waring Blendorpor 30 s en cada una de las
posiciones de velocidad baja, media y alta. El homogene izado

se centrifugo a 1300 rpmen unacentrifuga de canasto de acero
inoxidable (Centrifuga Broadbent type 86, U.K.) por 5 min a
temperatura ambiente. ElI sobrenadante asi obtenido se denomino
extracto. Antes de cada precipitacién con sulfato de amonio,
este extracto y cada unade las fracciones proteicas A y B que
se obtuvieronposteriormente, se ajustaron a pH 4,0 y a una
concentracion de proteinas de 10 mg/rnL, determinadas por el
método de Warburg y Christian (1941). La api rasa precipita en
la fraccidn 40-70 de saturaciodn con sulfato de amonio. Al
extracto se le agregdé sulfato de amonio sol ido hasta una
saturacié? de 407~ con agitaciéﬂ constante y a 4O . Despug; de
equilibrar por una hora, se dejo decantar el precipitado en
columnas de vidrio de 10,5 x 110 cm, durante 16 h en camara
fria a 4* . El precipitado decantado se extrajo de las
columnas, se centrifugJ»a 14.700 x g durante 20 min a 4O y el
sobrenadante se  juntdé"™ con el correspondiente sobrenadante
obtenido posteriormente de las columnas de decantacién. A este
sobrenadante se le agrego sulfato de amonio hasta alcanzar un
70%/. de saturaciodn. Esta fraccidn 40-70 se separo por

X 0
centrifugacidn a 14.700 X g durante 20 min a 4 . Esta

n n

- ) -/ .
fracciodn se denomino fraccion A, la que se resuspendio en la

misma solucidn de extraccioén. Este procedimiento de
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precipitacion con sulfato de amonio se repitidé dos veces
consecutivas mas, obteniéndose asf las -fracciones B y C
respectivamente. Las anicas diferencias con las
precipitaciones recien descritas fueron que el precipitado
0-407. se separo también por centrifugacion en las mismas
condiciones anteriores y que la fraccion C se redisolvio en el
amortiguador de equilibrio de la columna de Sephadex 6-100

(seccibn 2 .6 .2 .).

2.6.2. Cromatrograffa en Sephadex G-100

La fraccidn C, proveniente de aproximadamente 35 kg de
tubérculo, se sometid a Ffiltracién en columnas de Sephadex
G-100 (malla 40/120) de 2,95 cm de diametro interior y 140 cm
de largo. La columna fue equilibrada en la camara frfa a 8°
con amortiguador succinato de sodio 50 mM pH 4,0, NaCl 300 mM
y acido tioglicol ico 20 mM. Se eluyod la muestra con un flujo
de 30 mL/h. EI perfil de proteinas se siguid por la
absorbancia a 280 nm y la actividad apirasica como se describe
en la seccién 2.5., detectadndose el Pi por el método de Fiske
y SubbaRow. El elufdo seleccionado se concentro por
ultrafi ltracion en Ami con a través de una membrana PM 10 con
una presion de nitrogeno de 40 psi.

2.6.3. Cromatografia en azul de Cibacron-Sepharose

La ultima etapa de purificacion utilizada para la
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propiedades de estabilidad gufmica y térmica (Porath y col.,
1971). Ademas la Sepharose entrecruzada es excepci onalmente
resistente a la degradacién biologica aunque haya desarrollo
microbiano en suspensiones acuosas. La preparacion de azul de
Cibacron-Sepharose CL-4B a partir de Sepharose 4B se comenzo
entrecruzandola por medio de epiclorhidri na y posteriormente
se inmovilizdo el colorante a esta matriz de polidextrano. Se
mezclaron 500 mL de Sepharose 4B con igual volumen de NaOH 1 M
y ~con 2,5 g de NaBH* . A esta mezcla que se estaba agitando en
mforma suave se le agregaron 10 mL de ep iclorh idr ina al 977. y
se calento a 60 por una hora. ElI gel entrecruzado se lavo

luego exhaustivamente con agua caliente hasta que el agua de
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Un volumen de 250 mL de Sepharose entrecruzada dilufda
en igual volumen de agua, se calentd a 60 vy se le adiciono
gota a gota el colorante disuelto en agua <250 mg en 25 mL de
agua) con agitacidén enérgica; después de 15 min se agregaron
25 mL de NaCl. Luego se aumento la temperatura a 80° , se
adicionaron 5 g de Na~CO™ y después de 30 min el gel se 1lavo’
con agua caliente, seguido por Tris-HCI 50 mM pH 8,0
conteniendo NaCl 50 mM hasta desaparicién de absorbanci a a 610

nm (mgxfmo de absorcig% del azul de Cibacron, E , de 8.227 M
cm-l, determinado en el Ilaboratorio).

La cantidad de colorante inmovilizado se midio*
espectnyfotomgfricamente a 610 nm sol ub il izando previamente Ila
matriz incubandola a 100 por 15 min con HC1 100 mM (Easterday
y Easterday, 1974). Luego de neutralizar con NaOH 1 M, se
concentro por ultra-filtracion en Amicon a través de una
membrana PM 30, con una presioén de nitrégeno de 40 psi.EIl
pol fmero solubil izado se lavo* repetidas veces sobre esta
misma membrana con agua destilada hasta que el -filtrado salid
incoloro. Se determino la uniodn de 25 yumoles de azul de
Cibacron por mL de Sepharose CL-4B, considerando que el
colorante era homogéneo con una masa molecular de 748,7 y con

el mismo coe-ficiente de extincién molar antes mencionado de

8.227 M 1 cm a 610 nm.
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2.6 .3.2. Determinacidén de la Ki del azul de Cibacron-Sepharose

para la api rasa

La determinacién de la Ki para el azul de Cibacron unido
a Sepharose Cl-4B previamente solubi lizado, se realizo
midiendo la actividad ATPasica de la apirasa Desiree en las
mismas condiciones utilizadas en la determinacidn de los
parametros cinéticos (seccion 2.7). El colorante unido a la
matriz de polidextrano no interfirié con el método de Ernster
utilizado para la determinacién del Pi liberado, puesto que no
era extraido por el solvente isobutanol-benceno. ElI azul de
Cibacron-Sepharose fue utilizado en un rango de
concentraciones entre 0,024 a 0,074 mM. La Ki se obtuvo en

forma grafica segin Dixon (Dixon y Webb, 1979).

2.6.3.3. Columna cromatografica de azul de Cibacron

La fracciodn enzimatica concentrada proveniente de Ila

columna de filtracion Sephadex G-100, se sometid a una
cromatografia a través de una columna de azul de
Cibacron-Sepharose CL-4B <1,5 x 065 cm) diluida 1:1 con

Sepharose CL-4B con el objeto de disminuir la capacidad
ligante del colorante por la proteina y permitir asi una mejor
distribuciodn de la enzima en la columna (Comunicacidn personal
del Dr. lan P. Trayer, Universidad de Birmingham, Inglaterra).

La cromatograf fa se efectud6 en camara fria a 8° .La capacidad
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de esta columna de aproximadamente 110 mL de volumen fue cerca
de 600 ¢Jkat  de actividad ATPasica. El amortiguador de
equilibrio de esta columna contenfa succinato de sodio 50 mM
pH 6,0. Antes de cargar la enzima a la columna, se diluyo
entre 4 a 6 veces con agua destilada para disminuir la fuerza
* *

idnica. La muestra retenida en la columna se lavo con el
amortiguador de equilibrio hasta que la absorbancia a 280 nm

f * *
del eluido bajara a 0,005. La actividad enzimatica se eluyo
con un gradiente 1lineal de NaCl entre 0 y 3 M (aproximadamente

300 mL de cada uno). EI flujo de 1la columna fue de 10 mL/h. El

maximo de la actividad apirasica se centra aproximadamente en

1.0 M de NaCl. Las fracciones eluidas que presentaban
*
actividad enzimatica se concentraron por el método de

n

t
ultrafi 1trac ion por Amicon ya mencionado en la cromatografia

en Sephadex 6-100 (seccidén 2.6.2.).

2.7. Determinacion de los parametros cinéticos Km y Vm

Los estudios para determinar 1los valores de Km y Cm de
ATP, ADP 'y Ca se hicieron midiendo el Pi Uliberado por el
me~todo de Ernster descrito en la seccidén 2.5. Los ensayos
enzimaticos se realizaron a 30O en amortiguador MES 100 mM pH
6.0 durante un per Todo en el cual 1la aparicién de producto fue
lineal en el tiempo en todo el rango de concentraciones de

cada uno de los sustratos variables. Cuando el sustrato

variable fue ATP (entre 0,025 y 0,1 mM) o ADP (entre 0,025 vy
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0,3 mM) la concentracién del 1ion calcio se mantuvo constante
en 5 mM. Se determinaron los valores de Km y Om de ATP y ADP
tanto de la apirasa proveniente de S. tuberosum var. Pimpernel
como la de var. Desiree. Por otra parte se determinaron 1los
parametros cinéticos de Ca de la isoenzima proveniente de
var. Desiree, puesto que ya se tenian los correspondientes a
la enzima Pimpernel (Donoso, 1975). Por ladificultad de

descontaminar el medio de ensayo de metales bivalentes, se

1+
pudo determinar solo los parametros cinéticos de Ca
utilizando ADP como sustrato fijo <2,0 mM). La concentracion
de Ca vario entre 0,025 vy 0,3 mM. En este caso ademas de

descontaminar todos los reactivos empleados para el ensayo
enzimatico, amortiguador MES, ADP y BSA (necesaria para diluir
la enzima) por tratamiento con la resina quelante Chelex-100,
se agrego EDTA 0,065 mM para reducir al maximo la actividad
ADPasica basal en ausencia de metal agregado. Por

espec trofotorne tria de absorcién atdédmica se verifico que la

concentracion remanente de Ca era menor de 3 ppm ( 70 A4M
z+ *+
de Ca ); por su parte la concentracidén presente de Mg ,Mn ,
zt
Zn y Co era menor de 0,1 ppm.

El analisis de los resultados cinéticos se hizo a través
de métodos graficos, empleando las transformaciones lineales
de Lineweaver-Burk (Lineweaver y Burk, 1934) o] la de
Hanes-Woolf (Hanes, 1932). Las curvas se ajustaron a los

valores experimentales por medio del método de regresion

lineal y de alli se estimaron los valores de los parametros
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cineticos.

2.8. Determinacion de la constante de asociacion Ca-ADP a pH
6,0

Para la determinacidn de la constante de asociacié%
Ca-ADP se utilizaron dos métodos: a) mediante -filtracion en
columna de Sephadex G-10 y b) por titulacién directa del Ca
liberado mediante un electrodo selectivo para ion calcio

<F2112Ca, Radiorneter).
2.8.1. Filtracién en columna de Sephadex G-10

Se siguio la te"cnica descrita por Hummel y Deyer <1962).
Se equilibro una columna de Sephadex G-10 <1,5 x 46 cm) con
amortiguador MES 100 mM, CaCly 0,125 mM y se aplicaron 1,78
pmoles de ADP. La concentracid6on de <calcio total en cada
fraccion elufda se siguid por espectrofotometrfa de absorciodn

) - i -1
atomica y el ADP total por absorbanci a a 259 nm <é 15.700 M

-1
cm , segun Hulbert, 1957).

Para el calculo de la constante de asociacion se aplico
*
la ecuacidn 3.
<Ca-ADP)
Kas = - <Ec . 3)

(ADP )<Ca )
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La concentraciédn de calcio libre correspondi6 al valor

H 4+
La basal en que se equilibro la columna de Sephadex. La
concentracion de Ca-ADP se calculo por diferencia entre el Ca
tot™l encontrado en las fracciones eluidas que presentaron
absorbanci a a 259 nm y el Ca basal; y finalmente el ADP libre

se determino restandole a la cantidad de ADP total 1la cantidad

de Ca-ADP encontrada en cada punto.

2.8.2. Titulacién con electrodo selectivo para Ca

La calibracion del electrodo de Ca + se efectud en
presencia de MES el levado a pH 6,0 con NaOH) para descontar la
interferencia del Na y el efecto de fuerza id6nica. Para la
calibracién se utilizaron 4 mL de una soluci on amor tiguadora
de MES 100 mM pH 6,0 que contenia BSA 0,01 mg/mL. Ambos
reactivos fueron tratados previamente con Chelex-100. A esta

solucidn se le fueron adicionando al fcuotas crecientes de una

contaminacioén inicial de Ca , aproximadamente <55  /uM,
determinada por espectrofotometria de absorcidén atomica. Los
datos obtenidos se graf icarén como mV en funcion del pCa. La
constante de asociacion Ca-ADP se determind titulando

posteriormente con Ca en presencia de ADP 2,0 mM (también
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tratado con Chelex-100). Los datos experimentales mostraron un
desplazamiento hacia la izquierda en el grafico mU en funciodn
del pCa. La constante de asociacién se calculdé de acuerdo a la
ecuacion 3.
*

La concentracion de Ca-ADP se calculo en cada punto por

diferencia con la curva estandar en ausencia de ADP, es decir
2+ 2.+-

Ca total agregado menos el Ca libre en presencia de ADP
obtenido directamente de la lectura del electrodo selectivo de

calcio. El' ADP libre era 1igual al ADP total agregado menos el

ADP unido a calcio.

2.9. Efecto de cationes bival entes sobre 1la actividad apirasica

Se tomaron las mismas precauciones de tratamiento con la
resina que lante Che 1lex-100 para evitar la contaminacidén con
otros metales bivalentes. Las actividades ATPasica y ADPasica

de ambas isoapi rasas se ensayaron en amortiguador MES 100 mM

2+ 2+ 2+

pH 6,0. Los metales ensayados aparte de Ca fueron Mg ,Mn ,
Co , Zn2\ Cd Sr2+, Nj2\ y Cu”a una concentracidén final
de 2 mM. Todos se agregaron en forma de cloruro. El Pi

liberado se determind” por el método de Ernster (1941) por Ila
interferencia que producian en el método de Fiske y SubbaRow
algunas de las sales coloreadas que se utilizaron. Para
reducir al maximo la actividad enzimadtica basal (en ausencia

de metal agregado) de la apirasa Desiree hubo que adicionar
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2.10. Interaccion de Cr(I11)-ATP con la apirasa

El complejo de coordinacién estable Cr(l111)-ATP se
sintetizo y posteriormente se purificé* en el laboratorio de
acuerdo a la técnica descrita por De Pamphilis y Cleland

<1973).

2.10.1. Sintesis, purificaciéon y cuantifi cae ion de Cr(l1I11)-ATP

Se mezclo en un volumen final de 50 mL, ATP 50 mM vy

CriNQOj 25 mM a pH 3,0. Esta solucién se mantuvo a 80 por 12
min, después de los cuales se enfrid réapidamente a 4° . El
Cr<l11)-ATP se purifico vy concentro por absorciodn en una

columna de Dowex 50W-X8 <H ), de malla 100-200 (1,5 x 18 cm).
La columna se lavo con suficiente agua para eliminar |los
nucleotidos que no reaccionaron. Después se eluyo el
Cr(l111)-ATP con un gradiente de HCIO”™ compuesta de 300 mL de
HC10¢ | 2 M y 300 mL de agua. En cada una de las fracciones
eluidas de la columna se determind la presencia y cantidad de

Cr(111)-ATP midiendo las concentraciones totales de Cr, Pi vy

aden ina.

La cuan tificae i6n de Cr se efectué®™ segln Postmus y Ring,
- sy J+ S+
1955. El método se basa en la conversion del Cr en Cr

(cromato) por oxidacidn con Hjo2 1,57. v/v en NaOH 0,5 M,

0
calentando a 100 por 4 min y enfriando posteriormente con

0

agua a 4 - E 1 cromato producido se cuantifico
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Dublin <1960). Para la determinacidn del Pt se calcino la
muestra agregando 11g<NO¢ al 107. en etanol, después de
enfriar se procedig(a hidrolizar 1los pirofosfatos inorggnicos
formados por la calcinacion, calentando a 1000 por 15 min con
HC1 1 M. Finalmente el Pi se determind por el método de Fiske
y SubbaRow (1925).

El HCIOAN proveniente de la columna se elimind agregando
KHCO3 sol ido hasta alcanzar un pH 3,0. Luego de dejar
equilibrar por 1 h a 4O se filtrésa fin de descartar el KCICi®
insoluble. La solucion de Cr(lIl11)-ATP se conservé”™ a -20

En la fig. 1 se muestra la purificacién del complejo
Cr(l11)-ATP a través de la columna de Dowex 50W-XS <H+). Se
seleccionaron las fracciones que presentaron una relacion de
adeni na:Pt:Crt de 1:3:1 porque correspondian al valor tedrico
del complejo de cromo. Este complejo se obtuvo con un 50X de
rendimiento, valor similar al descrito en la literatura

<DePamphilis y Cleland, 1973).
2.10.2. Identificacion y pureza del Cr(l1I11)-ATP
Se utilizaron diversos criterios para identificar y

establecer 1la pureza del Cr<Il11)-ATP.

a) Cromatografia en papel : Se aplicaron entre 50 a 80 riméles
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Fig. 1: Purificacion de Cr(111)-ATP.

La mezcla de reaccidén proveniente de la incubacién a pH 3,0, 80°
por 12 min de ATP 50 mM y Cr (N0O3)3 25 mM, fue absorbida en una co-
lumna (1,5 x 18 cm) de Dowex 50-x8 (H+), malla 100-200 equilibrada
con agua. El Cr (111) -ATP se eluydé por medio de un gradiente de HCLC>4.
Zn las fracciones eluidas se les determiné la presencia de: adenina por
absorciéon a 260 nm; de fésforo total (P*.) por el método de Ames y Dublin

posteriormente Fiske y SubbRow; de cromo total (Crt) cuantificada es
pectrofotométricamente a 375 nm por su conversidén a cromato.
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de muestra sobre papel Whatman 1, utilizandose ATP como
estandar. Esta cromatograf ia -fue descendente y se efectud a
temperatura ambiente en el siguiente solvente NH” 1 M:acido
isobut irico:EDTA 0,1 M <00:100:6>. Las manchas se detectaron
por luz ultravioleta después de 15 h de corrida a temperatura
amb ien te.
b) Electrofores is en papel: Se realizo mediante una
modificacion del método descrito por DePamphilis y Cleland,
<1973). Se aplicaron entre 50 a 80 rim6les de muestra y ATP y
ADP como nucleotidos estandares sobre tiras de papel Whatman
3MM  de 32 x 9 cm. La corrida se efectud en una camara de
electrofores is Elphor que contenia amortiguador <citrato de
sodio 25 mM pH 3,6. Se aplico un voltaje constante de 290 V
durante 90 min a 4° .Al cabo de este tiempo se detectaron las
manchas con luz ultravioleta.
c) Propiedades espectroscopi cas: Para obtenerlos espectros al
visible del Cr<l11>-ATP y del CXNO~A se realizo”un barrido
entre 340 y ¢50 nm. Ilgualmente se siguieron los espectros al
ultravioleta del Cr<il1)-ATP y del ATP entre 210 y 330 nm.
Todas estas determinaciones se efectuaron en amortiguador
succinato 50 mM pH 6,0.

Se corroboré que el compuesto salido de la columna de
Dowex seleccionado por criterios quimicos, era el complejo
Cr(l111)-ATP porque cumplia ademas con las caracterfsti cas
descritas por estos criterios Tfisicos (UU-VIS, electrofores is

y cromatografia). Esto permitidé también controlar el estado de
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pureza del complejo.

El espectro de absorcién en la zona UO con un maximo a
259 nm no presento cambios s ign i-ficat ivos con respecto al del
ATP C-fig. 2A) . En el espectro de la zona del visible del
Cr(l111)-ATP que se aprecia en la fig. 2B, se encontraron dos
maximos, uno a 430 y otro a 650 nm respectivamente, en cambio
los maximos del nitrato de cromo (sal de la cual se partid)
fueron 415 y 575 nm. Estos resultados espectrales son
coincidentes con los descritos en la literatura por

DePamph ilis y Cleland (1973).

Como no se dispuso de un estandar de Cr(l1l11)-ATP para la

crornatogra-fia y electroforesi s en papel , en ambos casos se
api icaron ATP y ADP como referencias, La cromatograffa
descendente de Cr(lI1I)-ATP en ac ido isobu tfr ico-NH ~ -EDTA

mostro la presencia de una sola mancha que se observo mediante
luz ultravioleta. Los valores de Rf encontrados se presentan
en la tabla ! donde se puede observar también 1la coincidencia
con los datos de la literatura. La mov ilidad electro-foreti ca
del complejo de Cr(llIl) en 1la electroforesis a pH 3,0 esta" de
acuerdo con la carga neta calculada a ese pH (tabla 1).

Debido a que se uso'" en este laboratorio una -fuente de
poder de menor potencia que la empleada en el trabajo de
DePamph ilis y Cleland, los val ores de mov ilidad

electroforetica expresados en cm de migracioén, no son

coinci dentes; pero si, en cambio lo son los <cuocientes entre
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Fig. 2 : Espectros de absorcion de Cr(m)-ATP v Cr (NOj~.

(A) : region UV
(B) : regidn visible.

Los espectros se efectuaron en amortiguador succinato 50 mM
pH 6,0.
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TABLA 1: Analisis cromatografico y electrofordtico de Cr-ATP.

Cromatografia Electroforesis en papel Carga net

Nucleotido en papel3. Movilidad electroforotica a pH 3,6b
RT (cm) (cm x min "M)e

ATP 0,31 6,0C 0,0074 -2,25
ATPb _f 25, 0d 0,0074 2,25
Cr-ATP 0,53 1,3C 0,0016 -0,47
Cr-ATPb 0,54 5,0d 0,0015 =0
ADP 0,40 5,2C 0,0064 -0,63
ADPb 0,48 20,0d 0,0059 -0,63
AMPDb 0,65 5,0d 0,0015 -0,47

aCromatografla descendente en &acido isobutinco-NHM-EDTA.
bDatos de literatura (DePamphilis y Cleland, 1973).
CCondiciones de electroforesis: 90 min a 9 V/cm a pH 3,6
~NCondiciones de electroforesis: 60-75 min a 50 V/cm a pH 3,6.

eExpresado como cuociente entre la migracion (cm x min 1) y la
diferencia de potencial aplicado (V/cm 1).

fDato ausente en el trabajo de DePamphilis y Cleland (1975).
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la migracion electroforetica y la diferencia de potencial

aplicada.

2.10.3. Cr<lI1)-ATP como sustrato e inhibidor competitivo de

las 1isoap irasas

El Cr<l11)-ATP se ensayo en primer lugar como sustrato
de las apirasas Desiree y Pimpernel , real izando el ensayo
enzimatico tipico descrito en la seccidn 2.5. utilizando el
Cr<Il11)-ATP a una concentracion final de 0,6 mM en vez de ATP
o ADP. Este ensayo se probo tanto en presencia como en
ausenc ia de Caxt

Se determind el efecto inhibitor jo del Cr<IIl1)-ATP tanto
para la actividad ATPasica como para la ADPasica, empleando
las mismas condiciones de ensayo descritas en 1la seccién 2.7
(determinacidn de los parametros cinéticos de la apirasa). El
Cr<l11)-ATP se adicionod en concentraciones que fluctuaron

entre 0,06 a 0,28 mM.

Los valores de los paréametros cinéticos Km 'y Om se

obtuvieron por el grafico de los dobles reciprocos de
Li neweaver-Burk. La constante de inhibicidn se obtuvo del
grafico secundario de la pendiente en funcion de la

/ / #
concentracion del inhibidor segun el metodo de Dixon (1953).

2.11. 1Interaccion degafciones bivalentes con la apirasa

La apirasa puede unir metales bivalentes en ausencia de
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sustrato de acuerdo a los resultados obtenidos por medio de
* /
ESR y por la aparicion del fendmeno de histeresis en esta

enzima.
2.11.1. Espectros de resonancia del espin electroénico del
MniH~ON en presencia de apirasa Desiree

Los espectros de ESR del Mn(H¢0>€N se registraron en un
espectrometro Uar ian Y-4502; se mididé la banda X del Mn(H¢0)t
a temperatura ambiente (Basosi y col., 1976). Para obtener |la
curva de calibraciéon se utilizé MnSO™ en un rango entre 0,1 a

10 mM en amortiguador TES 100 mM pH 8,0. Este amortiguador fue

previamente tratado con Chelex-100. De acuerdo a Cohn vy

Townsend (1954), la altura de las seflales corresponde a la
. ) X*

concentracion del ion MniHip)¥*, libre, por lo que se procediod

a promediar la altura (amplitud) de las 6 lineas obtenidas
para cada concentraciéon de Mnd-I"G)N usado. Antes de realizar
el espectro del Mn(HzO)iZ_lir en presencia de apirasa Desiree, se
traté esta enzima con EDTA 0,1 mM en amortiguador TES 100 mM,
el guelante se elimind poster iormente lavando exhaustivamente
con TES 100 mM, <concentrando repetidamente a traves de
membrana de Ami con como se ha descrito anteriormente (seccion
2.6.2.). El espectro del MniH~O)N en presencia de apirasa se
efectud mezclando wuna solucidon de MniH”O)N con esta enzima,

guedando el metal a una concentracién final de 0,495 mM y la

apirasa 0,46 mM. También se registraron los espectros
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resultantes al adicionar ademas CaCI™~ 2,5 y 5,0 mM y EDTA 10

mM .

2.11.2. Fendémeno de histeresis en la apirasa preincubada con
iones metalicos bivalentes

-/ _ _ . X
Una solucion 0,08 mM de api rasa Pimpernel o Desiree se

. / (o4 - -
preincubo a 4 separadamente con cada uno de 1los siguientes

i 2v le¥ 2+ !
metales bivalentes: Ca , Mn , Mg , Co y Zn . La

concentraciodn final de cada uno de estos metales fue 0,25 mM

en amortiguador MES 100 mM pH 6,0. Después de aproximadamente

/ P
1 h se diluyo la enzima con BSA <0,2 mg/mL) y se siguid la

*

cinética de liberacion de Pi por el mgtodo de Ernster y col.
<1950) a partir de ATP y ADP en presencia de Ca 5,0 mM en MES
100 mM pH 6,0 vy a 30U Los sustratos se emplearon a
concentraciones entre 0,025 vy 0,1 mM. La cantidad de Pi se
siguié por el método de Ernster y col. <1950). Como control se
preincubd la enzima con NaCl 0,75 mM <a fuerza idnica

*te

equivalente con respecto a los metales bivalentes) o con Ca

0,25 mM més EDTA 10 mM.

2.11.3. Determinacion de la masa molecular de 1la 1isoenzima

_ i ar
Desiree en presencia de Ca

Esta determinacién se efectud por TFiltracién en gel
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segln Andrews <1964). Se equilibré una columna de Sephadex
G-100 de 1,4 x 50 cm con CaC-lI; 0,25 mM en amortiguador MES
100 mM pH 6,0. Esta columna se calibro con citoeromo c (M.M.
12,5 kDa), quimotripsindégeno <M.M. 24,5 kDa), ovalbumina <M.M.
43,0 kDa) y BSA (M.M. 67,0 kDa). La apirasa se detectd por su
actividad ATPasica y ADPasica y las demas proteinas estandares

por su absorbancia a 280 nm.

2.12. Determinacién del contenido de metales bivalentes en el

tubérculo de S. tuberosum var. Desiree

La determinacion se realizo por analisis de activacion
neutrén ica en la Comision Nacional de Energia Nuclear, gracias
a la gentileza de los Drs. Claudio Silva y Eduardo Cortes.
Como este método determina elementos independientemente de su

) - ) ._S .
estado fisico o quimico, se analizo el contenido total de Ca ,
X+ ar ar
Mg , Mn , Co y 2n en el tubérculo deshidratado y

calcinado. Las muestras (en sextuplicado) de tubérculo pelado

0
se deshidrataron primero a 100 por 24 h y luego se calcinaron
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2.13. Determinacion del contenido de ATP 'y ADP en el

/
tubérculo de S. tuberosum var . Desi ree

La extraccion de los nucleotidos de adenina se realizo

la técnica descrita por Barua y col. <1981).

segun

Alrededor de 5 g de cortes muy delgados de tubérculo
pelado se recibieron en 20 mL de HC1G&, 2,5 N, previamente
enfriado a -10O . La homogeneizacidn se realizo en un

Omni-Mixer <4 veces por 15 s a velocidad maxima), manteniendo
) 0 y .
enfriado a -10 con el proposito
0
del homogeneizado bajo 0 . EI

el vaso sumergido en etanol

de mantener la temperatura

homogeneizado, previo arrastre con 5 mL de HC10H enfriado a O*

se centrifugdé a 27.000 X g por 30 min a 4° . La pella se

extrajo nuevamente con otros 5 mL de HCICI™® y después de una

nueva centrifugacidn en las mismas condiciones recien
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del mismo homogeneizado de tubérculo, una concentracion

conocida de ATP 'y ADP. La recuperacion de los nucleotidos

fluctudo entre 93 y 108X1.

/ / /
Se confirmo ademas la inactivacion completa de la
actividad apirasica que podria alterar los resultados,

ensayando tanto ei sobrenadante ;cido como el neutralizado.

Los nucleotidos se determinaron por métodos enzimgticos
de reacciones acopladas (Lamprecht e Ilvar, 1974 y Jaw wek vy
col., 1974).

El medio de ensayo para la cuantifi cae ion de ATP, en un
volumen final de 1 mL, contenia: amortiguador gl ici 1-gl icina
25 mM pH 7,5; MgCl2 1,0 mM; glucosa 2,0 mM; NADP 0,5 mM;
hexoquinasa 2 U y G-6-P-deshidrogenasa 4 U. Se siguid la
formacion de NADPH a 340 nm (9/ 6.200 M cm"I).

En la determinaciodn de ADP, el medio de ensayo en un
volumen final de 1 mL estaba compuesto de: amortiguador HEPES
50 mM pH 7,5; MgCI~ 1,0 mM;PEP 50 mM; NADH 0,32 mM;

piruvato-qui nasa 2 U vy lactato-deshidrogenasa 7,7 U. Se

determind la desaparicién de NADH a 340 nm.
2.14. Ensayo de la calmodulina

La actividad calmodulinica se sigui6é en Dbase a su
capacidad de estimular la actividad de la fosfodiesterasa que
cataliza la hidrdélisis del AMPc <Uang y Liaisman, 1979). Las

condiciones del ensayo enzimatico fueron las siguientes: AMPc
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1,6 mM; amortiguador Tris-HClI 30 mM pH 8,0; CaCl~ 4 mM; MgC1l2
4 mM 'y 100 pg de fosfod iesterasa de AMPc de corazén de bovino
deficiente de activador <0,08 U> . Después de 20 min a 30° la
reaccioén se de tenfa calentando por 2 min a 100° . ElI AMP
producido se midio por un ensayo enzimatico acoplado a la
desaminaciodn a IMP catalizada por la 5"-adeni lato-desami nasa.
La desaminacion se siguio espectrofotométricamente por el
descenso en la absorbanci a a 265 nm <¢ 8.100 M “lcrm ) (Lee,
1963). Este ensayo acoplado se efectud agregando 0,38 U de
esta desaminasa en amortiguador citrato de sodio 10 mM pH 6,5;

luego de 5 min a 25 la reaccion estaba completa.

2.15. Purificacién de calmodul ina de tubérculo de S. tuberosum

var. Ult imus

2.15.1. Preparacién del extracto, Tfraccionamiento con sulfato

de amonio y tratamiento con calor

Un kilo de tubérculo pelado proveniente de S. tuberosum
var. Ultimus se homogeneizo por 3 veces a maxima velocidad
(durante 30 s cada vez) en una juguera Waring en 2 L de
Tris-HCI 20 mM pH 7,5. Este homogene izado se filtré al vacfo a
través de papel Whatman 4. El filtrado se precipitdo con
sulfato de amonio hasta una saturacidn de un 507.. Este corte

X 0
0-50 se separo por centrifugacion a 17.300 x g por 30 min a 4*

*

luego se resuspendio en 2000 mL del mismo amortiguador de
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extraccion y se sometid a un calentamiento & 100 por 5 min.
Después de un rapido enfriamiento, el material insoluble
producido por el calentamiento se separo por centrifugacién a
17.300 x g durante 30 min a 4-° . El sobrenadante fue
concentrado por liofi lizacion y resuspendido finalmente en 80
mL de agua destilada. Para el posterior ensayo, una alicuota
de esta fraccidon denominada Fr-50, se dial izo contra NaCl 100
mM para disminuir la fuerza 1i06nica que contenfa. Esta resulto
ser una preparacia% estable conservada a -30

El resto de la muestra se dializo contra Tris-HCI 10 mM
pH 7,0 en presencia de CaCl2 0,5 mM (amortiguador de
equilibrio de 1la columna de trifluoperazina-Sepharose). En los
casos que esta fraccion proteica no qued;Asuficientemente

/ /
clara despug; de la dialisis, se centrifugo antes de aplicarla

a la columna de cromatograffa de afinidad.

2.15.2. Cromatograffa en trifluoperazina-Sepharose

Esta columna de cromatograffa de afinidad para
calmodulina se preparo en el Laboratorio, a partir de

trifluoperazi na y Sephardse 4B.
2.15.2.1. Preparacion de trifluoperazina-Sepharose

La trifluoperazina se acoplé a la Sepharése usando el

método del bisoxirano (Sundberg 'y Porath, 1974), segun la



51

secuencia descrita por Charbonneau y Cormier <1979). Se layo
la Sepharose 4B  con agua destilada y se sec6 al vacio. Se
tomaron 45 g de esta resina seca y se procedidé a activarla con
una mezcla de 45 mL de NaOH 0,6 N y 135 mg de NaBH”™ a la que
se le adicionaron 45 mL de bisox irano <eter 1,4-butanodiol
digl icidi lico), este proceso de activacidon se realizdé agitando
lentamente durante S h a temperatura ambiente.

La etapa del acoplamiento consistié en mezclar la
Sepharose activada, previamente lavada con unos 500 mL de agua
destilada, con 6,4 mL de amortiguador NdiCOj 100 mM pH 11 vy
16,2 mg de tri fluoperazi na. Este acoplamiento se realizo
calentando 48 h a 70 <con agitacion lenta. Desde el proceso de
acoplamiento, el pol idextrano se mantuvo cubierto con un papel
de aluminio por la -fotosensibilidad de 1la tr i-fluoperaz ina .
Finalmente se lavo con 100 mL de acetona y 100 mL de etanol,
dejgzdose resuspendida en agua destilada hasta su posterior

utilizac ion .
2.15.2.2. Columna cromatografica de tri fluoperazina-Sepharose

Una al fcuota de 15 mL de la Fr-50 dial izada contra el
amortiguador de equilibrio de la columna de afinidad
<Tris-HCI 10 mM pH 7,0; CaCla 0,5 mM) , se aplico a una columna
de 1,5 x 27 cm de trifluoperazina-Sepharose equilibrada con el
mismo amortiguador recien mencionado. La columna se lavdé con

amortiguador hasta la disminucion de la absorbanci a a 280 nm a
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un valor menor que 0,005. Luego se le agrego6 NaCl 0,5 M al

amortiguador de equilibrio hasta que bajara nuevamente la

absorbaife ia a 280 nm. La calmodul ina fue eluida finalmente con

un pulso de Tris-HCI 10 mM pH 8,0 y EGTA 5 mM. Esta

cromatografia se realizé a temperatura ambiente.

Para caracterizar las fracciones obtenidas de esta
columna, se empled el efecto que producian sobre la

fosfodi esterasa de AMPc Yy la apirasa. Las proteinas de las

fracciones de esta columna se siguieron por la absorbancia a

280 nm. Las tres fracciones que se encontraron con actividad

I P s e . _*x >
bioldgica, se concentraron por liofi lizacion y después de una

dialisis contra NaCl 100 mM (para reducir 1la fuerza 1id6nica) se

. o
mantuvieron congeladas a -30

2.16. Caracterizacioén de la calmodul ina del tubérculo de

S .tuberosum var. Ultimus

La fraccion purificada, obtenida de la columna de
trifluoperazina-Sepharose, act ivadora de la fosfodiesterasa,
se caracterizo en cuanto a:

a) su masa molecular, por electroforesis en acr ilamida en
presencia de SDS (ver seccibn 2.4.2.);

b) su pl, determinado por electroenfoque segun la metddica

descrita en la secciéon 2.4.3.;

c) su efecto estimulador de la fosfodiesterasa de AMPc en



53

presencia Yy ausencia de TFP y EGTA (ver ensayo de calmodulina,

seccion 2.14.);

d) su efecto sobre api rasa, como se describe en la secciodn

siguiente <2.17.).

2.17. Efecto de distintas fracciones proteicas con actividad

reguladora sobre api rasa

Se ensayo el efecto de la calmodul ina y de las
fracciones denominadas activador-a e inhibidora, eluidas de la
columna de TFP-Sepharose sobre las actividades ATPasica vy

. i i i 0
ADPasica de la apirasa. El estudio se efectudé preincubando a O
esta enzima con cada una de estas fracciones proteicas en
presencia de NaCl 100 mM. Como control se preincubdé la apirasa
con BSA a la misma concentracion de proteinas que 1la fraccion
ensayada. En las fracciones eluidas de la columna se determino
la concentraciodn de proteinas por la absorcién a 280 nm; en
cambio, en los exper imentos realizados posteriormente con las
fracciones concentradas se utilizo el me todo de Lowry y col .
(1950). Se tomaron alicuotas de estas mezclas de preincubacion
y se ensayo la actividad apirasica en las condiciones
estandares del ensayo enzimatico descritas en la seccidén 2.5.,

/

cuantifi cando el Pi producido por el método de Fiske y

SubbaRow (1925).
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2.18. Caracterizaciéon de la fraccidn activadora de api rasa

Se estudio el efecto de esta fraccidn sobre ap irasas de

distintas variedades de S. tuberosum y sobre la
fosfodiesterasa de AMPcC, segln los ensayos descritos
recientemente, secciones 2.5. y 2.14., respectivamente.

Para apreciar la homogeneidad de esta fraccién

ac tivadora de apirasa se utilizo tanto la electrofores is en

presencia de SDS (seccidon 2.4.2.) como electroenfoque (seccion
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RESULTADOS

3.1. Purificacidn de la apirasa a partir de tubérculo de S.

tuberosum var. Pimpernel y var, Desi ree

Se describe solo la preparacidn de las api rasas
provenientes de tubérculo de S, tuberosum var Pimpernel vy
Desiree. Del tubérculo de var. Ultimus se han aislado dos

formas enzimaticas que presentan diferencias en el pl y en el
cuociente de hidrélisis ATP/ADP. Estas dos formas enzimati cas
solo se utilizaron para los ensayos con la fraccion activadora

de la apirasa (seccidon 3.?.).

3.1.1. Ruta de purificacion

El esquema de purificacion presentado en las tablas 2 vy
3, resume las etapas seguidas para el aislamiento de las
isoap irasas provenientes del tubérculo de S. tuberosum var.
Pimpernel y var. Desiree. Esta ruta de purificacion ha
resultado ser la mas adecuada para obtener preparaciones
homogéneas y estables de ambas isoapi rasas.

La fig- 3 muestra el perfil de elucidon de proteinas vy
actividad apirasica de la isoenzima Desiree en columna de azul
de Cibacron-Sepharose, que es la ultima etapa de purificacidn.

La <cromatografia de la isoenzima Pimpernel presentd el mismo



TABLA 2

Purificacion de la apirasa de S. tuberosum var. Pimpernel

10 <. (o yoO

aTodos los datos estén referidos a un kilo de tubérculo pelado.

4 \looo»



Fraccién

Extracto
Fraccién
Fraccion
Fraccién

Sephadex

F3G-A-Sepharose

A
B
C
G-100

Purificacion de

Protelna Total3 Actividad Total

(ma) (Jukat)
ATPasa ADPasa

30.000 67,9 65,7
1.730 64,3 49,9
304 47,5 47,9
120 40,7 38,1
9.5 20,2 19,0

0.8 8,8 10,3

TABLA 3

la apirasa de S.

tuberosura var.

Actividad especifica
(pkat x 10~2/mg)

ATPasa

0,21
3,10
15,50
34,00
215,00
1110,0

aTodos los datos estan referidos a un kilo de tubérculo pelado.

ADPasa

0,22
2,80
15,80
31,70
201,70
1210,0

Desirée

Rendimiento

%

ATPasa ADPasa

100
80
70
60
30
13

100
76
73
58
29
16

Purificacion

ATPasa

1,0
14,8
73, 8

161,9
1023,8
5086,0

ADPasa

1,0
12,7
71,8

144 ,0
916,8
5500,0
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Fig. 3: Purificacidn de la apirasa Desirdée en columna de azul de

Cibacron-Sepharose.
La enzima proveniente de una columna de filtracion se aplicd a
de Cibacrén-Sepharose CL-4B (1,5 x 65 cmj dilui
da 1:1 con Sepharose CL-4B, amortiguador de equilibrio succinato de
Na 50 mM pH 6,0; a partir de la flecha comenzé la elucidén con un ara

diente salino de NaCl (seccién 2.6.3.2.).
La fraccién enzimdtica aplicada contenia:

una columna de azul

U Totales (ATPasa) = 30.932 ukat
U Totales (ADPasa) = 30.641 pkat
Proteinas totales = 74 mg.
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patrén de elucidn.

Como se puede apreciar en las tablas 2 y 3, estas
ap irasas provenientes de dos variedades clonales de S.
tuberosum, Pimpernel y Desiree, se purificaron alrededor de
2.000 y 5.000 veces, respectivamente, lograndose preparaciones
enzimaticas con una actividad especffica ATPasica cercana a 11
jjkat/mg de proteinas. En estas tablas se aprecia también que
la diferencia de velocidad mas importante entre ambas
isoenzimas radica en la actividad ADPasica. La enzima Desiree
presenta la misma actividad especffica ATPasica y ADPasica, en
cambio, la api rasa Pimpernel hidroliza el ATP  con una
velocidad alrededor de 12 veces mayor que el ADP, por 1lo que
la actividad especifica ADPasica de la Pimpernel es solo 0,87
/ukat/mg de prote frias.

La fraccion enzimatica obtenida de la columna de azul de
Cibacron-Sepharose <fig. 3) una vez concentrada por
ultrafiltrac ion a traves de membrana de Amicon, resulto ser
muy estable, con un semi per Todo de 52 meses al ser almacenada
a 40 en amortiguador succinato de sodio 50 mM pH 6,0 y NaCl
cercano a 1 M. Esta gran estabilidad se debe probablemente a
su concentracion de protefnas, cercana a 5 mg/mL y a la alta
fuerza ionica presente proveniente del gradiente de NaCl con
que fluyo en 1la ultima etapa de purificacién, entre 0,8 y 1,3

M de NacCl.
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3.1.2. Determinacion de la Ki del azul de Cibacron-Sepharose

para la api rasa

. 4 X ./
La determinaciodn de este parametro cinetico se efectud
con el colorante azul de Cibacron unido a Sepharose, previa

solubi lizacidn de esta matriz como se describe en la seccién

2.6.3.1.

En el recuadro de la +ig. 4 en que se presenta el
gra+ico de Cornish-Bowden <Cornish-Bowden, 1974) se puede
apreciar que el colorante unido coval entemente a Sepharose
resultdo ser un excelente 1inhibidor de tipo competitivo de la
actividad ATPasica de la enzima Desirée. La Ki se calculd por
el método de Dixon (Di xon y Webb, 1979) en que se gra-fica 1l/v

en -funcidén de la concentraciodn del inhibidor <-fig. 4). La

constante de inhibicidén se encuentra directamente en el punto

de Cibacron -fue 20 4 pM, que es muy cercano al de 1la Km del
ATP <véase la seccidén 3.2.). No se realizaron 1los experimentos
para determinar la Ki para la actividad ADPasica de esta
enzima ni tampoco para las actividades hidroliticas de la

apirasa Pimpernel, porque no se consideraron necesarios.



Fiq. 4: Determinacion de Ki del azul de Cibacrén-Sepharose para la apirasa.

Grafico de 1/v (1/U) en Tuncidon de la concentracidén de azul de Cibacroéon-Sepharose (I).
El medio de reaccidén contenia amortiguador MES 100 mM pH 6,0, CaCl2 5 mM. Se utilizaron tres con
centraciones diferentes de ATP.

En el recuadro se presenta el grafico de S/v en funcion de I (Cornish Bowden, 1973).
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3.1.3. Estimacion de la pureza de la enzima

La enzima proveniente de la ultima etapa de purificacion
(azul de Cibacron-Sepharose> a partir de S. tuberosum var.
Desiree o Pimpernel, presento una banda de proteinas por los
tres métodos siguientes: electroforesis en presencia de SDS,
electrofores is a pH 4,5 'y electroenfoque. La banda de
proteinas encontrada, en los dos métodos utilizados <como
criterios de pureza, tenia actividad ATPasica y ADPasica. En
la fig. 5 se observa la fotografia de los respectivos geles de
pol iacri lami da correspondientes a la isoapi rasa Desiree. En la
fig. 0 se presentan los densitogramas de los geles de
pol iacri lami da, Yy en la corrida electroforetica a pH 4,5, se
muestra tamban la actividad enzimatica asociada (ATPasa,
ADPasa).

La técnica de electroenfoque ademas de servir como un
criterio de pureza de estas dos jsoenzimas aisladas, permitio
determinar el pl de ellas-AEn la fig. 7 se puede apreciar el

perfil de pH vy de actividad enzimatica de ambas 1isoapi rasas.

/ ,
El pl de la enzima Pimpernel resulto ser 8,74 - 0,05 y el de la

Desiree 6,691 0,047.

3.2. Caracteristicas cinéticas de las apir-asas Pimpernel vy

Desiree

Para contestar a la primera pregunta abordada en esta
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GAL
FB

BSA

ovo

AC
1T
LA

AB

Polo inferior: ©) &) Q) ™)

Fig. 5 : Fotografia de los geles de poliacrilamida de la apirasa Desi-
rée eluida de la columna de azul de Cibacrén-Sepharose.

(A) Electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de
SDS. a) Estandares de masa molecular:
/A -Galactosidasa (GAL) de M.M. 116,0 kDa.
Fosforilasa B (FB) de M.M. 94,0 kDa.
SeroalbCimina (BSA) de M.M. 67,0 kDa.
OvoalbGmnia (OVO) de M.M. 43,0 kDa.
Anhidrasa carbdénica (AC) de M.M. 30,0 kbDa.
Inhibidor de tripsina (IT) de M.M. 20,0 kDa.
-Lactoalbumina (LA) de M.M. 14,4 kDa.
Azul de bromofenol (AB).
b) Apirasa (Rf 0,48).
(B) Electroforesis en geles de poliacrilamida al 7,5% a ph 4,5

(©) Electroenfoque en geles de poliacrilamida al 10% con anfolitos
de rango de pH entre 3,5 y 10.
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A)
®

©)

6 : Analisis de los geles
dos en la Fig. 5.

Geles de poliacrilamida en
Geles de poliacrilamida en
se muestra las actividades
asociadas.

Electroenfoque de rango de

de poliacrilamida de

presencia de SDS.
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la apirasa mostra-

condiciones nativas a pH 4,5 en que

ATPasica (- e )y

pH entre 3,5 y 10.

la ADPasica (o~ -0)



U/mL ATPasa
pH W

4.0

3.0

2.0

10

pH (B) ATPasa —
ADPasa o—®

Fig. 7 : Electroenfoque en geles de poliacrilamida de
(A Apirasa Pimpernol.
(B) Apirasa Desirée.

Rango de anfolitos pH
asica (*=——°);

las apirasas.

3-10 . Perfil de pH x x j actividad ATP-
actividad ADPéasica (o-— 6). Tiempo de corrida
100 min a 300 V y a 12°.
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tesis respecto a la fufie ion que desempefian los metales
Divalentes en la reaccion catalizada por la apir-asa, se
determinaron los parametros cinéticos Km y Umax para los

If / *
nucleotidos y para el Ca Una comparacidon de los parametros

/
cinéticos permite dilucidar si el verdadero sustrato es el

nucleotido libre o el complejo nucleotido-metal.
3.2.1. Determinacion de los parametros cinéticos Km y Um

La tabla 4 resume los valores de Km y Um de ATP y ADP
para ambas isoenzimas. Segun los valores calculados de
eficiencia catalitica, Um/Km, se puede concluir que el mejor
sustrato para ambas isoenzimas es el ATP, que presenta un
valor de Km tres a cuatro veces menor que el correspondiente
para ADP. En el caso de la Pimpernel, la diferencia en
eficiencia catalitica es aun ma&s notoria, ya que la actividad
ADPasica es 12 veces menor que la actividad ATPasica.

En la tabla 4 se encuentran también los valores de los
parametros cinéticos de Ca para la isoapirasa Desiree,
empleando ADP como sustrato hidrolizable . No fue factible
determinar la Km de este metal bivalente con ATP como sustrato
porque aparentemente los valores se encontraban dentro de los
Iimites de la contaminacion de los metales bivalentes (Ca vy
Mg ). Esta contaminacidn no se logro disminuir a pesar del

tratamiento con Crie fex—i00 d'e toaos ios reactivos usados

(amor tiguador, sustrato y soluciodn de BSA utilizada para



67

TABLA 4; Parametros . . . .,
cinéticos de las apirasas Pimpernel y Desirée.

Variable Fijo Km vm Vm/Km
(mM) (mM) (mM) (Gikat) s"1
Enzima Pimpernel.

1- ATP (0,050-0,15) Ca2+ (5,0) 0,060 20,2 336,0
2- ADP (0,125-0,66) caz2+ (5,0) 0,250 1*7 6,8

Enzima Desirée.

3- ATP (0,025-0,10) Ca2+ (5,0) 0,025 15,5 620,0
4- ADP (0,125-0,66) Ca2+ (5,0) 0,100 14,7 147,0
5- ADP (0,025-0,30)a Ca2+ (2,0) 0,065 9,1 136.0
6- Ca2+ (0,025-0,30)a ADP (2,0) 0,062 8,7 134.0
7- Ca-ADP (0,0137-0,160)° 0,037C 8,9° 240,5

Enzima utilizada proviene de una preparacion enzimatica distinta a
la de los experimentos 3 y 4.

b
Concentraciones calculadas a partir del valor de la Kas igual a 638

M 1 (seccidon 3.2.2)

c
Estos valores se calcularon a partir de las concentraciones calcula

das del complejo Ca-ADP y de los promedios de las velocidades obte-

nidas de los experimentos 5 y 6.
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diluir la enzima). Tampoco se obtuvo una buena
reproducibi lidad experimental al agregar EDTA para quelar los

con tam inan tes.

En la fig. 8 se presenta el gréafico de Hanes-Wool f al
variar el ADP o el Ca , manteniendo constante uno de ellos
X+

con respecto al otro. Se puede apreciar que tanto para Ca

como para ADP, 1los valores de los parametros cinéticos son muy
_ Y -

semejantes (vease nuevamente la tabla 4, experimentos 5 y 6).

Estos resultados sugieren que al igual gque en todas las
_ ./ - ]

reacciones enzimaticas en que participan los nucleotidos de

adenina, el verdadero sustrato seria el complejo

nucleot ido-me tal.

- = \

3.2.2. Determinacién de la constante de asociacién Ca-ADP a pH

Con el propgsito de conocer la concentracign real del
complejo Ca-ADP presenti n los experimentos cinéticos recien
mencionados, se determino la constante de asociaciéon de este
complejo por el mgfodo de filtracidén en gel y por el mgtodo de
titulacion directa con un electrodo selectivo para Ca*+

La fig. 9 muestra el perfil de elucidon de la columna de
Sephadex G-10 en que se fue midiendo la concentracién de ADP

total a 259 nm, y a la vez la concentracion de Ca total por

espectrofotometria de absorciodn atomica. Los maximos
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[S], MM

8 : Grafico de Hanes-Woolf para la determinacién de los para
metros cinéticos de ADP y Ca~+ de la enzima Desirée.

El medio de reacci6n contenia amortiguador MES 100 mM pH 6,0
EDTA 0,065 mil; ADP y Ca2+ variables.
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Cat(imM)° o == ADPt(mM)

Fig. 9 :Determinaci6n de la constante de asociacion Ca-ADP mediante
filtracion en Sephadex G-10.

Se aplicaron 1,78 jam6les de ADP a una columna de Sephadex G-10
(1,5 x 46 cm) equilibrada con amortiguador MES 100 mM pH 6,0; CaCl,,
0,125 mM. La concentracién total de calcio se determiné por espec-
trofotometrla de absorcion atdémica y la de ADP por su absorciéon a
259 nm.
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coinci den tes en los perfiles de eluciodn de calcio 'y ADP
totales corresponden a la presencia del complejo Ca-ADP. A
partir del promedio de 1los valores obtenidos de las diversas
fracciones <colectadas de la columna presentada en la fig. 9 se
encontré que la constante de asociacién era 643 i 95 M*1 .

Con el fin de corroborar este resultado obtenido por el
me todo de filtraciodn en gel, se utilizo ademas la titulacion
directa de Ca mediante o un electrodo selectivo para este
metal. En la fig. 10 se puede apreciar que hubo 1ljnearidad en
la curva de calibracién del electrodo entre valores de pCa de
4,5 'y 2,9 a pH 6,0. Al adicionar ADP 2,0 mM disminuyo la
concentraciodn de calcio libre, indicando la formacién del
complejo Ca-ADP. La linearidad de estd curva obtenida en
presencia de ADP se modifico con respecto a la calibraciédn
anterior entre pCa de 4,2 y 2,6. Se promedid la constante de
equilibrio calculada para cada punto de esta curva de
titulaci6%, obteniéndose un valor de 626 i 76 M4kvease tabla
5). El' valor promedio de cuatro experimentos de titulacidon fue
633t 73 M"1 .

Para el calculo de 1la concentracion del complejo Ca-ADP
en los experimentos cinéticos para la determinacion de Um y Km
(seccidn 3.2.1.) se utilizo una constante de asociacion para
este complejo de 638 M gqgue se obtuvo del promedio de los
valores calculados a partir de las dos metdédicas descritas. En
la tabla 6 se presentan las correspondientes concentraciones

reales del complejo Ca-ADP para cada uno de los experimentos
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-ig. 10 i Titulacion del Ca2+ libre seguido por medio de un electro-
do selectivo para Ca2+.

Curva (A): curva de calibracion del electrodo en amortiguador MES
100 mM pH 6,0; BSA 0,01 mg/mL 0,01 mg.

Curva (B) ; titulacion en presencia de ADP 2 mM en las mismas cond_i
ciones que curva A.



73

— la = DetermlnaciSn de la constante de asociacién Ca-ADP por
titulacion con electrodo para Ca+”.

titulacién con el electrodo para Ca+”

-a agreg. pca Lect. pCala Cat ADPCa ADPtb ADPA Kas
n electro. mM - mM mM mM mM-
mv

0,0714 4,146 73,44 4,510  0,0309 0,0405 1,864 1,824 0,719
0,091 4,041 76,55 4,394 0,0404 0,0506 1,859 1,808 0,693
0,127 3,896 80,83 4,234 0,0584 0,0686 1,855 1,786 0.758
0,164 3,785 85,00 4,078 0,0835 0,0805 1,850 1,770 0,545
0,200 3,699 86,66 4,016 0,0963 “0,1037 1,840 1,742 0,618
0,443 3,354 96,86 3,636 0,2312 0,212 1,841 1,629 0,563
0,684 3,165 102,44 3,428 0,3740 0,310 1,837 1,527 0,543
0,925 3,034 106,30 3,283 0,5210 0,404 1,832 1,528 0,507
1,164 2,934 109,30 3,173 0,6720 0,492 1,828 1,336 0,548
1,400 2,853 111,67 3,083 0,8250 0,575 1,824 1,249 0,561
1,639 2,785 113,56 3,013 0,9720 0,667 1,819 1,152 0,596
1,875 2,727 115,40 2,944 1,1370 0,738 1,815 1,077 0,603
2,110 2,676 116,90 2,888 1,2940 0,816 1,811 0,995 0,634
2,340 2,631 118,20 2,839 1,4500 0,890 1,806 0,916 0,670
2,576 2,590 119,40 2,793 1,6100 0,966 1,802 0,836 0,717
2,808 2,550 120,62 2,749 1,7820 1,026 1,798 0,772 0,745
Promedio de los valores de Kas = 626 + 76 M-1

pCa® = logaritmo negativo de la concentracién de Ca libre

bADPt = concentracién de ADP total

InAu:)j/\

concentraciéon de ADP libre
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TABLA 6 ; Concentraciones de Ca-ADP calculadas a partir de la constante
de asociacion de este complejo.

Concentraciodn Concentracion Porcentaje de Ca-ADI
de ADP o Caz2+ de Ca-ADP ca.l formado a partir de
agregado culada -, ADP vy Ca2+ agregado

(mm) - (M)

0,025 0,0140 56,4

0,05 0,0279 55,8

o FO 0,0550 55,0

0,20 0,1090 54,5

0,30 0,1600 53,0

$

Considerado un valor de 638 M 1 para la constante de asociacién Ca-ADP
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en que se varidé la concentracidén de ADP y Ca . Como se puede
ver la cantidad de Ca-ADP -formado correspondia entre un 53 y
56,4/ de las concentraciones iniciales de nucleotido o metal.
En el grafico de Hanes-Wool f de la fig. 11, 1la abscisa
representa las concentraciones reales del complejo Ca-ADP y la
ordenada FI cuociente S/v. Estas velocidades son un promedio
de los experimentos graficados en la fig.8. ElI valor de Km
obtenido del graf ico de la fig. 11, en que se considero el
complejo Ca-ADP como el verdadero sustrato de Ula api rasa,

disminuy6 en 40/ como se aprecia en la tabla 4, numero 7.

3.2.3. Efecto de iones metalicos bivalentes sobre la actividad

apirasica

Las tablas 7 y 8 muestran gue no es muy estricta la
especificidad de las isoap irasas en cuanto a metales

bivalentes en la hidrolisis enzimatica de nucleosidos di vy

trifosfatos. Las actividades hidroliticas de la isoenzima
Pimpernel fueron menores a un 10/ en ausencia de metal
agregado; en cambio, la apirasa Desi ree presento actividades
enzimati cas residuales mas altas que solo se pudieron
disminuir adicionando EDTA. La interpretacion mas simple de

este hecho es que la Km para el metal en las reacciones
catal izadas por la enzima Desi ree estaria cercana a la
concentracion de los metales contaminantes después del

tratamiento con Chelex-100.



[Ca-ADFL b

?i1g. 11: Grafico de Hanes-Woolf para la determinacion de los para-
metros cinéticos del complejo Ca-ADP.

Se graficaron los valores de las concentraciones reales del com
piejo Ca-ADP provenientes del experimento presentado en la Fig. 8.
-as velocidades graficadas son el producto del valor promedio de los
resultados obtenidos al variar ADP y al variar Ca2+ (véase fig. 8).
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TABLA 7 ; Efecto de cationes bivalentes sobre las actividades enzimati-

cas de la apirasa Pimpernel.

Metal ATPasa ADPasa ATPasa/ADPasa ATPasa ADPasa
2 mMm) pkat Jukat % %

Caz+ 33,6 2,8 12,0 100 100
Mn2+ 28,5 4,8 5,9 84 171
Cd2+ 24,0 3,8 6,3 71 136
«92+ 18,9 1,8 10,5 56 64
Co2+ 16,3 1,7 9,6 49 61
Zn2+ 12,3 1,4 8,8 37 50
Sr2+ 9,6 0,7 Uu.7 29 25
m 2+ 6,5 0,7 9.3 19 25
Cu2+ 3,4 0,6 5,7 10 21
- - 2,3 0,09 25,6 7 3

Amortiguador usado: MES 100 mM pH 6,0.
Sustrato ATP y ADP : 2 mM.
Tiempo de ensayo : entre 3 y 15 min dependiendo del metal agregado.

El Pi liberado se detectd por el método de Ernster y col. (1950).
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TABLA 8 : Efecto de cationes bivalentes sobre las actividades enziméa-
ticas de la apirasa Desirée.

Metal ATPasa ADPasa ATPasa/ADPasa ATPasa ADPasa
2 mM) pkat pkat % %
Ca2+ 9,3 9,2 1,0 100 100
Mn2+ 11,3 8,9 1,3 121 97
Ccd2+ 11,6 8,3 1,4 125 90
Mg2+ 7,9 6,7 1,2 85 73
Co2+ 7,9 8,0 1,0 85 87
Zn2+ 6,7 9,5 0,7 72 103
Sr2+ 4,2 , 1,3 45 35
ni2+ 2,6 3,5 o,V 28 38
Cu2+ 2,2 3,3 0,7 27 36
—— 2,5 , 1,7 27 16

Amortiguador usado : MES 100 mM pH 6,0

Sustratos ATP y ADP : 2 mM.

Tiempo de ensayo : entre 5 y 15 min dependiendo del metal agregado.
El Pi liberado se detectd por método de Ernster y col (1950).
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En las tablas 7 y 8 se encuentran ademas estos mismos
valores de velocidad de hidrol isis referidos porcentualmente a

- N v , i€
la velocidad en presencia de Ca ; aunque no siempre resulto

ser el ca’” el metal mas efectivo. Los metales Ca , Mn** y
Cden diferentes casos fueron 1los mejores activadores de las
velocidades de ambas enzimas. Este mismo hecho produjo una
variacion significativa de los cuocientes hidrol iticos
(ATPasa/ADPasa) de estas enzimas <tablas 7 -y 8).

En la apirasa Pimpernel, estos cuocientes variaron entre
12 'y 5,7 y en la apirasa Desiree la fluctuacion fue entre
1,0 y 0,7 . Los mismos metales no siempre modificaron en igual
sentido estos cuocientes hidrol\ticos en ambas 1isoenzimas, por

* x*

ejemplo Mn y Cd

3.3. Interaccién de Cr<ll1>-ATP- con la apirasa

El complejo nucleotido-metal al interactuar con la
enzima lo puede hacer a través de la cadena pirofosforica y/o
por algun ligando del metal . Para dar alguna 1luz en este
aspecto se utilizo un complejo inerte de cromo <IlII>, el
complejo Cr<ll11>-ATP, descrito por DePamphilis 'y Cleland

<1973).

De acuerdo a datos de la literatura el analogo de ATP,
Cr<l11)-ATP es 1inhibidor competitivo cuando la interaccidén con
la enzima se efectla a través de los oxigenos de la cadena

pirofosfor ica (Janson y Cleland, 1973; Dannenberg y Clelandj

1975; Sperow y Butler 1978).
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3.3.1. Cr(l1l11)-ATP como sustrato e inhibidor competitivo de

las 1isoap irasas

Al incubar las distintas api rasas con el comple jo
Cr<Il1l1)-ATP en presencia o ausencia de Ca no se observo
Iiberacigh de Pi (medido por el método de Ernster). Pero en
cambio resulto ser excelente inhibidor, competitivo de la
hidrolisis de los sustratos Ca-ATP y Ca-ADP para ambas
isoenzimas. En las figuras 12A 'y 12B estan gra-ficados los
valores reciprocos de las velocidades de hidrdlisis y de las
respectivas concentraciones de los sustratos en ausencia y en
presencia de dos concentraciones de Cr(lI1)-ATP,
exclusivamente para la isoe.nzima Pimpe~rnel. En los recuadros
de la fig. 12 se presentan los graficos secundarios de |los
valores de la interseccidn y de la pendiente en funcidn de la
concentracion del Cr(111)-ATP. Estas regrafi cae iones
permitieron comprobar que la inhibiciény era de tipo
competitivo vy ademaé, por la linear idad del ngfico de la
pendiente en funcidon del inhibidor, se puede decir que existe
un solo tipo de sitio de union con la enzima.

Las constantes de inhibicidn de Cr(l1I11)-ATP de las
actividades enzimaticas de ambas isoapi rasas junto con las Km
de los sustratos ATP y ADP se encuentran en la tabla 9. Si se

comparan los valores de Ki de este analogo de sustrato de

ambas isoapi rasas, se puede estimar que el Cr(I11)-ATP se une
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Fig. 12 : Grafico de Lineweaver-Burk para la determinacién de la
Ki del Cr(lI11)-ATP.

ElI medio de reaccion contenia amortiguador MES 100 mM pH 6,0;
CaCl2 5 mM y 60 ng de apirasa Pimpernel.

(A) ; actividad ATPasica
(B) : actividad ADPasica

En el recuadro se presenta el grafico secundario de los valo-
res respectivos de la interseccién y de la pendiente obtenidos al
trabajar a distintas concentraciones de I (Cr(lii)-ATP).
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-abla 9 : Inhibicidon por Cr(l111)-ATP de 1la hidrélisis de ATP y ADP

catalizada por las apirasas Pimpernel y Desirée.

Actividad enzimitica Km Ki Cr (111)-ATP
e (i)

Apirasa Pimpernel

ATPasa 0, 05 0,33
ADPasa 0,17 0,12

Apirasa Desirée

ATPasa - 0,03 0,02
ADPasa S} o o4

Ensayo enzimatico realizado en amortiguador MES 100 mM pH 6,0, en
presencia de CaC” 5,0 mM. El sustrato ATP se varid6 entre 0,025 y 0,1
aM y el sustrato ADP fluctud entre 0,125 y 0,5 mM. La concentracion de
3r(m)-ATP empleada fue entre 0,06 y 0,28 mM. La reaccid6n se detuvo a
los 4 min con molibdato de amonio en medio acido y el Pi liberado se

extrajo en isobutanol-benceno segin el método de Ernster.



&3

con mayor afinidad a la isoenzima Desi ree <tabla 9).

3.4. Interaccidén de cationes bivalentes con la apirasa

El esquema de coordinacidn api rasa:sustrato:metal
sugerido a través de datos <cinéticos (secciones 3.2.2. vy

3.3.1. ) se trato de confirmar por espectroscopia de resonancia

del espin electrénico <ESR>.

3.4.1. Espectros de resonancia del espfn electrénico del

Mnd-170)N en presencia de apirasa Desiree

Como se describid en la seccion 3.2.3. ambas api rasas

) ) B ) Z-e zx= N )
requieren indistintamente Ca 0 Mn como activadores de la

hidrolisis de los nucleotidos. Por esta razon se aprovecharon

n

It

las pro%iedades paramagneticas del Mn<H”0>¢ , el cual se uso

en reemplazo del Caz+ . Estos experimentos se hicieron solo
con la enzima Desiree porque se dispuso de una preparacion
homoggnea en cantidades suficientes de esta enzima.

El espectro de ESR del MniH”MNO)N aparece en la fig 13A
mostrando el sexteto tipico de este metal hexahidratado. En la
fig. 13C, se observa la curva de calibracion obtenida al
graficar el promedio de las amplitudes (en cm) de las 6
sefiales del MniHNO)N referidas a un mismo nivel de sefal del

/ / y ]
instrumento, en Ffuncion de la concentracién del catién (Cohn y

Towsend, 1954). La preparacion de apirasa Desiree (0,46 mM) no



(B)

liqg. 13: Espectroscopia de resonancia del espin electrénico del
Mn(H20)2+.

Los espectros se efectuaron en amortiguador TES 100 mM a una tempe”
ratura de 27 + 2°y con una modulacion de amplitud del instrumento de 80.

A) Espectro correspondiente a una solcuidén a 2,5 mM de Mn(HZO)’\+ . Nivel

_ de sefial: 1000; 2+

IG5) Espectro correspondiente a una solucidén de Mn(H20)g 0,495 mM en pr£
sencia de apirasa 0,46 mM. Nivel de sefal: 3200. 2+

mC) Curva de calibracion del espectro de ESR de la banda del Mn(H20)g
(Véase seccid6n 2.11.1). El nivel de sefal fue variable segun la
concentracion del metal paramagnético.
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presento ninguna sefial a lo largo del barrido de campo

magnético efectuado entre 2000 y 3750 gauss. En la fig. 13B se

observa que la adicidn de api rasa Desi ree a una solucion de

Mn<Hi 0)¢ produjo una transicién a campo bajo, evidenciada por
-

- Y ) . .
la aparicidn de una nueva sefial a la 1izquierda del sexteto, Yy

una disminucidn de la altura de las seis lineas del Mn<Hz0)E

AYd
libre. Interpolando esta nueva amplitud de seflal de las 6
] ~ N
2 - - 7 z
lineas en la curva de calibracion del MndH”A"O0)”~ , se encontrd

que la concentracidn remanente de Mn<Ha 0)¢ libre estaria
disminuida en un 72/, lo que permitidé suponer 1la presencia de
un complejo binario apirasa-Mn. Debido a que no se dispuso de
suficiente cantidad de enzima, no .se pudo efectuar una
titulacié% para conocer la estequionmty{s de este complejo. No
obstante se calculo un valor aproximado de la constante de
asociacion a partir de estos espectros (obtenidos en
triplicado), encontrandose un valor de 25.000 M , lo que

equivale a una constante de disociacién cercana a 40 M . Por

este resultado se puede decir que la apirasa se uniria al

Mn(HA 0O)» , en ausencia de sustrato. La adicién de EDTA al
complejo binario spirasa-Mn, hizo desaparecer el sexteto
, a+ X o i
tipico del MniH”~ON y también la transicion a campo bajo,
reflejo del complejo apirasa-Mn. No se observo cambio en el

Z-t
espectro de 1la enzima-Mn al anfadir CaCl”™ entre 2,5 y 5,0 mM;
ademas al invertir el orden de adicidén de los cationes, es

. T , , 2+
decir, equilibrar primero la apirasa con Ca y luego agregar

it Yy n
MNnTHA”O) se repitid nuevamente 1la transicidén a campo bajo.
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X+
estos resultados indicarTan que el Ca tal vez no Inter-acciona

con la enzima, o0 bien se unirfa a un sitio distinto al cual o
r Ko

litr 14 e’ iH™~O0)f ; o si ambos se unieran al mismo sitio, el

Mn tendria mayor afinidad por la enzima que el Ca

3.4.2,. Fenémeno de histeresis en la apirasa preincubada con

iones metadlicos bivalentes

La apirasa Desirée homogénea pre incubada con Mn (H”O ,
presento una cinética alterada de liberaciodn de Pi al ser
ensayada con ATP o con ADF" a concentraciones inferiores de
saturacion por sustrato (alrededor de Km) . Esta alteracidn

»
consistio en un periodo de retardo en la liberacién del
\

producto como  se puede apreciar en la fig. 14A. En la misma

figura se muestra la cinética de la enzima Desirée no tratada

con Mn(H AO)t (fig. 14B) y que en su reemplazo se prei ncubo
, xF

con NaCl 0 con IIn(HxC)t en presencia de EDTA 10 mM. Frieden

(1970) introdujo el concepto de histeresis en enzimologia;

segln su definicidén las enzimas histeret icas son aquellas que
presentan un perTodo de retardo en la liberacion de productos.

Este mismo autor interpreta este fendmeno enzimologico como

consecuencia de 1lo siguiente:

a) Cambios en el estado de agregaciéon de la enzima.

b> Desplazamiento de un ligando fuertemente unido a la enzima,

c) Procesos de 1isomerizacién de los complejos catalTticos.
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Fig. 14: Cinética de hidrélisis de ATP y ADP catalizada por la isoapira-
sa Desirée preincubada con Mn(H20)g+ o con Na+.
-H 6,0.

La preincubacidén se realizé en ambos casos en amortiguador MES 100 mM

(A Preincubacidén con Mn(HzO)3+ 0,25 mM.

2+
3) Preincubacion con Na+ 0,75 mM o bien con Ca“
EDTA 10 mM.

0,25 mM en presencia de
Al

cabo de una hora a 40 se diluyé con BSA (0,2 mg/mL) y se siguié la
cinética de liberacion de Pi a partir de ATP y de ADP respectivamente.

El medio de ensayo enzimatico contenia ATP o ADP 0,05 mM;

amortiguador MES 100 mM pH 6,0.

CaCl2 5 mM;
El Pi
todo de Ernster y col*(1950).

liberado se cuantificd por el mé-
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Después que se encontrdo"’ el -fen6meno de histeresis,
provocado por MnCH”0)” en 1la api rasa Desiree, se probo si los
siguientes metales bivalentes como Ca, Mg, Co, y Zn también
producian el fenomeno aludido, tanto en 1la 1isoapi rasa Desiree
como en la Pimpernel. Ambas 1isoenzimas preincubadas con Cal*,
n9 ,  Mn , Co y Zn mostraron aparicion del fendmeno de
histeresis en las actividades enzimaticas ATPa®"sica y ADPasica.
La figura 15 muestra las curvas de progreso de hidrolisis solo

de la isoenzima Desiree preincubada con diferentes metales

Desiree en presencia de Ca

Se estudio la posibilidad de que el fendmeno histeretico
en la apirasa se debiera a cambios en su estado de agregaciodn
molecular, como ha indicado Frieden, cuando esta enzima se

encontraba en presencia de metales bivalentes y en ausencia de



89

ATPasa * *

min min

-moles Pi

Fig. 15: Cinética de hidrolisis de ATP y ADP catalizada por |la
isoapirasa Desirde preincubada con cationes bivalentes.

Se utilizaron las mismas condiciones de preincubacidén y pos-
terior ensayo enzimatico descritas en la Fig. 14.

(A) Preincubacidén con Ca”+ (B) Preincubacién con Mg~+; (C) Prein-
cubacién con Co”+ y (d) Preincubacién con Zn
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TABLA 10 : Periodo de retardo presentado por la enzima Desirée
preincubada con distintos Cationes.

M2+ Preincubaciodn £a
(0,25 mM) ATPasa ADPasa
(seg) (se9)

Caz2+ 18 12

Mg 2+ 21 30

Mn2+ 42 42

Co2+ 51 21

Zn2+ 15 # 9

$
a

N = periodo de retardo se define como la extrapolacidon al eje de

abscisa de la parte lineal de la curva, es decir Producto
(Frieden, 1970).

0

la
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sustrato. Se determino la masa molecular de 1la api rasa, en
condiciones en que se ha observado la histeresis <pH,
temperatura y presencia del ion calcio, en ausencia de

nucleoti dos), mediante filtracidn en una columna de Sephadex
G-l1au. En la fig. 16 se muestran 1los volumenes de elucidn de
l«<s distintas protefnas estdndares en funcidn del logaritmo de
la respectiva masa molecular (Andrews, 1964). Por el volumen
de elucidn de la api rasa Desiree detectada por su actividad
enzimatica, se pudo estimar una masa molecular de 47,8 kbDa,
valor semejante al obtenido con anterioridad <49 kDa) por el
mismo método, pero en ausencia de Ca*”~<Kelllun y col., 1982).

consecuencia, la histeresis no -seri"a producto de la

agregacion de la enzima.

9*4_4. Factores que anulan 1la histeresis

Una vez descartada la agregacion molecular de 1la apirasa
como causal de 1la histeresis, se enfocaron los estudios hacia
otra de las interpretaciones qgue da Frieden (1970) sobre la
aparicion de este fendmeno. Segiun este autor, el per Todo de
retardo cinético podrfa deberse a desplazamiento de una forma
enzimatica inactiva a wuna forma activa por accion de un
ligando. En este caso la forma 1inactiva de la apirasa estar fa

por la ap irasa-metal , la cual se reactivaria por
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el sustrato (complejo Ca-ATP o Ca-ADP). Esta forma activa de
enzima podrfa o no tener unido aun el metal bivalente. EI
tiempo de retardo de aparicion de producto de la enzima
previamente equilibrada con ion calcio es Tfuncidn de la
concentracion de sustrato, como se observa en las figuras 17A
y 17B. Este factor deja de ser observable a concentraciones de
ATP superiores a 0,1 mM (sobre cuatro veces Km).

Otro apoyo experimental de que el sustrato (nucleotido
metal) suprime la histeresis se encontré cuando se protegid6 Ila
enzima con seudo-sustratos que a la vez son 1inhibidores, como
el adenos fn-5" (@ ,M-me tilen)-tr ifosfato (AMP-PCP) (Del Campo y
col., 1977) y Cr(111)-ATP (fig. 18). La histeresis también se
anula al que lar el Mn(H¢O)%tcon EDTA como se mostro en la fig.
14. (

La interaccidn entre la enzima y estos metales
bivalentes que provocan el fenéheno de histgresis, el cual se
visualiza a bajas concentraciones de sustratos, no es abolido
por dilucidn de la enzima (1000 veces) en BSA 0,02/ ni por

didlisis exhaustiva en NaCl 100 mM (tratado con Chelex-100).

3.4.5. Calculo de la constante de velocidad aparente para

alcanzar el regimen estacionario del complejo apirasa-Ca

, N
Por los resultados experimentales de ESR y cinéeticos se
puede suponer que la causal de histeresis que presenta la

api rasa serfa un cambio conformaci onal de la enzima a una



: Efecto de la concentracién del sustrato-metal sobre el
tiempo de retardo de la apirasa Desirbée preincubada con

Las condiciones de preincubacion
tiguador MES 100 mM pH 6,0; Ca2+ 0,25
‘es de sustrato.

IA) ATP vario6o entre 25 y 100 ¢iM.
3) ADP varidé entre 25 y 67 /ul.
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18 : Anulacidén de la histéresis por analogos de sustratos.

-\
-
«Q

La apirasa Desirée se preincub6 a 40 por una hr en MES 100
—W. con Mn2+ 0,25 mM previa adicidon de :(A) Cr(111)-ATP (0,225 mM).
(B) AMP-PCP (0,25 mM).

Después de diluir en BSA (0,2 mg/mL) se siguid la cinética
-e liberacién de Pi a partir de ATP 0,05 mM en amortiguador MES
| 100 mM pH 6,0; CaCl2 5 mM.
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mforma menos activa o inactiva al unirse el metal bivalente en

forma reversible a la enzima. Esta forma enzimatica volver Ta a

la conformacion activa por un desplazamiento directo del
i*

compfejo La -nucleotido (verdadero sustrato de la enzima)

como se representa en el esquema presentado a continuacion

El aumento de la velocidad de la reaccion depende del
tiempo que se demora el metal (inhibidor) en liberarse de Ila
superficie de la enzima (Frieden, 1970).

Hatfield y col. (1970) presentan dos modelos cinéticos
que permiten explicar el periodo de retardo caracteristico de
la reaccidn catalizada por la desaminasa de la treonina. A)
Modelo de equilibrio espontéaneo; involucra dos formas
enzimaticas, una activa 'y la otra inactiva que estan en
equilibrio rapido en ausencia de ligandos, la uniodn
preferencial de un ligando efector (activador o inhibidor)

produce un desplazamiento rapido del equilibrio. B) ElI otro
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modelo, que presenta una induccion por ligando, implica la
participacion directa de un ligando en la transicion

enzimatica, etapa que es lenta en ausencia de ligando.

Modelo A: FI <--=r> (F~E) A ES - 5 >P
Modelo B: Fl <F 1S —>ESI )==rE5- - >P
K-1 k-5 \
W-uVv E-"
F = forma enzimatica 1inactiva o menos activa (ap irasa-metal)
E = forma enzimatica activa

I = inhibidor (metal bivalente)

S = sustrato (Ca-ATP o Ca-ADF®)

_—Eel»
k = constantes cinéticas -
De acuerdo a Hatfjeld- y col. i1970) la ecuacion que

relaciona la cantidad de producto en el tiempo en cualquiera
de estos modelos tiene la siguiente forma general:
-k dpt
P = v~ t-v/N <l-e >/kap <Ec. 4)

P = producto
t = tiempo
wy= velocidad a tiempo largo
kap = constante de velocidad aparante para alcanzar el

régimen estacionario. Esta constante refleja Ila

primera parte de la curva de producto en el tiempo

que tiene una cinética de tipo exponencial.

La ecuacidon 4 indica que la cantidad de producto formado

es la diferencia entre dos cantidades: el producto que se
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valor maximo (v~r/kap).

La constante presente en el termino exponencial presenta
una dependencia distinta de las concentraciones del sustrato y
del inhibidor segun de cual de los dos modelos se trate. En la
tabla 11 aparecen 1los valores de kap calculados de las curvas
de progreso a diferentes concentraciones de sustrato (Fig.
17). De los dos modelos generales propuestos por Hatfield vy
col _, (1970) el segundo de ellos, que presenta una 1induccidn
por el sustrato, predice una dependencia lineal de la kap con
respecto a la concentrac i6n de sustrato (Ca-ATP o Ca-ADP) vy a

su vez es independiente de la concentracidn del inhibidor
2+
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TABLA 11 : Valores de la interseccion en la ordenada con la curva de
progreso a diferentes concentraciones de ATP y ADP.

Sustrato Interseccion v Kap
mM en eje "9 pkat s-1
/ Kap
*
ATPa
0,025 2,07 901 435
0,033 1,82 1101 605
0,050 1,54 1270 824,7
0,067 % 5 1526 1230,6
0,100 0,801 .1652 2065,0
ADPb
0,025 0,907 374,9 413,3
0,033 0,802 451,4 562,8
0,050 0,698 532,4 762,8

"'Se toma el médulo de la interseccidn.
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las formas enziméaticas a las que estan unidos tanto el

sustrato como el inhibidor (especies entre paréntesis en el

modelo B). Sin embargo, si las velocidades de 1isomerizacion

son cinéticamente significativas, la dependencia de la kap con

respecto a la concentracion de sustrato obedece a una ecuaciodn

semejante. Por lo tanto no se puede discriminar entre ellas.

En la fig. 19 se encuentran graficados los valores de

kap en Ffuncidn directa de las concentraciones de ATP y ADP

usadas en dos series de ensayos enzijmati eos de la enzima

1+

preincubada con Ca . En ambos casos se observa una refacion

lineal entre la concentracién del sustrato y la kap,

como lo

predice el modelo. Dentro del error experimental se puede
>»

concluir que los valores de kap, en ausencia de sustrato

(Ca-nucleoti do) no son significativos.

No se efectud ningun estudio para corroborar que este

modelo se ajusta al del complejo apirasa-Ca en relacion a si

existe o] no dependencia de la concentracion del metal

inhibf dor.

3.5. Determinacioén del contenido de metales bivalentes en el

*

tubérculo de S. tuberosum var. Desi ree

La tabla 12 presenta el resu ltado del analisis por

activaciodn neutronica del contenido de algunos metales

bivalentes del tejido del tubérculo de J. tuberosum var.

Desirée. Los datos estan expresados como mg de metal por 100 g
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Fig. 19: Dependencia de la Kap de las concentraciones de sustra-
to utilizadas para el ensayo enzimatico.

Graficacion directa de los valores de la constante de veloci”®
dad aparente para alcanzar el régimen estacionario del complejo ~
apirasa-Ca2+ en funcidon de las concentraciones de ATP y ADP utili
zadas para el ensayo enzimatico de la apirasa-Ca2+. “

La Kap representa la velocidad con que alcanza el régimen esta
cionario correspondiendo a una cinética exponencial. El calculo de
Kap se encuentra en la Tabla 11.



"ABLA 12:

Mg
Ca
Mn
Zn
Co

Contenido de metales bivalentes en el tubérculo de S.

tuberosum var. Desirée.

18,02 +
6,56 +
0,141 +
0,308 +
0,0024 +

i
Promedio de 6 muestras.

2,24
1,27
0,026
0,038
0,0012

valores extraidos de Souci, S.W., Fachmann, W.

-1e Zusammensetzung der Lebensmittel. Ed.

| gesellshaft M_B.H. Stuttgart.

20,0
7,6
0,22
0,12
0,010

y Kraut, H (1979) en

Wissenschaftliche veriags-

La cuantificacién del contenido total

de estos metales se efef

tué por analisis de activacidén neutrénica de muestras calcinadas (véa-

i se la seccib6n 2.12).
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de tejido fresco. Las concentraciones encontradas de Mg y de
Ca indican qgue son los metales que estan en mayor cantidad en
el tejido del tubérculo. Fue 1importante conocer el contenido
de humedad en el tejido del tubérculo de las diversas muestras
de S. tuberosum para una expresion adecuada de los resultados.
El valor promedio del contenido de humedad fue de 77,92XI
0,91. Esta variacién inferior al 17. no afecta la expresiodon de
los resultados en peso seco 0o en peso humedo.

En la tabla 12 se encuentran también 1los valores de la
literatura de estos mismos metales <Souci y col., 1979). En
general, los valores informados por estos autores son bastante
coincidentes con los encontrados para la var. Desiree, con la

excepcion del Zn y del Co.

3.6. Determinacion del contenido de ATP y ADP en el tubérculo

de S. tuberosum var. Desiree

En la tabla 13 se presenta el promedio de los valores de
concentracion de ATP 'y ADP del tejido fresco de tubérculo de
S. tuberosum var . Desiree. Cabe hacer notar que esta
determinacion de nuc leot idos se hizo en las mismas muestras de
tubérculo en qgue se determind el contenido de los metales. En
esta misma tabla se volvieron a poner las concentraciones
determinadas para Ca y Mg expresadas en micromoles, con el
proposito de hacer una comparacion en los ordenes de magnitud

en que se encuentran los metales vy los nuct eoti dos en el
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wiBLA 13: Contenido de ATP y ADP comparado con el de Ca y Mg en
el tubérculo de S. tuberosum var. Desirée.

Aimoles/g te-j. fresco

ATP 0,148a + 0,011
ADP 0,103a + 0,008
Ca 2,70b + 0,052
Mg 4,4 9b + 0,56

m
Promedio de 3 muestras,

b
Promedio de 6 muestras.

La cuantificacidon de los nucleotidos fue hecha por medio ae
er.sayos enzimaticos y la de los metales por analisis de activacidon neu
tronica (véase las secciones 2.13 y 2.12).
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tejido -fresco. Se puede concluir que la concentracién de estos

metales bivalentes es por 1o menos un orden de magnitud mayor

gqgue la de 1los nucleotidos.

S.7. Purificacioén de calmodulina de tubérculo de S. tuberosum

var . Ult imus

La purificacion de la CaM de tubérculo de S. tuberosum
se baso en las caracteristicas descritas para CaM de otras
fuentes corno  son: la estabilidad al calor, 1la precipitacidn
con un 50X de saturacion de sulfato de amonio y su afinidad
por trifluoperazi na (Dieter, 1984). Se aislo a partir de S.
tuberosum var. Ultimus y var. Desirée. Se describe solo la
preparacion y posterior caracterizacion* de la CaM y otras dos
proteinas que resultaron ser modulador-as de la apirasa, a
partir de S. tuberosum var. Ultimus.

El procedimiento de purificacion de CaM de S. tuberosum
no correspondid a ninguna de las descritas en la literatura a
partir de tejidos vegetales <Muto y Miyahi, 1977; Charbonneau
y Cor-mi er, 1979; Wat tensén y col., 1980; Jarret y col., 1982;
0Olah 'y col._, 1983; Sane y col., 1984). Fue imprescindible
concentrar primero las proteinas del extracto de S. tuberosum
con sulfato de amonio, antes de realizar el proceso de
calentamiento.

La fraccion proteica proveniente de S. tuberosum

parcialmente purificada a través de precipitaciéon con sulfato
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de amonio <0-50/0 y <calentamiento a 100 ha sido denominada
Fr-50. Esta fraccion presento caracteristicas de calmodulina
como se muestra en la tabla 14. En esta tabla se observa que
la Fr-50 es capaz de estimular a la fosfod iesterasa de AMFc,
ademas este efecto es dependiente de Ca* puesto que EGTA 2 mM
disminuyé su accid6n. En la tabla 14 se aprecia también que la
TFP revierte el efecto activador de la Fr-50 en la actividad
fosfod iesterasica. En la misma tabla ~e observa que esta
actividad calmodulinica se pierde al calentar la Fr-50 a 1OOOy
pH 1,0 <Fr-50 desnaturada).

Esta Fr-50 activdé una preparacién de isoapirasa de S.
tuberosurn var Ultimus (cuociente ATPasico/ADP&asico cercano a
10) como se observa a continuacion en la tabla 15.

La siguiente etapa de purificacion de esta fraccion
proteica con actividad calmodulfnica fue una cromatograffa en
TFP-Sepharose, considerada una cromatograffa de afinidad para
la CaM (Charbonneau y Cormier, 1979).

Las fracciones eluidas de la columna de TFP-Sepharose se
analizaron en cuanto a si ten Tan accion sobre la
fosfodiesterasa de nucleotidos cfclicos y la apirasa. De esta
columna se obtuvieron tres fracciones de proteinas, de las
cuales dos eluyeron con fuerza ionica de NaCl 0,5 M y I?s
tercera eluyo con una solucidon de EGTA 5 mM, como se resume en
la tabla 15. La primera fraccion que salié a los 0,84

* o

volumenes de columna al eluir con NaCl 0,5 M, presento solo

efecto activador sobre la apirasa y fue 1inactiva frente a la
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Tabla 14: Efecto de la fraccién 50 sobre la fosfodiesterasa de AMPc

de corazdén de bovino.

Aumento de la actividad
fosfodiesteréasica (% )

1. - Mas Fr-50 (0,8 mg) s 200
2. - Mas Fr-50 (0,8 mg)desnaturada3 0
3. - Ilgual quel. méas EGTA (1 mM)b 41
4. - lgual quel. mas EGTA (2 mM) b 25
5. - lgual quel. mas TFPC ( 1 mM) 81
6. - lgual quel. masTFP ( 2 mM) 41
7. - lgual que 1. mds TFP  ( 3 mM) . 10

El ensayo de la fosfodiesterasa se efectué a 30° en amortiguador tris-
HC1 30 mM pH 8,0; CaCl2 4 mM; MnCl2 4 mM; AMPc 1,6 mM y 0,08 U de enzima
deficiente de activador. El AMP producido en la reaccidén se cuantifico
espectrofotométricamente por el descenso de absorcién a 265 nm por trans-
formacion del AMP a IMP mediante el ensayo acoplado a la 51-adenilato-de-
saminasa (0,38 U) en amortiguador citrato de Na 10 mM pH 6,5 a 25° hasta

gue se alcanza el equilibrio.

aFr-50 calentada a 100° por 10 min a pH 1.
B ElI ensayo se efectud sin adicionar CaCl2.

c TFP = trifluoperazina.



TABLA 15

Efecto de las fracciones proteicas eluidas de la columna de TFP-Sepharose sobre la

fosfodiesterasa de AMPc y la apirasa.

Fraccioén Voll’JmenesQ Actividad fosfodiesteréasicas3 Actividad a.pirSsicab
Proteica de columna ug de frac- (AMP) liber. Aumento ¢ug de frac- (Pi) liber. aumento de
cidn proteica. uraoles. actividad cion proteica. cuntoles. la actividad
% ¢ %
0,0247 0,35
Fr-50 - 142 0,0490 98 140 0,61 74
Fr-A 0,84 220 0,0250 1 22 0,53 51
Fr-1 . 2,60 10 0,0247 0 10 0,26 -26d
CaM 0,84 4,9 0,0370 50 . 20 i 0,35 0
A
*Fosfodiesterasa de AMPc de corazén de bovino, 0,08 U (100 pg de proteinas / tubo). Alcanza su méaxima activacion con

34 ng de CaM de bovino (190%) .

Isoapirasa A proveniente de S. tuberosum var. Ultimus, 29,5 U ATPasica (10 ¢ug de proteina / tubo). Esta enzima es

una de las isoapirasas presente en esta variedad de S. tuberosum, una de cuyas caracteristicas es hidrolizar el ATP
y el ADP con un cuociente cercano a 10.
£

Elucidon de la columna de cada fraccion proteica considerando, en los dos primeros casos que la elucion es con NaCl
0,5 M y en el tercero es con EGTA (G mM).

~"Porcentaje de disminuciéon de la actividad apirasica.
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i-osfodi ester asa . Una segunda -fraccion proteica que eluyo a los
2,6 volumenes de columna al eluir con NaCl 0,5 M no presento”
accion sobre la fosfodiesteras™, en cambio, inhibié a la
*pirasa; y el tercer maximo que salié" a los 0,84 volumenes de
columna al eluir con EGTA, activo"” la fosfod iesteras* y no la
*pi rasa. Estas tres tracciones proteicas eluidas de esta
columna de TFP-Sepharose fueron denominadas sucesivamente,

fraccion acti vadora de la apiras* <Fr-A) fraccion inhibi dora
ce esta mi sma enzima (Fr-1) y fraccion calmodu lfnica <Fr-Cali) .

La fraccion con actividad calmodul fnica y la fracciodn

activador* sobre la ap irasa e lui das de esta columna
crornatografica fueron caracterizadas posteriormente, no
obstante no fue posible hacer o mismo con la fracciodn
inhibidora de la apiras* gque probablemente por su bajo

contenido de prote inas resulto muy inestable.

3.8. Caracterizacion de la Fr-CaM de tubérculo de S.

tuberosum var. Ultimus

La caracterizacion de esta prote jna se baso” en las
propiedades generales descritas para la CaM de origen animal vy
megetal, resumidas en la publicacidn de Anderson y col.,

1980). Se determinod la masa molecular, el pl, su efecto
estimulador sobre la fosfodiesterasa, la dependencia de este
efecto de la presencia de Ca y finalmente la interaccién con

2+
el inhibidor TFP, en presencia de Ca
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En la  fotogra-f ia de 1la fjg. 20 se aprecian dos geles de
poliacr ilamida. E1 gel A es el resultado de una el ectrofores is
en condiciones desnaturantes, y el gel B representa un
e lec troen-foque entre pH 3,5 y 10,0. En ambos geles se observa
que la Fr-CaM eluida de la columna de TFP-Sepharose presente”
una sola banda de proteinas, correspondiente a una protefna de
M.M. 17,5 kDa y de pl 4,4 <gel B>.

La fig. 2lmuestra la determinacién de la masa molecular
de la Fr-CaM de S. tuberosum seglin el método de Weber vy
Osborn <1969). En la (-2.2 se puede apreciar el densi tograma
del gel de el ectroen-foque tenido con azul de Coomassie junto
con el correspondiente gradiente de pH.

La tabla 16 muestra 1los resultados obtenidos al agregar
la CaM pura de S.tuberosum a la fostodi esterasa de AMPc. La
accion estimuladora de esta CaM vegetal se comparo con la
producida por la CaM de corazon de bovino, encontrandose que
produc fa un efecto marcadamente menor. Por el escaso material
que se disponfa no se hizo una curva de titulaciéon completa
del efecto estimulador de la CaM de S. tuberosunm sobre la
fosfodi esterasa, por esta razén en la tabla 10 se presenta
solo el efecto producido por tres concentraciones crecientes
de esta Fr-CaM. De estos datos se puede deducir en forma
aproximada, que una concentracion de 15 /ug de esta CaM vegetal
produce un 507. de la activaciodn maxima que alcanza la
fosfodiesterasa en presencia de concentraciones saturantes de

CaM de bovino <34 ng >« En la tabla 16 se aprecia también que
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™ Q)

20 : Fotografia ae los geles de poliacrilamida de la fraccion
eluida de la columna de TFP-Sepharose con 0,5 mM EGTA.

Electroforesis geles poliacrilamida al 10% en presencia de SDS.
Estdndares de M.M. usados:

FB = fosforilasa B (M.M., 94,0 kDa)

BSA = albumina sérica de bovino (M.M. 67,0 kDa)

OVO = ovoalbumina (M.M. 43,0 kDa)

AC = anhidrasa carbénica (M.M. 30,0 kDa)

IT = inhibidor de la tripsina del poroto de soya (M.M. 20 kDa)

LA =«(-lactoalbumina (M.M. 14,4 kDa).

Electroenfoque en geles de poliacrilamida al 10% con anfolitos
de rango de pH entre 3,5 y 10.
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Fig. 21 : Determinacién de la masa molecular de la calmodulina de
S. tuberosum.
1

Electroforesis en geles de acrilamida en presencia de Fr Co
no proteinas marcadoras de masa molecular se usé:
Fosforilasa B (FB) de M.M. 94,0 kDa.
Seroalbumina (BSA) de M.M. 67,0 kDa.
Ovoalbdmina (OVO) de M.M. 43,0 kDa.
Anhidrasa carbénica (AC) de M.M. 30,0 kDa.
Inhibidor de tripsina (IT) de M.M. 20,0 kDa.
N -Lactoalbfimina (LA) de M.M. 14,4 KkDa.
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Fig. 22 s Electroenfoque en gel de poliacrilamida de la CaM.

Trazado densitométrico del gel tefiido con azul de coo

Perfil de pH (x x ).
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.abla 16: Caracterizacion de la calmodulina de tubérculo S. tuberosum
var. Ultimus.

Aumento de la actividad
mfosfodiesterasica.

1. - Mas 34 ng de CaM de bovino 188
2. - Mas 4,9 pg de Fr-CaM de S, tuberosum 50
3. - Ma&s 9,8 pg de Fr-CaM de S. tuberosum 75
4. - M4s 19,5 pg de Fr-CaM de S. tubersoum * 125
5. - lgual que 4. mads EGTAa (@ mM) 28
6. - Ilgual que 4. mds EGTAa (2 mM) 1

7. - lgual que 4. mads TFP (50 pM)

Las condiciones de ensayo de la actividad fosfodiesterasica y pos
terior cuantificacion del AMP producido se encuentran descritas en la

Tabla 14.

*En el ensayo se elimind el CaCl2.



115

1* <<cion de EGTA, o bien de TFP suprimen el efecto de la CaM

de S. tuberosunm sobre la fosfodiesterasa.

3.9. Caracterizacién de la Fr-A de las 1isoapi rasas

La Fr-A de la apirasa obtenida de la columna de
TFP-Sepharédse con NaCl 0,5 M, fue analizada en cuanto a su
pureza, a su especificidad frente a otras 1isoapirasas y al
efecto del EGTA y TFP sobre su accién estimul dora.

Fr-A presento varias bandas de prote fnas por
electrofores is en pol iacri lami da en presencia de SDS y por

electroenfoque entre pH 3,5 y 10 <fig. 23).

Esta fraccién proteica estimulo las actividades ATPasica

y ADF"asica de las isoap irasas Desi rée , Ptmpernel, Ultimus A vy

Ultimus B (dos jsoenzimas presentes en el tubérculo de S.
tuberosum var. Ul timus). Como se puede apreciar en la tabl a
1 efecto activador fue muy semejante en todos los casos,

estimulando en forma pareja a las dos actividades enzimati cas,

f )
ATPasica y ADPasica de cada 1isoapi rasa.

El efecto de cantidades crecientes de esta Fr-A sobre Ila

apirasa Desi ree se puede apreciar en la fig. 24. Ambas
S i
actividades enz imat icas, ATPasica y ADF"asica, son estimuladas

en forma creciente hasta una concentracion de 50 vyjg de
proteinas de la Fr-A agregada. Al adicionar una cantidad

mayor, se produjo una inhibicidn del efecto 1inicial hasta

llegar casi al valor basal de la api rasa. Estos resultados
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(A) B

Fig. 23 : Electroforesis en geles de péliacrilamida en SDS y elec-
troenfoque de la fraccion activadora de la apirasa.

(D) Eégctroforesis en gel de poéliacrilamida al 10% en presencia de

(B) Electroenfoque en gel de poliacrilamida al 10% con anfolitos
de rango de pH entre 3,5 y 10.
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TABLA 17: Efecto de la fracciéon activadora sobre las distintas

isoapirasas.

Apirasa Aumento de la Actividad
ATPasa ADPasa
kRl ,% %

Desirée (1,2 pg) mas Fr-A (40 pg) 76 59

Pimpernel (3,0 pg) mas Fr-A (40 pg) 68 82

Ultimus Aa (1,1 pg)raids Fr-A (40 pg) 75 77

Ultimus B (0,1 pg) m&s Fr-A (40 pg) - 75 83

Ultimus (1,1 pg) A mas Fr-A (40 pg) mas \

EGTA 10 mM. 75 80

Desirée (1,2 pg) mas Fr-A (40 pg) méas

TFP 0,5 mM. 18 24

Se realizo un control para cada enzima preincubando con 40 pg de BSA.

Isoapirasa aislada de S. tuberosum var. Ultimus de cuociente ATPasico/

ADPasico cercano a 10.

Isoapirasa aislada de S. tuberosum var. Ultimus de cuociente ATP&sico/

ADPasico cercano a 2.



ACTIVACION
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podrian explicarse por la contaminacion con la protefna
inhibidora <_Fr-1> que también eluyo con 1la misma tuerza 1i0nica
de la columna cromatografica, pero a mayor volumen de elucidn.
El efecto activador de la Fr-A sobre 1la apirasa no es
dependiente de Ca porque la presencia de E6TA 10 mM no
*1 tero el efecto estimulador como se observa en 1la tabla 17.
Perd la adicion de TFP a una concentraciéon 10 veces mayor que

la usada para suprimir el efecto de la CaM disminuyo’

parcialmente la accidén estimuladora de esta fraccidn proteica

sobre la apirasa.
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DISCUSION

En el presente trabajo se han estudiado dos enzimas

p iro-fosfoh idrol as icas conocidas como apirasas, aisladas del

tubérculo de dos variedades de Sm tuberosum , Pimpernel vy
Desi ree. be ha tratado de esclarecer |la posible tune ion de Ilos
cat iones bivalentes en la catal is-hs, enzi mat ica de los

sustratos ATP 'y ADP, y por otra parte se ha investigado sobre
la presencia de algun mecanismo regulador de las actividades

hidroliticas ATPas ica y ADPasica de las 1isoapi rasas.

4.1. Ruta de purificacion seguida para las 1lsoapi rasas.

La ruta de purificacidn seguida para aislar apirasa a
partir de cualquiera de las dos variedades de S. tuberosum

Pimpernel y Desi ree permitid obtener en forma reproducible las
dos 1isoenzimas en estado homogéneo.

Cabe hacer notar que en ninguna de las etapas de
purificacion hubo disociaciéon entre las actividades ATPasica y
ADPa”s ica .Esto se corrobor6 ademas por dos de los me’todos
elec troforétieos empleados en gue se ensayaron paralelamente
las actividades ATPa"sica y ADPa®"sica y hubo una estricta
correspondencia con la banda de pro te frias. Estos resultados
confirmaron que las actividades ATPasica y ADPa“sica
copurifican a lo largo de las distintas etapas de aislamiento,

por lo que se concluye que corresponden a una sola enzima
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conocida como apir-asa.

Frente a la pregunta de si se puede considerar o no a la
columna de azul de Cibacron-Sepharése como una cromatogra-f ia
de seudoafini dad para la apirasa, se estudio el efecto que
tenia el azul de Cibacron-Sepharose sol ubi 1izado sobre una de
las actividades apiréasicas (ATF"asica). El resultado mostré que
el azul de Cibacron-Sepharose solubi 1izado, es un excelente
inhibidor de tipo competitivo cuya, Ki tiene un valor-
equivalente a la Km del ATP para la isoenzima Desiree, lo que
permite considerar esta crornatografia como de seudoafini dad
para la api rasa. La efectividad de esta columna cromatografica
podria explicarse por la posibilidad de que la apirasa tenga
la misma especie de "pliegue dinucleotfdico”™ que presentan
diversas quinasas Yy deshidrogenasas (Ryan y Vesti ing, 1974;
Easterday y Easterday, 1974; Thompson y col., 1975; Thompson vy
Stellwagen, 1976). La estructura antraqui non ica del colorante
calzar Ta por sus dimensiones moleculares en ese pliegue.
Ademas, el grupo l-ami no de la antraqu inona vy el grupo
sulfonico que esta* en la posiciodn 2" del anillo de
fenilendiamina, como se puede ver en la estructura del azul de
C ibacron esquematizada a continuaciodn, ser Tan  tambieVi los

responsables de las interacciones altamente especfficas con

las enzimas (Bohme y col., 1972)
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esta cromatograf fa exclusivamente como una cromatograf Ta de
afinidad (Bohme 'y col._, 1972; Easterday y Easterday, 1974;
Ryan y Uestling, 1974; Thompson y col., 1975). Esta elucio®"n de
la apirasa en forma inespec ifica con alta fuerza jcinica se
puede explicar suponiendo que este "pliegue nucleotidico”™ no
esté igualmente definido para la apirasa, o que 1la matriz de
polidextrano puede también estar participando en las
interacciones inespeciffeas con la enzima. Es igualmente
importante de considerar el efecto de intercambiador idnico
que puede tener este colorante por 1la presencia de los grupos
sulfgnicos, produciéndose asi interacciones electrostékicas.
Esta ultima suposicion es TfTactible puesto que la ruta de
purificacion anteriormente descrita en nuestro laboratorio
terminaba con una cromatograffa de intercambio iénico
(Calenzuela 'y col., 1973). Sin embargo, la enzima proveniente
de esta etapa de purificacidn presentd el inconveniente de ser
muy inestable en el transcurso del tiempo, y por ello se trato
de reemplazar esta etapa por otro tipo de cromatograffa.

La suposicion de que podrTan haber ademas 1interacciones
entre la enzima y la matriz misma de polidextrano, se basa en
que la fosfofructoqui nasa eluye con el sustrato o con fuerza
idnica, segln sea la matriz a que esta unido el colorante
(pol iacri lamida o Sephadex G-20Q). Con la fosfofructoqui nasa

se Ilega al extremo de que si la matriz usada es celulosa, ni
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el ATP ni la tuerza jcinica permiten recuperar la enzima de la
columna <Bohme y col., 1972).

A partir del momento en que se dispuso en el laboratorio
de numerosas variedades cloéonales de S. tuberosum , se decidid"
que era indispensable elegir una determinada variedad para
preparar ap irasa homogénea. Esto se debe a que tanto el pl
como el cuociente hidrolitico <ATF"asa/ADPasa) de la apirasa
parcialmente puriticada dependfan de 1la variedad de 1la cual se
aislaba <Traverso-Cori y col., 1970; Carrasco, 1973).

En las variedades de S. tuberosum Pimpernel vy Desiree
se ha encontrado sélo una enzima con actividad apirasica; en
cambio en la variedad Ultimus aparentemente hay dos 1isoenzimas

con caracteristicas cinéticas y de carga distintas (Urra,

1985). Todas estas api rasas poseen masa”™molecular semejante



124

4. N Fropiedades cinéticas de las jsoapirasas Pimpernel vy

Desi ree .

La apir-asa se puede clasificar dentro del tipo de
enzimas que son activadas por metales y que por 1lo tanto son
inactivas en ausencia de 1ion metal ico agregado. Al considerar
la reaccion hidrolitica de nucleotidos catalizada por esta
enz ima, hay que tener en cons ider ac ion que de acuerdo con el

pH en que se trabaje, hay presente distintas formas 1idénicas

del nucleotido, las que a su vez estan complejadas con el ion
metal ico agregado. En  muchas de las reacciones en que
participan fosfotransferasas se ha encontrado un efecto

inhibitorio a ciertas concentraciones de M y/o nucleotidos
libres que estan presentes  junto** con el complejo
me tal-nucleoti do (Morr ison, 1979). El metal bivalente puede
actuar como activador 0O como inhibidor de 1la reaccidn; en
cambio el sustrato libre es méas probable que sea inhibidor por
su capacidad de formar un complejo de fondo de saco con la

enzima al unirse al sitio de union del complejo me tal-sustrato
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m DF catalizada, por las api rasas Pimpernel y Das irae, sa trato
de dilucidar el esquema de coordinacion de la enzima con el
ion metalico y con el sustrato.

Por lo general , las enzimas activadas por iones
metalicos bivalentes poseen estequi ornetrfas simples en sus
complejos ternarios, donde enzima, cation y sustrato tienen
una relacioén 1:1:1 (Mildvan, 1970). Los sustratos que
participan en este tipo de complejos son generalmente ATP vy
ADP, derivados pirofosfori lados con alta afinidad por los
iones me td'l ieos bivalentes (Phillips, 1960) .

Se pueden distinguir, en general, tres esquemas de
coordinacién posibles para las enzimas activadas por iones

metadlicos que forman complejos 1:1:1 de enzima, 1ion metalico vy

sustrato (Mildvan, 1970):
a) Complejo en que el sustrato hace de puente
E - S - M

b) Complejo en que 1la enzima hace de puente

M - E - S
c) Complejos en que el ion metalico hace de puente en dos
formas
lineal, E-M-S; ciclica, E

M
Estudios posteriores que incluyen la estimacion de las
distancias entre el ion metal ico y el sustrato, y el uso de
los complejos estables de ATP con Cr(lIl), permitieron

describir dos esquemas de coordinacién adicionales; d) complejo
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de la segunda esfera, E-M(L)S, donde L, un ligando de la
esfera interna (primera) del iéh meté]ico unido a la enzima,
esta unido al metal y al sustrato, Yy e) complejo metal ico
dual, E-M<L)S-M (Mildvan, 1979).

Los datos obtenidos con diversas enzimas que catalizan
reacciones en que participa el ATP vy las respectivas
transferencias de grupos fosforilos, muestran que la mayoria
de ellas presentan esquemas en que hay -.una coordinacidn
directa del ATP con el 1ion metalico (Mildvan, 1979).

Las técnicas utilizadas para determinar los esquemas de
coordinaciodn de los comp lejos ternarios, enzima, 116" metal ico
y sustrato, se han dividido en dos grupos: 1) tetnicas
preliminares que incluyen estudios cinéticos y de unién y 2)
técnicas confirmatorias de espectroscopfa de resonancia
magnética. Este segundo grupo comprende: a) los estudios de
aumento de la relajacion de nucleos determinados del sustrato
o analogos (dH, fiC o "F) y de 1los protones del agua por efecto

de un metal paramagne tico unido a la enzirria, (Mn(H20ﬁ?> y b)
la sensibilidad del espectro de ESR del Mn(HaO>éEi+ a la
alteracidn del campo de ligandos por unidén con una enzima,
provocando cambios en el desdoblamiento hiperfino del espectro
(Mildvan, 1979).

En esta tesis se abordo la interrogante del esquema de
coordinaciodn correspondiente a la api rasa, mediante estudios
cinéticos y de ESR (estos se discuten mas adelante en la

secc i6n 4.3.)

Los estudios cinéticos, a pesar de que generalmente no



son concluyentes, proporcionan pruebas que permiten descartar

algunos de los esquemas. Estos estudios cinéticos se enfocaron

desde dos puntos de vista: a) la determinacidn de los
parametros cinéticos para el sustrato <ADP> y para el Ca” ; b)
{1 efecto sobre la actividad apirasica de un analogo de
me tal-sustrato inerte a los intercambios de ligando, como es

el Cr<I11)-ATP.
4.2.1. Parametros cinéticos para ADP y Ca

Dixon y Webb (197?) deduciendo Ulas ecuaciones para el
caso en que el verdadero sustrato es el complejo

metal-sustrato, demostraron que se deben esperar 1los mismos

valores de Km y Um, tanto para el sustrato”como para el metal.

k [e]
V = s (Ec .6)
KO K
1 f ——————
Mls]
[ed= concentracién total de enzima

[8:'] concentracion 1ion metalico libre

[S]= concentracién de sustrato libre

KO = constante de disociacion me tal-sustrato
Kas= constante de disociacién enzima-

(complejo me tal-sustrato)

k = constante catalitica
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La presente tesis muestra correspondencia en los valores
a* L

de Km 'y Um para Ca y ADP con la apirasa Desiree a pH 6,0. La
linear idad y <correspondiente superposicién de los graficos de
S/v en funcidén de la concentracién de sustrato total con el de
M /v en funcidn de la concentracion del 1i6n metalico total,
permiten concluir ademas, que no hay efecto inhibitorio por el
nucleotido ni por el 1i6n calcio libre (Morrison, 1979).

Estos resultados concuerdan plenamente con los obtenidos
para la enzima Pimpernel efectuados a diferentes pH por Donoso
(1976) en este laboratorio. Estos experimentos apoyarian la
hipotesis de trabajo en cuanto a que la forma activa del
sustrato es el complejo nucleoti do-me tal en relacidéon 1:1,

Con el proposito de calcular 1la "concen trac i6on real de
Ca-ADP se midid la constante de asoc iac iorr de este complejo en
las mismas condiciones de pH y fuerza ionica en que se
realizaron los estudios cinéticos;como aconsejan O0/Sullivan vy
Smithies <1979). Con anterioridad en el laboratorio se habfa
determinado la constante de asociacion para Ca-ADP a pH 8,0
por el método de filtracion en Sephadex G-lU, encontréndose un
valor de 2300 M_ (Donoso, 1976), valor que esta de acuerdo
con los informados en la literatura y determinados por otros
métodos (0~Sullivan 'y Perrin, 1964). Por eso se utilizo”
también esta te"cnica para conocer el valor de esta constante a
pH 6,0 'y para corroborar los datos obtenidos, se determincT
también por titulacidn directa mediante un electrodo selectivo

at

para Ca

Se hizo necesaria la determinacién de este valor en las
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mismas condiciones del ensayo enzimatico (MES 100 mM pH 6,0),
principalmente por dos razones. La primera de ellas se basa en
que en la literatura se encontraron datos de constantes de
asociacion entre ADP 'y Ca sé6lo a pH cercanos o superiores a
8,0 en que existe la forma trianidnica del ADP (pKa¢ = 6,44).
También hay valores de constantes a pH 5 e inferiores, en que
predomina la forma dianionica (pKatr. =3,93). Si se consideran
estos valores de pKSj y pKa¢ (Takj Khan y Mantel 1, 1962) para
los dos grupos fosforilos del ADP se puede calcular que a pH
6,0, en que la apirasa Desiree presenta su maxima actividad,
existe un 73% de la forma dianionica y un 26,6% de la forma
trianidénica de esta sustancia. Por lo tanto, la constante de
asociacion a pH 6,0 refleja una mezcla de las constantes de
asociacion de las especies dianionica y trianiodonica con Ca
Con los valores de la literatura de constantes de asociacion
me tal-nuc leot ido y los valores de pKa se podrfa haber-
calculado la constante de asociacidon de estos complejos Ca-ADP
di y trianioni eos. Pero se prefiridé determinar la constante a
pH 6,0 debido a que los valores descritos en la revision de
Phillips (1966) presentan una enorme variabilidad, inclusive
a un mismo pH, dependiendo de las condiciones experimentales
de trabajo, tipo de amortiguador, Tfuerza 1i6nica y también del
método utilizado para su determinacion.

Con el valor de la constante de asociacidén obtenida
para Ca-ADP a pH 6,0 (alrededor de 640 M_i) se calculo la Km

é
del complejo Ca-ADP para la enzima Desiree, obteniéndose un

valor de 40 pM.
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Como se sefialo en la seccidén 3.2, no -fue posible la

- -, ,? At— -
determinaciodn de estos parametros para Ca en presencia de ATP
como sustrato, dado que la Km para este nucleotido es cinco
veces menor por lo cual la Km del metal se encontrar fa dentro

- z* i*

de la concentracion contaminante de Ca y/o0 Mg . El intento
de reduccidon de esta contaminacion con EDTA no resultd" ser
consistente por 1la irreproducibi 1idad de los datos logrados.

No obstante, es posible suponer que la hidrolisis
enzimatica de ATP y ADP catalizada por 1la apirasa en presencia
de Ca procederia por el mismo mecanismo. Por lo tanto, con
estos resultados se podria clasificar a la apirasa dentro de
las enzimas en que el verdadero sustrato es el complejo de
coordinaciédn nucleotido-metal (1:1). Ademas, por los
resultados obtenidos con Cr(llIl)-ATP que se discuten a

continuaciodn, es posible postular que el nucleotido haria de

puente entre la enzima y el 1ion metalico.

4.2.2. Interaccion del Cr(lI1l1)-ATP con 1la apirasa

El método cinético propuesto por Dixon y Webb (1979) no
permite distinguir si el complejo sustrato-metal se combina
con la enzima a través del 1ion metalico o del sustrato. En el
caso de la apirasa, esta pregunta se resolvio utilizando el
complejo inerte Cr(l111)-ATP. Los nucleosidos trifosfatos de
Cr<ill) han resultado ser excelentes inhibidores de "fondo de

saco" de varias enzimas que transfieren grupos TfTosforilos

(Janson 'y Cleland, 1973; Dannenberg y Cleland, 1975) puesto
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que se parecen al sustrato.

En la mayoria de las enzimas estudiadas, el Cr<lII1)-ATP

es un inhibidor de tipo competitivo respecto al verdadero

sustrato M -ATP. La -fuerte uniédn de estos complejos de
. . _ P 3+
Cr(llIl) con las qui nasas, a pesar de 1la inercia quimica del Cr
sugiere que la interaccidén con el sitio activo de las enzimas
se efectuaria principalmente a través de los oxigenos de la

cadena pirofosforica, y no por coordinacion 31 través del ion

metal 1ico. En cambio, cuando la enzima Interactua con el
sustrato a través del ion metal 1ico, como en el caso de la
pirofosfatasa inorgéanica de levadura, los complejos de

pirofosfato de Cr(ll1l), no son inhibidores (Sperow y Butler,
19746).

Este analogo del complejo metal-~ucleoti do es un
inhibidor de tipo competitivo de las actividades ATPasica y
ADPasica de las dos isoenzimas de la apirasa estudiadas. A
través de los valores del parametro Ki , se observo que el
Cr<i11)-ATP se une mas Tirmemente a la jsoenzima Desiree que a
la isoenzima Pimpernel.

La conclusiédn general, que se desprende del efecto
inhibitorio del Cr<ll11)-ATP sobre las isoapi rasas de S.
tuberosum es que estas isoenzimas no interactian con el
sustrato a través de la primera esfera de coordinacién del ion
metalico. La un i6n con el complejo mietal -nuc leot ido podria ser
a través de los oxigenos de la cadena pirofosforica o bien del
anillo de purina. No obstante, es posible descartar la

importancia de la interaccién con el ndcleo de purina por las
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tres razones siguientes: 1 por datos obtenidos en el

laboratorio se ha Misto que los derivados de cromo de piro y
tr ipol ifosfato inorganicos también son inhibidores de la

api rasa (datos no publicados); 2) los valores de Km para ADR vy
tr ipol i-fosfato inorganico son del mismo orden (Kettlun y col.,
1981) y 3) la apirasa presenta una gran 1inespecificidad frente
a la porcion organica del sustrato (Aron y col., 1974; Del
Campo y col ., 1977).

Por otro lado, no se obtuvo ninguna conclusidén en cuanto
a si el Cr(Ill)-ATP es 0 no sustrato de 1la apir-asa, puesto que
no se efectuaron experimentos de un ciclo catalTtico, en que
los productos no abandonan 1la enzima por quedar coordinados al
Cr(lll). *

Se ha demostrado en diversas enzimas que utilizan ATP
como sustrato, qgue alguno de 1los distintos diastered6meros de
Cr(l111)-ATP, bi o tri dentados son sustratos (Danenberg vy
Cleland, 1975; Bossard y col., 1980; Dunaway-Mari ano vy
Cleland, 1980a; Frasch y Se Iman, 1982). ElI método de sfntesis
del complejo de <cromo descrito por DePamphi lis y Cleland
(1973) utilizado en esta tesis da alrededor de un 75% de la
especie tr identada C% ,p, YY ) siendo el 25% restante el
complejo ,Y -bidentado, segun fue demostrado posteriormente
por Danenberg y Cleland (1975).

Entre las diversas enzimas ensayadas se ha encontrado
que la especie tridentada es sustrato del factor 1 de

acoplamiento del cloroplasto ATPasa CF], (Frasch 'y Se lIman,

1982); a su vez la especie bidentada es sustrato de la
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hexoqu inasa (Danenberg y Cleland, 1975), de la piruvato
guinasa <Dunaway-Mari ano Yy col_, 1979), y de la
fos-fofruc toqu inasa (Dunaway-Mar iano y Cleland, 1980 a). La

ATF"asa mitocondr jal utiliza como sustrato tanto el complejo
mono como el bidentado (Bossard y col., 1980). En cambio para
otras enzimas, estos distintos complejos han resultado ser
solo inhibidores y no sustratos; entre estas se pueden citar-
la -truc toqu inasa (Pecoraro y col., 1985), 1la creat Tn-qu inasa y
la arginfn-qui nasa (Dunaway-Mar iano y Cleland, 1980a).

Como se menciond anteriormente, estos complejos bi vy
tr identados de Cr<Il11)-ATP existen ademas en varias -formas
diastereomeri cas <el tridentado tiene 4 formas y el bidentado
dos formas ,& y« ). Come lius y Cleland .<1978) han separado
estas distintas formas diastereomeri ca%’mediante columnas de
ciclohepta-amilosa.

En consecuencia, para demostrar o descartar que las
distintas especies de Cr<lIl1)-ATP son sustratos o inhibidores
de la api rasa, deberfian obtenerse en forma pura todos los
posibles di astereoi someros de las formas bi y tridentadas,
como lo describe Dunaway-Mari ano y Cleland <1980b). Luego
habr-fa que probar la formacion del producto Cr<IlI11)-ADP-Pi
unido a la enzima, 1lo que se hace desnaturando la enzima por
calentamiento en presencia de EDTA, 0 por tratamiento a pH
acido para romper la coordinacion del Cr(l11) con el
nucleot ido y el Pi. Finalmen te los produc tos se pueden

identificar mediante algun tipo de cromatografTa.

Como parte del mecanismo de ruptura del ATP y ADP
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catalizada enzimaticamente, hay que considerar la ubicacidn
del ith metalico en los distintos atomos de -fosforo de los
nucleotidos. En general, los desplazami entos nucleof Ti icos

sobre el atomo de fosforo se pueden agrupar en dos clases de
mecanismos, el di sociativo o SN1 y el asociativo o0 SN2
(Mildvan, 1979). Mildvan <1979), propone tres criterios para
determinar el mecanismo de las reacciones en que participa el
ATP. Dentro de estos se encuentra la ubicacién del ion
*

metalico en el complejo activo. Se apoya la existencia de un
mecanismo asociativo cuando el metal activador coordina al
grupo Tfosforilo del ATP que va a ser sustitufdo, puesto que
esta coordinacion dificulta (inhibe) el otro mecanismo. El
segundo criterio es conocer las distancias inter-sustratos en
la enzima; esto se ha podido realizar mediante técnicas de
reflajacion magnética nuclear con Mn'' , Co' 'y complejos de
Cr(lll). Finalmente, el tercer criterio es determinar la
estereoquimica de la sustituciodn en el atomo de fosforo. El
mecanismo di sociativo se espera que ocurra con racemizacion en
el fosforo; en cambio el asociativo ocurre con inversién o
retencion de la configuracidn (numero par de inversiones) o
una sustituciodn nucleof ilica con seudo-rotac ion del
intermediario penta-coordi nado. En este mecanismo, el
estado de transicion consiste en un fésforo penta-coordi nado
con geometria bipiramidal trigonal, estando los grupos

saliente y entrante en las posiciones apicales (Eckstein,

1985) .

Tanto el primer como el tercer criterio se pueden
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abordar a) mediante el uso de los distintos di astereorneros de
los complejos de Cr(lll) y de Co(lll), b) siguiendo por ESR la
interaccion del Mn<HtO)t con los fosfatos del ATP en que se ha
sustituido el 0 por 0O <Reed y Leyh, 1930; Eccleston y col.,
1981; Leyh y col., 1982; Uebb y col., 1982); vy c> utilizando
los anadlogos de fosforot ioatos del ATP (Eckstein, 1935).

La wutilidad de estos analogos tos-forot ioatos se basa en

las observaciones hechas por espectroscopfa de NMR de3IP que

demostraron que el Mg , metal duro, coordina con el oxfgeno;
- Xt

en cambio, un metal suave como el Cd , lo hace con el

azufre. A su vez otros cationes como Co2" , M™M™*” y Zn2+, se

encuent ran en una situac ion intermedia. Tambien se pueden

derivados gquinales de (*™0 )-fostor ot ioatos de

quiral idad cunoc ida para determinar el curso estereoqu fmi co de
la reaccion de transferencia de un grupo tiofosforilo terminal
(Jarvest y Lowe, 1979).

Se ha demiostrado que el curso estereoqu fmi co de varias
reacciones catalizadas enzimaticamente no cambia si se
transfiere un grupo fosforilo o un tiofosforilo (Eckstein,
1985). Por 1o tanto, 1los fosforotioatos, como analogos de ATP,
han permitido contestar varias preguntas sobre el tipo de
complejo metalico, mono, bij o tridentado utilizado por |la

A *
enzima, ademas de dilucidar el curso estereoqulmico de la
reaccion. Hay métodos de sfntesis descritos para reemplazar
tanto los oxfgenos que no forman puente en las posiciones o

A ; como a un oxfgeno que forma un enlace fosfato

internucleot ido. Estos reemplazos le otorgan gquiral idad al



136

* *

atomo de fosforo correspondiente, siendo algunos de los
di astereoi someros sustratos de varias enzimas (Eckstein,
1985).

4.2.3. Efecto de diversos 1iones metalicos bivalentes sobre la

actividad apirasica

- 2+ _ _ _ _
Ademas del Ca se vio que var ips otros 1iones metal icos

bivalentes podian actuar estimulando la hidrélisis enzimatica

zZ+
de los enlaces pirofosfor ieos del ATF* y ADP . Entre ellos Mn ,
ERE x ¥

Cd , Mg , Co y Zn , resultaron ser 1los 1iones metalicos

mas efectivos para la apir-asa. El hecho gqgue otros 1iones

*

>
metalicos bivalentes, aparte del Ca , activen a la api rasa
concuerda con la proposicidon de que el 46n metdlico no hace de
puente, pues en estos casos hay diferencias mas notorias en

cuanto a especificidad que lo encontrado en el caso de las

de puente (Mildvan, 1970).Pero se han descrito algunas

2t N
hidrolasas activadas por Ca en que este cation se une
directamente a la enzima. Por ejemplo, la nucleasa de
estafilococo, en que por estudios cristalograficos se ha

demostrado la formaciédn de un complejo <cfclico entre la
enzima, el catio’h y el pol inuc leot ido (Mildvan, 1970).
Lo que masllama la atencidn sobre el efecto de los

iones metal icos en la catalisis enzimatica de la apir-asa, es
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que algunos de ellos hacen cambiar el cuociente
ATPasico/ADPasico si se comparan con el encontrado en
presencia de Ca . En la enzima Pimpernel, el Mn”y el Cd2+

producen un gran aumento de 1la actividad ADPa"sica con respecto
al C* en comparacion con la ATPasica, dando como resultado
una baja del cuociente ATPé&s ico/ADP&s ico. Por otra parte,
estos mismos cationes bivalentes (Mn”~y Cd” ) en la isoenzima
Desiree produjeron un aumento de la actividad ATPa"sica con
respecto al CalP , sin variar significativamente 1la ADPasica,
logrando asi un 1incremento del cuociente ATPas ico/ADPas ico. Se
hace dificil comprender por que los complejos Mn-ATP y Cd-ATP
son mejores sustratos para la enzima Desirée y los
correspondientes derivados di fosforados Mn-ADP y Cd-ADP 1o son
para la ap irasa Pimpernel

En consecuencia, estos resultados cinéticos no pueden
atribuirse exclusivamente al sustrato (complejo
me tal-nucleot ido) sino que también a diferencias estructurales
tridimensionales adquiridas por ambas enzimas al unir los
distintos sustratos. Estas diferencias podrTan ser soélo de
tipo conformaci onal o por diferencias en los sitios activos.
Es posible hacer este ultimo comentario puesto que, como se
describio en la Introduccidn (secciodn 2B> , los estudios
comparati vos efectuados con modificadores quimicos de residuos
de aminoaci dos mostraron que hay diferencias en el sitio
activo de ambas isoenzimas (Kettlun y col., 1981, 1982).

Se ha tratado de explicar estas diferencias cinéticas

con los cationes ensayados, correlacionando los datos de
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velocidad, con el radio 1ionico del cation, con la constante de
asociacion nucleot ido-metal y con la electronegativi dad. Este
ultimo parametro esta relacionado con la capacidad del catiodn
de polarizar el grupo -fosforilo terminal del ATP o ADR,
aumentando asf su electro-filia. Este aspecto se trato” de
homo logar con los resultados obtenidos por Gupta y col.

estos autores encontraron una correlaciéon entre la
electronegativi dad del metal y la velocidad enzimética de
enolizacion del piruvato en presencia de ATP. Estos autores
emplearon como medida de electronegativi dad los valores de pKa
del agua de coordi nac i5n un ida al 1ion me tal ico, encon trando
que la velocidad de enolizacion del piruvato disminuTa al
aumentar el pKa.

En el caso de las 1is"api rasas Piropernel y Desirée no se
encontro relacion alguna entre velocidad enzimatica y el
parametro termodinamico pKa del agua de coordinacioh de |los
cationes bivalentes. Tampoco se encontrd correspondencia entre
el radio ion ico o la constante de asociacidon nucleotido-metal
con la velocidad enzima tica.

Finalmente, si se considera que la velocidad limitante
de la reaccion es la disociaciodn del catidén coordinado al
nuci eoti do, se debidé haber obtenido la siguiente secuencia de
activacion por cationes bivalentes: Ca > Zn> Mn > Co > Mg > Ni j
secuencia que corresponde al inverso de 1la estabilidad del
complejo <Eigen y Hammes, 1963; Mildvan, 1?70>. Como se
aprecia en las tablas 7 y 8, los resultados obtenidos con las

api rasas Pimpernel y Desiree no corresponden a esta secuencia,
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por lo que se descarta que la velocidad limitante de la
reaccion sea la sustitucion del ligando unido al grupo Tfosfato
por una molécula de agua durante la reaccion hidrolftica
catalizada por la apirasa.

La estructura tridimensional del sustrato
nucleotido-metal varfia de acuerdo con el catién. Datos de la
literatura indican que los iones me tal icos ensayados podrian

7
coordinarse con los tres fosforilos del ,ATP ademas del N del

anillo de la adenina (Mildvan, 1970; Huang y Tsai, 1982),
exceptuando aICa2+ . Hay datos que 1indican que este ultimo
liga sol amente a los dos fosfor ilos terminales de estos
nucleotidos. Otra diferencia espacial de estos complejos

obtenidos por estudios cristalograficos sefiala que, las formas

bote de estos complejos, pueden ser sesgadas o ecl ipsadas de

/N

» o
acuerdo a siel radioionico del cation es mayor de 1 A <Mg,
0
Co, Ni, Cu, Zn>, o si es menor de 1 A <Ca, Sr, Cd)

respectivamente (Mildvan, 1970).

A trave®s de estas descripciones sobre las
caracteristicas estructurales del sustrato para las apirasas,
se puede sugerir que las isoapi rasas actuarfan
preferene ialmente sobre complejos nucleotido-metal wunidos por
dos ligandos, con una conformacidn bote ecl ipsada,
caracteristicas gqgue corresponden a los complejos ATP o ADP con
calcio. Las dos excepciones a esta generalizacién son los
complejos con Mn“ o bien con Cd%rpara los cuales no se ha

encontrado aun ninguna interpretacidn.

Al hacer un analisis comparativo en cuanto a la
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dependencia de metal bivalente de la apirasa con otras ATPasas
vegetales, se puede apreciar que Ulas ATPasas al igual que la
api rasa (ATPasa-ADPasa), requieren de los complejos
nucleotido-metal, y es frecuente encontrar a los complejos
CaATP o bien MgATP como los mejores sustratos <Kahr vy
Mellen, 1976; Caldwell y Haug, 1980). Los estudios realizados
en gramineas mostraron ademas que tanto el ATP como los

at- a.+
metales libres, Ca y Mg son inhibigdores de la actividad

enzimgfica. Estos efectos 1inhibitorios no se han encontrado en
las apirasas Pimpernel y Desiree. Probablemente estas ATPasas
vegetales de gramineas presentan ademas del sitio de unicTn
para el complejo nucleotido-metal, sitios de unidén adicionales
para metal y nucleot ido libres. Estos autores han encontrado
también una secuencia de efectividad producida por 1los metales
bivalentes diferente a la encontrada para las 1isoapirasas de

2F L
S. tuberosum , pero en ambos casos el Ca es el cation
bivalente que provoca el mayor efecto activador.

Otra diferencia importante entre las apirasas de S.
tuberosum (solubles) con las ATPasas vegetales presentes en
fracciones microsomales de gramineas, es gque estas ultimas
muestran a ciertas temperaturas una cinética no michaeliana
(Caldwell y Haug, 1981). En cambio, la api rasa no muestra
variaciones de este tipoen esos rangos de temperatura
(Kettlun y col., 1982).

Hay datos que indican que el nivel de nutricidéon mineral

de rafees de trigo y avena es un factor determinante en las
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caracteristicas cinéticas de las ATPasas que participan en el
transporte de iones (Kylin y Kahr , 1973). Esto se explica
porque debido a la adaptacidén, las -funciones -fisioldgicas de
un organismo son absolutamente dependiente del medio ambiente
y en forma especial las de los vegetales (Kylin y Kahr, 1973).
Por otro lado, comparando con una de las api rasas de
origen animal, como es la de pancreas de cerdo que es la Unica

estudiada cinéticamente hasta ahora, se encuentra una
diferencia notoria puesto que el ATP es hidrolizado a un 50%
de la velocidad del Ca-ATP 'y Mg-ATP, siendo los valores
respectivos de Km para ATP y M -ATP seme.j an tes entre si
(Laliberte y col., 1982). En cambio, la apirasa de S.
tuberosum practicamente no presenta actividad ATPéasica o
ADPasica en ausencia de 1ioh metal ico.

Por todos los aspectos descritos, es posible apreciar-
diferencias <cinéticas significativas entre ATPasas vegetales,
api rasa animal y apirasa de S. tuberosum

No hay datos suficientes en la literatura que permitan
hacer una comparacion en cuanto a la especificidad de cation

bivalente con las otras api rasas <ATPasa/ADPasa) vegetales

solubles y ligadas a membrana mencionadas en la Introduccién.

4.3. Interaccién de cationes bivalentes con la api rasa

Por el efecto inhibitorio del Cr(I11)-ATP se ha deducido

que el catiodn bivalente que compleja al nucleotido, para

formar el verdadero sustrato, no Interacciona con la api rasa.
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mas efectivo para activar a esta enzima.

Sin embargo, tampoco se puede descartar, por los

demostrado por estudios de relajacion magnética nuclear que
ninguno de los tres fosforilos del ATP estan coordinados

* 1+ 2*
directamente al cation bivalente <Mn , Co ) unido a la
piruvato quinasa, pero si forman complejos de segunda esfera
(Mildvan y col., 1973; Mildvan, 1979).

Para contestar mas claramente 1la interrogante referente
al esquema de coordinacién de la apirasa, el 1ion metalico y el
nucleotido, se utilizo la te"cnica de resonancia magnética del

N 2T
espfn electrénico <ESR) del Mn<H”,G>E considerando el hecho que
la apirasa hidroliza el complejo Mn-ATP. Esta técnica
confirmatoria, de acuerdo con la nomenclatura usada por
Mildvan <1970), es util para demostrar la existencia de
complejos en que el sustrato hace de puente 'y en que
participan nucleosidos di y trifosfatos. En este caso se
espera encontrar una 1identidad entre los espectros de ESR del
complejo binario, Mn-sustrato vy el del respectivo complejo
ternario, Mn-sustrato-enzima. En cambio, la reduccioéon de la

amplitud de las 6 1fneas del espectro de la solucidn de

Mn<H¢0)t al agregar enzima, demuestra la formacidén de un
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complejo binario E-Mn (Mildvan, 1970).

El di seno experimental inicial con la apirasa tuvo por
objeto comparar los espectros de una solucidon de manganeso en
presencia de esta enzima, y también de la enzima junto al
seudosustrato AMP-PCP, gque es un buen inhibidor de tipo
competitivo de ambas actividades hidrol fticas de la apir-asa.
Los resultados mostraron que la apirasa une directamente el
metal en ausencia de sustrato, pues se observo una alteracio'n
notoria en el espectro de Mn<HLO)”junto con una disminucion de
la amplitud de las 6 lineas. Esta alteracion del espectro se
interpreta como un cambio en la simetria electrénica del Mn
hexah idratado, 1o que en otras palabras significa que la
Primera esfera (o esfera interna) de coordinacion del Mn<H,0)¢*

- \
unido a la enzima se ha distorsionado por la formacidén del
complejo binario Mn-enzima <Reed vy col., 1971). Las grandes
desviaciones de la simetria cubica producen transiciones Tfuera
de 1* region isotropica con la consiguiente "disminucion"™ del
espectro, puesto que las intensidades espectrales se extienden
en un rango amplio y aparecen en varios miles de gauss. Hay
varios ejemplos conocidos de di store iones de los complejos de
Mn<ll.> con proteinas CReed vy Ray, 1971; Reed y Cohn, 1973;
Hatfner 'y col., 1974; Buttlaire y col., 1975; Vi 11lafranca y
col ., 1976). Estos resultados encontrados con la apirasa
Desiree que muestran la union directa del catidon bivalente, Mn¥*
hicieron pensar inicial mente qgue la apirasa es un ejemplo de

complejo metalico dual (seccidén 4.2., esquema e).

oe mididé un valor aproximado de constante de asociacion
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Mn-apirasa a través del espectro de este complejo binario,
N 21-

encontrandose que la afinidad de esta api rasa por el Mn es

comparable con la de 1los sustratos ATP y ADP complejados con

a+ -
Ca . La etapa siguiente Tfue medir el espectro del Mn<H OX en

presencia de AMP-PCP 'y apirasa; pero esta etapa se Vio
imposibilitada de realizar por la escasa sensibilidad del
instrumento, ya que el espectro del Mn<+1¢0)t_con AMP-PCP
mostré una gran alteracion, siendo ne"cesario para seguirlo
agregar cantidades miljmolares de MnOfAO)}Ly AMP-PCP. Para
estudiar el efecto de la apirasa sobre el espectro de este
complejo binario <Mn-AMP-PCP), se habria requerido agregar
apirasa pura también en ese mismo rango de concentracion
<miljmolar), 1lo cual hizo impracticable el experimento.

Aunque no fue posible corroborar el esquema de
coordinacion entre la enzima, el sustrato y el catidon a través

de esta técnica de resonancia magnética, se encontro

inesperadamente que el complejo binario ap irasa-Mn presenta

el fenomeno de h isteresi s. La apirasa une, en ausencia de
nucleotido, también otros cationes bivalentes aparte del
antes sefialados. Por los estudios adicionales de ESR se vio

que el grado de interaccién entre el MnO-i~0)™ vy la enzima
Desi ree es mayor que el correspondiente al 1ion calcio, puesto

que este ultimo catién no fue capaz de desplazar al Mn<Hz0>é
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del complejo binario con la enzima, en ausencia de sustrato.
Ademas, con EDTA desaparecen del espectro de ESR las seis
sefiales del Mn <H ~0)AN libre y la sefial a campo bajo que pone
en evidencia la existencia del complejo Mn-enzima.

La aparicioén del -fendmeno de histeresis en las
jisoenzimas complejadas con metales bivalentes, aunque no
podria asegurarsele un significado fisioldgico, resulto ser-
una buena herramienta para corroborar que® la apirasa liga un
ion metal ico en ausencia del sustrato.

Segun Frieden (1970) este comportamiento puede deberse a
tres causas, como se sefialo en la seccion 3.4.2. De estas tres
posibilidades, se descarté el cambio del estado de agregacion
de la enzima porque no hubo modificacion de la masa molecular
de la apir-asa Desiree en condiciones de histeresis. La otra
posibilidad es un mecanismo de desplazamiento del 1ligando, lo
cual concuerda con la desaparicion de la histeresis al ensayar
la api rasa con concentraciones crecientes de sustrato <Ca-ATP
y Ca-ADP). Este fenomeno deja de ser observado a
concentraciones de Ca-ATP superiores a 0,1 mM <Fig. 17).
Hatfield y col. (1970) tambie"n proponen modelos cinéticos que
se ajustan al desplazamiento de un ligando fuertemente unido a
la enzima. De los diversos modelos propuestos por Hatfield vy
col. <1970) solo uno de ellos se ajusta a los resultados
experimentales obtenidos con la api rasa.

Como se esquematizd en la seccidn 3.4.5_., el modelo
propuesto considera sitios de unién distintos para el ligando

inhibidor (catidon bivalente) y el sustrato <metal-nucleoti do),
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siendo el sustrato el ligando que desplazaria al inhibidor-
unido. La ecuacién desarrolladapara este modelo predice la
dependencia lineal entre la Kap (velocidad con que se alcanza
el regimen estacionario) y la concentracidn de sustrato,
situaciéﬁ que se encontréApara la api rasa.

Los analogos del sustrato Cr-ATP y AMP-PCP anulan la
aparicion del fenomeno de h isteresi s. Estos resultados no
contradicen el modelo antes mencionado” ,de la existencia de
sitios de unidn distintos para el ion metalico y nucleotido
metal, puesto que se puede postular que 1la unidon del sustrato
produce un- cambio conformaci onal en la enzima tal, que altera,
el sitio de union para el 1ion me tal ico libre. Por lo tanto, de
las tres causales de aparicion de histeresis propuestas por
Frieden (1970) y por Hatfield y col. (1970) 1la que se ajusta
mejor en la apirasa a los datos experimentales es la del
desplazamiento de un 1ligando fuertemente unido a la enzima.

Cabe hacer notar que de 1los cationes probados, el Capry
el Zn2 son los que presentaron un efecto menor en el tiempo de
retardo, en cambio el Mn(Hz 0)¢ (para ambas actividades
enzimaticas) y el Co (mas significativamente para la ATPasa)
produjeron un periodo de retardo que alcanzo al minuto. Estos

S . zy
valores permitirian explicar por que el Ca no pudo desplazar

2y
al Mn(Hx 0>6 en los experimentos de ESR y a la vez, el

desplazamiento del Ca , que debid haber estado unido a la

enzima en esas condiciones exper imiéntales (seccié6n 3.4.1.),
2y

por parte del Mn(H x0)» . Probablemente el mayor tiempo de

i
retardo producido por este metal paramagnetico en la



liberae ion del producto es también un re-fiejo de su tur® t

interaccion con la enzima. El' hecho que el complejo bina“

apirasa-MnFt no presente actividad hidrolitica, descarta ;.r
el complejo de coordinacion activo sea el complejo metal c:
dual postulado anteriormente.

Con estos resultados se considero la posibilidad que la
existencia in vivo de apirasa unida a algun metal bivalente
fuera uno de los mecanismos reguladores de esta enzima. Por
esta razéon se cuantifi carén las concentraciones totales de los
nucleotidos ATP y ADP y de algunos metales (Ca, Mg, Co, Zn) en
el tubérculo de S. tuberosum var, Desiree.

De las concentraciones relativas de estos metales

+

anal izados se desprende que el M92 y el Caa_ son los cationes
que podrTan estar participando in vivo, ya sea produciendo la
forma activa del sustrato (complejo metal-nucieot ido) o]
uniéndose directamente a la enzima para producir un efecto
reguiador sobre ella. No puede descartarse tampoco, que el Mnm_

sea el catidn que regule directamente a la api rasa. Esto

podria ocurrir, no obstante su concentraciodn es uno o dos
n ) u+ 2+
ordenes de magnitud menor respecto a Ca y Mg , porque este

cation se une mas fuertemente a la api rasa.

Se podrfa especular que este modelo de regulacién es
factible si se supone que las concentraciones de los
nucleotidos y de los cationes bivalentes encontrados en un
homogeneizado de tubérculo de S. tuberosum reflejan las
correspondientes al mismo compartimento en que se encuentra la

api rasa. Se puede proponer en consecuencia, que los cambios de
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r,ive les de algunos metales y de 1los nucleotidos ATP y ADF en
el tejido del tubérculo podrian ser ua mecanismo regulatorio.
En este modelo se considerarian a los metales bivalentes que
se unen a la apir-asa (en ausencia de sustrato) como

inhibidores, \% a los complejos me tal-nucleoti do como
activadores porque estos complejos desplazarian al metal wunido

<fenorneno de histeresis)

Sin embargo, no hay que olv idar que Si la enzima se
preincuba con el metal en presencia de analogos de sustrato no
se observa aparicidén de histeresis, 1o que indica que tal vez
mfisioldégicamente este -fenémeno no se lleva necesariamente a
cabo en la célula. Pero también hay que tener presente que en
la célula se pueden producir cambios en las concentraciones
locales (distintos compartimientos) de yiuc leoti dos y metales,
por lo que es importante estudiar el fendmeno de histeresis en
las condiciones mas parecidas posibles a las que se producen

in vivo para saber si tiene un significado fisioldgico.

4_.4. Interaccion de 1la apirasa con algunas proteinas

reguladoras en el tubérculo de S. tuberosum .

Se pensé* que las isoapi rasas fueran reguladas por
calmodulina a semejanza con ATPasas vegetales (Dieter, 1934) vy
animales (Klee y col., 1980) a las que se las ha relacionado
con el transporte de cationes. Muchos de los procesos ligados

al ion calcio en tejidos vegetales se han podido relacionar

con la calmodul ina; si bien, no siempre se ha demostrado esta
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situacion en -forma directa, se ha deducido a través del efecto
de las drogas fenotiazini cas, antagonistas de 1la calmodulina
<Dieter y Marine , 1980; Cormier y col., 1982; Dieter, 1984).

Aparte de la acciéon estimuladora sobre ATPasas vegetales
ligadas a membranas, se le reconoce a la calmodulina un efecto
regulador sobre NAD-quinasa, gui natojNAO-oxi do reductasa,
prote ina-qui nasa (Dieter, 1984), aspartato-qui nasa (Sane vy
col ., 1984).

Las propiedades de 1la calmodul ina de origen vegetal son
muy semejantes a las de 1la calmodul ina presente en animales

(Anderson y col._, 1980). Estas similitudes 1incluyen la uni on

dependi ente de CaZP a drogas fenotiazfni cas (trifluoperazi na,
flufenazina, clorpromazi na), la masa molecular (entre 15 a 18
kDa), el punto isoeléctrico (alrededor de pH 4,0), la
composicion de aminoacidos y su respectiva secuencia, la

2+
afinidad por Ca y el grado de activacion sobre las enzimas de

origen animal y vegetal que se ha demostrado son moduladas por
calmodulina (Dieter, 1984).

Este punto se enfocdé aislando calmodul ina del tubérculo
de S. tuberosum siguiendo técnicas de aislamiento basadas en
su estabilidad al calor, su precipitabilidad por sulfato de
amoni o y afinidad por drogas fenotiazfni cas, propiedades
util izadas para la purificacion de calmodulina de otros
tejidos vegetales. La presencia de calmodulina en S .
tuberosuiti ha sido solo mencionada en una revision de Wang y
Wa isitian (1979) que describe su analisis electroforet ico a

partir de un extracto en el que encuentran actividad
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calmodul inica medida por su efecto activador de
fosfodiesterasa de AMPc, dependiente de Ca&%

La presencia de actividad calmodul fnica se detecto” en
S. tuberosum solo después de concentrar el extracto por
precipitacion con sulfato de amonio. La -fraccion proteica
parcialmente purificada, denominada Fr-50, presenté"” diversas
caracteristicas conocidas para calmodulina de origen animal vy
vegetal. Como se ha visto que los, Tosfolfpidos pueden
presentar también efecto estimulador sobre 1la fosfodiesterasa

de AMPc, se probo la presencia de estos compuestos en la
Fr-50. Anich (1984) descartdo la contaminacion con fosfolipidos
por medio de cromatografia en capa fina y posterior revelado
con el reactivo de Dittmer-Lester.

Llama laatencién el efecto que tiene el EG'TA sobre la

accion de esta Fr-50, gque no se comporta en la forma tipica

descrita en la literatura, puesto que la adicidn de
concentraciones mayores de EGTA no logra reducir completamente
la accidn estimuladora. En cambio, la Fr-CaM (calmodul ina
homogénea) es afectada por este gque lante suprimiendo

comp letarriente su actividad. Una explicacién TfTactible es que la

» u
Fr-50 tenga una alta contaminacidon con Ca
n [ 3
Como se mostro en la seccién 3.7., se logro purificar a
homogeneidad lacalmodul 1ina del tubérculo de S. tuberosum

var . Desiree yvar. Ultimus. Esta proteina presento las

caracteristicas conocidas de la calmodul ina proveniente de

otras especies. Estas similitudes incluyen:
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a) masa molecular <17,5 k"Da) ;
b) pl (4,4);
c> estabilidad al calor;
dd capacidad de estimular a la fosfod iester asa de nucleotidos
cfcficos en presencia de Cazru
ed inhibicion de su accioéon por trifluoperazina en una -forma
dependiente de Ca4+
Aunque no se hizo una curva completa de concentracidén de

r~CaMm para cuant ificar su efecto sobre la fosfodi esterasa de
AMPc, se observa que para alcanzar el 50% de la activacidn
maxima lograda para esta enzima, hay que agregar una cantidad
de proteinas considerablemente mayor comparada con la CaM de
bovino (vease la tabla 16). En la literatura se menciona que
la CaM de vegetales: arvejas, man f (Artderson y col., 1980),
esp inacas (Can Eldik y col., 1980), cebada <Schleicher y col .,
1983) presenta la misma actividad bioldgica frente a la
fosfodiesterasa de cerebro de porcino que la CaM del mismo
tejido. Por lo tanto, esta actividad bioldgica tan baja

encontrada de la CaM aislada de S. tuberosum implica que

tiene que haber experimentado desnaturacién durante alguna de

las etapas seguidas para su purificacion. No obstante su
estabilidad al calor, puede ser necesario efectuar la
purificacion de esta prote fna a 4 especialmente la etapa
cromatografica que es muy larga (varios dfas), y no a

temperatura ambiente como se realiz6.

No se hicieron mayores estudios con la CaM en relacidén a

la cantidad de Ca necesaria para lograr su maxima activacion,
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porque esta descrito para la aislada de otras -fuente vegetales
qgue es del mismo orden que para la de origen animal (Anderson
y col., 1980).

La calmodul ina aislada del tubérculo de S. tuberosurr-
purificada a homogeneidad, no presento” ningun e-fecto sobre la
actividad enzimatica de la apirasa al utilizarla a una
concentracién gue activa a la fosfodiesterasa a un valor
correspondiente al 657. de su_ .actividad maxima. Estos
resultados -fueron conf irmados al no encontrar ningun e-fecto
con LaM de corazodn de bovino a concentraciones 10 veces mas
altas que las necesarias para producir la maxima activacién de
la fosfod iesterasa (resultados no publicados). Tampoco se
encontré interaccion especifica entre la apirasa y calmodulina
unida a agarosa (resultados no publicados).

Con estos resultados se descarto la accidn reguladora de
la calmodul ina sobre la apirasa a diferencia de las ATPasas

_ 2t .
vegetales relacionadas con el transporte de Ca . Sin embargo,
esto no descarta que la api rasa esté también impl icada en el
transporte de iones, ya que se ha descrito en yesiculas
purificadas de membranas de retTculo endop lasmico de raices de
Lep id ium sa tiyum que el transporte de Ca en esas vesiculas
es también independiente de calmiodulina (Buckhout, 1984).

El efecto estimulador sobre la api rasa de la Fr-50
(fraccion parcialmen te pur ificada de CaM) se pudo explicar
facilmente al encontrarse una disociacion de los efectos
estimulantes sobre arribas enzimas (api rasa y fosfodiesterasa)

al pasar esta Fr-50 por una columna cromatograf ica considerada
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de afinidad para la calmodulina (TFP-Sepharodse). De esta
columna eluyeron claramente separadas, mediante un brusco
aumento de la fuerza iénica, una fraccién activadora y otra
fracciodn inhibidora de la apirasa y, finalmente al eliminar el
Ca de la columna con EGTA, se 1libero la calmodul ina en forma
homogénea.

De las dos fracciones proteicas elufdas de la columna de
TFP-Sepharodse con NaCl 0,5 M, se caracteriz6o en forma parcial
solo la fraccion actiuadora de la que se dispuso de mayores
cantidades. En cambio, no se pudo estudiar mayormente la
fraccion inhibidora por 1la escasa cantidad que se obtuvo y por

su baja estabilidad en cuanto al efecto inhibitorio sobre la

api rasa. La fraccion activadora presenta las propiedades
tipicas de una protefna: precipitabi 1~dad con sulfato de
amonio, reaccion positiva frente al reactivo de

Fol in-Ci ocalteau, la electrofores is en ge les de pol iacri lami da
muestra bandas que se tifien con azul de Coomassie,

encontrdndose el efecto activador asociado a una de las bandas
de proteinas (Mancilla y col., 1?S0) y no es dializable. Es
una pro teina aun no homogénea por electroforesi s en
condiciones desnaturantes y por electroenfoque. Esta fraccidn
activadora pare ial mente purificada, provoca un efecto
estimulador de un 70V. sobre 1las cuatro 1isoapi rasas ensayadas vy

este efecto es independiente de Ca . La trifluoperazi na
*

también inhibe, aunque a mayores concentraciones, 1la accién de
la proteina activadora de la apirasa, accién que ocurre, a

diferencia de la calmodul iIna, en ausencia de Ca . Esto hace
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suponer que esta droga fenotiazfnica se une a esta protefna a
un sitio de tipo hidrofo"bico que tendrTa alguna similitud con
el que se forma en 1la CaM al unirse el Ca permitiendo asf Ila
unién con la trifluoperazi na (Anderson y col., 1980).

Otra caracteristica de esta fracciodn activador a
encontrada posteriormente, es la probable participacion de
residuos de tirosina en la unidén con la apirasa. Al explorar
los posibles residuos de aminoacidos de ésta Tfraccion
activadora importantes para su 1interaccion con la apirasa, se
ha encontrado que no hay participacién de los grupos tidl icos
por que el reactivo de Ellman no camb ia las prop iedades de esta
"racceone En cambio, se sugiere que tiene residuos de tirosina
esenciales para la interaccidén protefna-protefna, deducido del
efecto inactivador del tratamiento con tetranitrorne tafio previo
a la unidon con la apirasa (Mancilla y col., 1987).

La adicidn de cantidades <crecientes de la fraccion
ac tivadora par-c ialmente purificada sobre la ap irasa Desi ree
produce inicial mente un aumento de su actividad, pero
cantidades superiores a 50 pg de prote Tnas de esta misma
frace ion ya no fueron tan eficientes en su efecto estimulador
(secciédn 3.9.2.). Estos resultados pueden explicarse por una
contaminacion con la fraccién inhibidora, o bien porque esta
fraccion actla en forma distinta a concentraciones elevadas.

No se intento efectuar una posterior caracterizacion de
estas fracciones proteicas hasta lograr obtenerlas en un
estado de mayor pureza. Se las ha considerado prote Trias

reguladoras de las 1isoapi rasas porque se encuentran presente
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en el mismo tejido vegetal.

La presencia de estas dos proteinas reguladoras de las
isoapi rasas no habia sido detectada antes porque en la etapa
de -fraccionamiento con sulfato de amon io se separan, quedando
en el precipitado 0-40""i de saturacidn que hasta ahora se habida
descartado. La existencia de estas dos protemas reguladoras
de la apirasa en el tubérculo de al menos dos variedades de
S. tuberosum (Desirée y Ultimus), hace pensar gque esta
enzima debe tener una funcidén importante en la célula. Junto
con esto, hay pruebas obtenidas en este mismo laboratorio que
indican que la api rasa aumenta su masa durante el desarrollo
del tubérculo <Fanta, 1983). Su  funciodn en el tejido del
tubérculo podria ser mantener un nivel adecuado de ADR
intrace lular ya que este tejido vegetal es muV deficiente en
adenilatoquinasa.La deficiencia en esta enzima se debe
probablemente al escaso numero de mi tocondri as que tiene el
tejido de S. tuberosum (comunicacién personal de G. Laties a
la Dra. A. Traverso). La apir-asa proveeria entonces el ADP y/o
AMP necesarios para alguna via metabodlica. Este mismo tipo
de funcidén productora de ADP por 1la apirasa, ha sido propuesto

por Ribeiro 'y col . (1984) 1los que encontraron api rasa en la

glandula salival de insectos succionadores de sangre, siendo
* N

la funcidn del ADP eneste caso, impedir la agregaciodn

plaquetaria y por ende la coagulaciodn, asegurando de esta

forma 1la alimentacién del insecto.

Otra alternativa de funciodn fisioldgica de la api rasa

ser ia la participacién en el transporte de iones, sugerido por
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Yara 'y Serrano (1981) en vegetales y LeBel y col. <1980) en
tejidos animales. Estos dos grupos independientemente han
caracterizado api rasa unida a fracciones microsomales. Por la
forma de extraer la api rasa de S. tuberosum se considera una
prote ina soluble; sin embargo, no se puede descartar la

posibilidad de que sea una protefna ligada débilmente a

membr anas.
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CONCLUSIONES

1.- oe hd logrado obtener en forma homogénea y estable dos
isoenzimas de la apirasa a partir de dos variedades de

tubérculo de s. tuberosum : Pimpernel y Desiree.

La apirasa pertenece al grupo de enzimas que es inactiva
en ausencia de algan 1ion metéalico bivalente. Una amplia gama
de cationes bivalentes activan a esta enzima, siendo el Ca”el

ma efectivo. Los resultados cinéticos permiten proponer que
f1 esquema de coordinacion de la apirasa con el 1ion metalico vy
el nucleotido corresponde al complejo ternario en que el
sustrato hace de puente entre 1la enzima y el metal <E-S-M>. EI
cation bivalente participa en la reaccion formando el

verdadero----sustrato (metal-nucieoti do). En este complejo
binario, el ion metalico puede cumplir dos tipos de funciones;
activar el atomo de fosforo que va a ser atacado, aumentando
su electrofilia y/o formar un complejo de poli fosfato de una
conformacion apropiada en el complejo ternario con la enzima.

El complejo me tal-nucleoti do no interactuarla con la
aP irasa a través del catidon sino que principalmente a través
de los oxigenos de la cadena pirofosférica, hecho deducido del
efecto inhibitorio del complejo inerte a ligandos Cr<111>-ATP.

be demostrd por espectroscopfa de resonancia magnética
del espin electronico, que la apirasa en ausencia de

3,r
nucleotido liga Mn<Ht 0> formando un complejo binario en que

la simetria del 1ion metalico esta alterada.
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Se descarta la -formacion de un complejo de coordinacidn
activo de tipo metalico dual (E-M(L>3-M), porque el complejo
binario apirasa-Mm practicamente no presenta actividad
catalitica, y si la tiene es menor que la correspondiente a la

api rasa libre (enzima histeretica).

3. - Se postula ademas que la -formacion de este complejo

7N N

- - - o-y _ -
b inar io ap irasa-M , Qque presenta el fenorneno “de his teresis,

pueda tener un significado fisioldgico como un mecanismo

regulador de esta enzima hidrol itica. Si este mecanismo
regulador tuviera significado in vivo , ser-Tan probablemente
_ afF 2-f ; , -

lig y Ca los cationes que formarian este complejo por ser |los
iones metalicos presentes en mayor concentraciodn en el
homogeneizado del tejido de tubérculo de S. tuberosum . Esta

forma enz ima"tica no activa (ap irasa-M 2+7 ) puede activarse
reversiblemente al ser desplazado el metal por el verdadero
sustrato (metal-nucieot ido). A su vez, el catién bivalente no
ejerce su accion inhibidora sobre la enzima que tiene
previamente unido alguan analogo de sustrato (Cr(111)-ATP;
AMP-PCP) . EI mecanismo regulatorio propuesto considera a los
cationes bivalentes que se unen a la apirasa (en ausencia de
sustrato) como inhibidores, y a los complejos

metal-nucfieot ido, como activadores por desplazar al ion

metalico unido.

4. - En la busqueda de mecanismos r-egulator ios de la apirasa

Y 4
in vivo , Se purifico a homogeneidad y posteriormente se
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caracterizo la calmodulina del tubércu lo de S. tuberosum . Se
encontré6 que esta proteina presenta las propiedades generales-
descritas para la calmodulina de origen animal y vegetal: pl,
masa molecular, estimulacion de la fostodi esterase de AMPc vy
efecto de drogas fenot iazinicas sobre su acciodénactivadora;
) s . 2+
siendo estas dos ul tirrias caracteristicas dependientes de Ca
Sin embargo, pese a tener las caracteristicas recién
mencionadas, esta protefna presentdé una actividad bioldgica
muy disminuida (accion estimuladora de la tostodi esterasa)
comparada con la que se describe para la calmodulina aislada
de origen animal y vegetal. Este hecho es atribui ble a una
desnaturaciodn irreversible producida durante las etapas de
purificacién utilizadas.
r

Esta prote ina aislada de ® S. tuberosum con actividad
calmodulinica vy la calmodulina de corazodn de bovino, no
presentan ningin efecto sobre la apirasa a las concentraciones

ensayadas.

5.- De la preparacion parcialmente purificada de calmodulina,

se aislaron también dos proteinas moduladoras de la actividad

apirasica. Una de ellas la activa y la otra la inhibe. De
estas proteinas se caracterizo parcialmente soélo la
estimuladora. Por las técnicas electroforéti cas utilizadas se

aprecia una fraccion proteica bastante impura. Esta fraccidn
ac tivadora no tiene accidn sobre la fosfodi esterasa de AMPc;
en cambio, produce una estimulacidn cercana al 307. de las

cuatro isoenzimas de la apir-asa ensayadas. La accion de esta
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=
prote fna activadora es independiente de Ca y de otros

cationes bivalentes. A semejanza con la calmodulina, su acciodn
es también inhibida por drogas fenot iaz jhicas, pero no
] ] 2+

requiere la presencia de Ca , y el efecto se observa solo a
concentraciones mucho mas altas de la. droga.

Se intenta continuar con el estudio de estas dos
proteinas modificadoras de la actividad apirasica hasta

N *

obtenerlas en forma homogénea 'y estable para su posterior

caracterizacion.

0.- La funcion fTisiologica de la apirasa en tejidos animales vy
vegetales es aun desconocida. Podrfa tener una funcidn
importante en las células de S. tuberosum por la existencia
de proteinas moduladoras de su actividad y por la variacién de
su masa <concentrac i16n) durante el desarrollo del tubérculo.
La funcidn que desempefia puede depender del organismo en que
se encuentre, puesto que en tejidos animales, vertebrados e
invertebrados, esta ligada a membranas; en cambio, en tejidos
vegetales seria principal mente citosolica.

En consecuencia, este es un punto muy interesante de
abordar la dilucidacidn de la funcidn fisiologica de la

api rasa en la cédula.
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