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R E SUMEN

En esta tesis se ha real izado un e s t u d i o  de la apirasa 

: d i f osf oh i dr olasa E.C. 3.<6 .1.5.) o b t e n i d a  de tubérculo de 

dos v a r i e d a d e s  de S, tube r o s u m  , var. Pimpernel y var. 

Desirée. Se describe inicialmente la ruta de puri f icación para 

obtener una p r e p a r a c i ó n  estable y h o m o g é n e a  con la cual se 

r e a l i z a r o n  los e s t u d i o s  cinéticos.

El presente trabajo tuvo dos o b j e t i v o s  principales. El 

p r i m e r o  -fue anal izar la posible función de los m e t a l e s  

b i v a l e n t e s  en la r e a cción h i d r o l í t i c a  c a t a l i z a d a  por esta 

e nzima y el s e g u n d o  estud i a r  algún m e c a n i s m o  regulador de la 

a c t i v i d a d  apirasica.

El primer o b j e t i v o  se a b o r d ó  tratando de conocer el

e s q u e m a  de c o o r d i n a c i ó n  de la e n zima con el metal y con el

sustrato. Esto se e n f o c ó  d e t e r m i n a n d o  los p a r á m e t r o s  c i n é t i c o s
¿ +

para el s u s t r a t o  A D P  y el Ca e n c o n t r á n d o s e  una

c o r r e s p o n d e n c i a  en ambos v a l o r e s  de Km y U m . Se pudo concluir 

que el c o m p l e j o  n u c 1 eotido-metal sería el v e r d a d e r o  sustrato, 

además se p o dría proponer que este c o m p l e j o  n u c 1 eotido-metal 

no i n t e r a c t u a r í a  con la e n z i m a  a través del metal sino a
y / ^ •*

través de los a t o m o s  de o x i g e n o  de la c adena p i r o f o s f o r i c a , 

hecho d e d u c i d o  del e f e c t o  inhibitorio de tipo c o m p e t i t i v o  del 

a n á l o g o  del s u s t r a t o  C r ( I I I ) - A T P  (compuesto inerte al 

interc a m b i o  de 1 i g a n d o s ) .

Con el p r o p ó s i t o  de calcular la c o n c e n t r a c i ó n  real del 

c o m p l e j o  C a - A D P  en las c o n d i c i o n e s  del e n sayo enzimatico, se
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d e t e r m i n ó  la constante de asoci a c i ó n  de este c o m p l e j o  en las 

m i s m a s  c o n d i c i o n e s  de pH y -fuerza iónica. Esta determinación

se r e a l i z ó  por filtración en gel en Sephadex 6-10 y por
, in­

titulación d i recta m e d i a n t e  un e l e c t r o d o  s e l e c t i v o  para Ca

D e n t r o  de este primer punto se e f ectuó un estudio

c o m p a r a t i v o  del e fecto e s t i m u l a d o r  de d i v e r s o s  m e t a l e s
/ / , /

b i v a l e n t e s  aparte del Ca . Lo que m a s  llamo la atención de
/ a.-* a-r

este a n á l i s i s  fue que a l gunos m e t a l e s  (en especial Mn y Cd >

hacen cambiar el cuociente h i d r o l f t i c o  A T P a s i c o / A D P a s i c o ,
i-*-



De estas tres p r o p o s i c i o n e s  de h i s t é r e s i s  se d e s c a r t ó  el 

_ c»nib i o del e s t a d o  de a g r e g a c i ó n  por no encont r a r s e  

m o d i f i c a c i ó n  de la m a s a  m o l e c u l a r  de la api rasa. En cambio, la

que se a j u s t a  bien a los d a t o s  e x p e r i m e n t a l e s  es la segunda

causa ( d e s p l a z a m i e n t o  de un 1 igando) p uesto que 

c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de s u s t r a t o  (Ca-ATP y Ca-ADP)

p r o vocan una d i s m i n u c i ó n  del tiempo de retardo, hasta h a c erlo 

desapa r e c e r .  A d e m á s  los a n á l o g o s  de A T P , A M P - P C P  y

Cr(III ) - A T P ,  impiden la a p a r ición de h i s t é r e s i s  en la enzima.

Se d e t e r m i n a r o n  también las c o n c e n t r a c i o n e s  tisulares de 

a l g u n o s  m e t a l e s  como: Ca, M g , M n , C o , Zn y ademas de los 

n u c l e o t i d o s  di y tri f o s f o r a d o s  de adenina.

El s e g u n d o  o b j e t i v o  de esta tesis fue observar si la

a p i r a s a  <A T P a s a - A D P a s a ) es r e g u l a d a  por calmodulina, a

s e m e j a n z a  de o t r a s  A T P a s a s  de origen vegetal y animal. Para
/ /

ello, se aisló y p u r i f i c o  a h o m o g e n e i d a d  la c a l m o d u l i n a  de 

t u b é rculo de S. tuber o s u m  por técnicas a m pliamente 

descritas. Se c a r a c t e r i z o  la c a l m o d u l i n a  proven i e n t e  de una 

c o l u m n a  de trif 1 u o p e r a z i n a - S e p h a r o s e , d e t e r m i n á n d o se  que 

c o r r e s p o n d í a  a las c a r a c t e r í s t i c a s  ya c o n o c i d a s  de la 

calmodul ina de o tras e s p e c i e s  de origen animal y v e g e t a l . 

Estas c a r a c t e r í s t i c a s  son: m a s a  m o l e c u l a r  <17,5 k D a ) , pl

(4,4), e s t a b i l i d a d  al calor, c a p a c i d a d  de estimular a la 

f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc en p r e s e n c i a  de Ca y la inhibición de 

su acción por t r i f 1uoperazi n a , e f e c t o  d e p e n d i e n t e  de Ca

La c a l m o d u l i n a  a i s l a d a  de S. tuberosum p u r i f i c a d a  a 

h o m o geneidad, no p r e s e n t ó  ningún e f e c t o  sobre la apirasa. De
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t r i f 1u o p e r a z i n a - S e p h a r o s e  eluyeron con f uerza 

dos f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  con p r o p i e d a d e s  

las a c t i v i d a d e s  ATPa'sica y A D P á s i c a  de la 

una de e l l a s  a c t i v a d o r a  y la otra inhibidora, 

dos f r a c c i o n e s  solo se c a r a c t e r i z ó  la fracción 

que la p r o t e í n a  inhibidora se o btuvo en bajas

s i e n d o  a d e m á s  m u y  inestable. La fracción
2+

ialmente p u r i f i c a d a  no depende de Ca para su 

e f e c t o  es r e v e r t i d o  por t r i f 1 uoperazi na en

a un posible papel de la a p irasa en la c élula y 

p r o t e í n a s  que la regulan.
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SUMMARY

The present thesis is a study oí apyrase 

< A T P :diphosphohydrolase E.C. 3 . ó . 1.5.) írom potato tuber,

isolated írom two el onal varieties oí S. tuberosum , v a r .

✓
Pimpernel and uar. Desiree. The pur i í i cat ¡ on procedure

described herein was íollowed in orden to obtain a homoqeneous 

and stable enzyme which was used to carry out the kinetic 

stud i e s .

This work had two main purposes. The í i rst one was the 

analysis oí the possible role oí bivalent m etáis in the 

hydrolytic reaction catalyzed by apyrase. The second purpose 

was to describe a possible regulating mechanism oí this 

enzymatic activity.

The íirst objective was approached by undertaking a

study oí the enzyme-metal-substrate coordination scheme. The
2 +

kinetic parameters íor substrates ADP and Ca were determined. 

Km and Vm valúes were similar íor both substrates. This íact 

lead us conclude that the real substrate oí the enzyme is the 

me tal-nuc 1 eot i de comp 1 ex . ATI? (inert to 1 i gand exchange) is

a substrate analogue, and it is a competitive inhibitor oí the 

reaction. This íact suggests that the me t a l-nuc1eoti de complex 

w o u 1 d interact with the enzyme through the pyrophosphate chain 

and not through the metal.

The association constant oí the Ca-ADP complex was 

measured at the same pH and ionic strength as the enzymatic 

assay in orden to calcúlate its real concentration <in the
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medí u m ) . The association constant w a s  determined by qel

filtration through a Sephadex G-10 column and by direct
1 +

titration with a selectiva Ca electrode.

A comparative study between the stimulatory effect of Ca 

and other bivalent m etáis was performed. The most relevant
2-» ¿-v

finding w a s  that some metáis, especial ly Mn and Cd , modify

the hydrolytic ATPase/ADPase ratio.

Mn(H¿Oj¿ spin resonance s p e ctroscopy <ESR) showed that

apyrase obtained -from S. tuberosum var. Desiree binds to the

oivalent metal in the absence of a substrate. The spectrum of 

2 +
Mn hexahydrate showed a transí tion at 1 ow f i e 1 d a-fter the

addi t ion o-f apyrase. Th i s result indi cates that the enzyme

binds to this metal ( M n 1*) in the absence o-f substrates (ATP,

ADP, etc) and that this binding produces a distortion in the
a-r

e 1ectronic simmetry of Mn(H2,0 ;, . Due to technical deficiencies, it 

was impossible to follow the ESR spectrum o-f the ternary 

complex : a p y r a s e - M n - A M P - P C P .

Apyrase binds to other bivalent metáis. This conclusión 

was drawn -from the -finding that the hysteretic phen orne non 

appears when apyrase is preincubated with bivalent metáis in 

the absence of a substrate (n u c 1eoti d e s ) . This hysteretic 

behavior may be due to: a) molecular aggregation of the 

enzyme, b) displacement of a ligand strongly bound to the 

enzyme or c) 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

XX



aggregation was discarded. D i s p 1 acement of a 1 igand strongly 

bound to the enzyme agrees w e 1 1 with experimental data since 

increasing amounts of substrate concentrat i on (Ca-ATP or 

Ca-ADP) produce a decrease in the 1ag period until it is no 

longer observed. In addition, ATP analogues like AMP-PCP and 

Cr<III)-ATP prevent the enz/me hysteretic behavior o-f the 

e n z y m e .

The concen tr at i on o-f the metáis ions 1 ike Ca , Mg , Mn , 

Co , Zn and o-f the adenine nucleosides di and tr i -phosphate 

was determined in the tuber o-f S. tuber-osum .

The second purpose o-f this thesis was to study the 

possibil i ty o-f the regulation o-f apyrase < A T P a s e - A D P a s e ) by 

calmodulin, as it has been seen in other animal and plant 

A T P a s e s .

Calmodulin from S. tuberosum was isolated and puri-fied 

homogeneity by standard published techniques already 

described. Calmodulin puri-fied using a

tr i-f 1 uoper az i ne-Sepharose column was charac ter i zed . The 

molecular mass <17,5 k D a ) , pl <4,4), heat s t a b i 1 ity,

stimulatory e-f-fect on cAMP phosphod i esterase in the presence
i-ir

o f Ca , and the Ca-dependent inhibí tion o-f calmodulinic 

activity by tr i-f 1 uoper az i ne correspond to the charac ter i st i es 

•found -for other calmodulins isolated from plant and animal 

t i s s u e s .

Homogeneous calmodulin extracted from potato tuber had 

no effect on apyrase. Two proteins however eluted from the 

trif1uoperazine-Sepharose column showed regulatory actiuity,
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one of w h i c h  a c t i v a t e d  and the other inhibíted both A T Pase and 

A DPase h y d r o l y t i c  a c t i v i t i e s  of the e n z y m e .

A c t i v a t i o n  by the p a r t i a l l y  pur i f i ed -fraction is Ca 

independent and i ts effect is r e v e r t e d  by tr i f 1 uoperaz i ne in 

the absence of Ca . The inhibitory fraction could not be

c h a r a c t e r i z e d  because of its 1 ow protein c o n c e n t r a t i o n  and 

h i gh i n stab i 1 i t y .

The possi ble role of apyrase and of its r e g u l a t o r y  

prote ins in the cell is discussed.
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INTROD U C C I O N

* • -  A N T E C E D E N T E S  G E N E R A L E S  SOBRE C a ^  Y ATPasa.

El ion c alcio en tejidos vegetal es tiene un papel crucial 

*' la regula c i ó n  de p r o c e s o s  f i s i o l ó g i c o s  fundamentales. Se ha 

í-geri do que este catión b i v a lente p a r t i c i p a  en d i v ersos

" o c e s o s  cornos m o v i m i e n t o s  de las hojas de la M i m o s a  ;

-ototaxis de las C h 1a m y d o m o n a s  ; m o v i m i e n t o s  de los 

c oropl astos en la Mouoeoti a ; c o r r i e n t e s  c i t o p 1 asmati cas y 

:espolarizacion de m e m b r a n a s  en las c é l ulas de Ni t e 1 la ; 

:recimiento de las p u ntas de los g ranos de p o l e n ;secrec i ón de 

■ a t e r í a l e s  de la pared celular y acción hormonal sobre el 

desarrollo vegetal <Dieter y M a r m é , 1980; Cormier y col., 1982; 

D eter , 1984).

A unque el m e c a n i s m o  de acción del c a l c i o  en estos procesos 

es desconoci d o ,se puede hacer una d istinción clara entre el 

dapel que d e s e m p e ñ a  este ion y e 1 M g  , que es el otro metal 

c valente m u y  abundante que se e n c u e n t r a  en tejidos veget a l e s  y 

animales inclusive en c o n c e n t r a c i o n e s  m á s  altas. El Ca 1 

darticipa en m ú l t i p l e s  f u n c i o n e s  celulares, su concentración 

e xperimenta g r andes c a m b i o s  en los d i s t i n t o s  c o m p a r t i m i e n t o s  

ntrace 1 u 1 ares frente a d i v e r s o s  e s t í m u l o s  fisiológicos, lo que 

e ha p e r m i t i d o  la d e n o m i n a c i ó n  de s e gundo mensajero. En cambio 

el M g  , tiene un papel c o n s t i t u t i v o  en algunas e n zimas y
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ratos en la literatura acerca de cambios de su concentración 

n t r a c e 1 u 1 a r .

i-r
Existen m u c h a s  pruebas de que el bajo nivel de Ca 

c toplasmatico de los vegetales puede aumentar por la acción de

•ormonas y de la luz, a través de una disminución de la

/ « 
actividad A T R a s i c a  r e lacionada con el transporte de este ion y/o

a liberación de Ca unido, o bien por cambios en la

permeabilidad de la m e m b r a n a  por la posible existencia de

canales para calcio <Dieter, 1984).
 ̂ 2.4-

En varios de los procesos -fisiológicos m e d i a d o s  por Ca 

ntervienen también proteínas que son receptores para este 

metal, formando un complejo Ca-proteína activo, como es el caso 

re la calmodulina, proteína muy ubicua en tejidos vegetales y

2.-4
animales. En tejidos vegetales el aumento del Ca 

c i t o p 1 asmatico conduciría a la activación de la calmodulina, 

modulando en forma alostérica a todas las enzimas dependientes
a. 4 a. 4 a

ae este complejo Ca -calmodulina, como por ejemplo, la Ca -Mg 

-ATPasa (Dieter y M a r m e , 1981; 01 ah y col., 1983), la

íAD-quinasa (Anderson y col., 1980; Dieter y M a r m é , 1984), la 

aspartato quinasa (Sane y col., 1984), etc.

Es un hecho conocido que la mitoc o n d r i a  concentra calcio a
íf

expensas del citosol en un orden de 1 0 y en menor grado lo hace
' , y ^

también el retículo e n d o p 1 asm i c o . La calmodulina no tiene ningún
s 3» ■*

efecto en la acumulación de Ca en la mitocondria, en cambio 

esta proteína aumenta la afinidad y velocidad de transporte de 

este catión en sistemas m i crosomales obtenidos de coleoptilos de 

maíz (Dieter y Marmé, 1983).

Gross y Marmé (1978) han demostrado la dependencia de ATP

■



3
sara el transporte de Ca en Criptomonas, en cultivo de células 

en vesículas m e mbranosas de plantas superiores. 

3oster i ormen te , el mismo grupo (Dieter y Marme , 1980 ) comparcí

os requerimientos energéticos y la sensibilidad a inhibidores
z-t-

■e 1aci onados con el transporte de Ca en fracciones

■ni crosomal es y m i tocondr i a 1 es . En estas investigaciones

z
encontraron significativas diferencias en el transporte de Ca 

entre las m i tocondrias de diversos órganos de la misma planta, 

en cambio, no hubo diferencias en las preparaciones microsomales 

de los mismos órganos.

Rasi-Caldogno y colaboradores (1982) han descrito dos

preparaciones de m e m b ranas no mitocondri al es que participan en

a concentración de C a ^  dependiente de ATP en vesículas

membranosas de los internodos de arvejas. Una de ellas, la

fracción mas liviana se caracteriza por ser un sistema de
-* a+ +

transporte antiparalelo H /Ca estimulado por K y saturable a

concentraciones bajas de Mg-ATP. La otra fracción membra n o s a  más

pesada requiere diez veces mas M g - A T P  que la liviana, y es

ndependiente de la gradiente e l e c t r oquímica de protones. Según

estos m i smos autores esta última fracción m e m b r a n o s a  más pesada 
„ a.* a +

contendria la Ca -Mg -ATPasa descrita por Dieter y Marme 

(1980a). Se conocen también fracciones m i c r o s o m a l e s  de

hipocotilos de poroto de soya (Kubovicz y col., 1982), raíces de

maíz (Zocchi y Hanson, 1933) y fruto de m a n z a n a  (Fukumoto y
z*

v'enis, 198ó) que presentan sistemas de transporte de Ca 

dependientes de ATP.

P o h 1man-Nepveu y c o l a b o r a d o r e s  (1979) y Stok y 

colaboradores (1981) han c o r r e l a c i o n a d o  la incorporación y
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*■ 3. * ^

'* ansporte de Ce y M g  con la a c t i v i d a d  A T P a s i c a  de 

•‘acciones mi c r o s o m a ! e s  de rafees de gramíneas. Este m i s m o  tipo 

correl a c i ó n  con r e s p e c t o  a Ca ha sido e n c o n t r a d o  por 

rjckhout (1984) en Le p i d i um sa t i vum y p r e s e n t a d o  en una revisión 

Sze <1984>.A d e m a s  se ha e n c o n t r a d o  que los factores

«.-id i en t al es en que crecen a l g u n a s  gramíneas, como temperatura y
a.-* a-, ,

:onten¡do s a lino de Ca y M g  , influirían en la a c t i vidad 

específica de la A T P a s a  d e p e n d i e n t e  de estos m e t a l e s  <Kahr y 

~ 2 1er, 197Ó; P o h 1m a n - N e p v e u  y col., 1979; Kylin y K a h r , 1973).

Las A T P a s a s  de tejidos v e g e t a l e s  de d i f e r e n t e s  fracci o n e s  

i.Dcelulares han sido c l a s i f i c a d a s  como A T P a s a  de m e m b r a n a  

:íasmática, A T P a s a  mitocondri a 1 , A T P a s a  vacuolar y api rasa 

Serrano, 1983). Esta c l a s i f i c a c i ó n  ha r e s p o n d i d o  a 

:aracterísti cas de pH optimo; e s p e c i f i c i d a d  de substratos, 

‘■ m b i  dores y r e q u e r i m i e n t o s  de c a t i o n e s  bivalentes.

De todas e s t a s  A T P a s a s  descritas, n u e s t r o  grupo ha estado 

‘ t eresado en la a p irasa desde hace largo tiempo, la que fue 

renominada así por M e y e r h o f f  <1945) porque h i d r o l i z a  A T P  y ADP 

p ro duciendo f i n a l m e n t e  A M P  y P i :

2*
ap i r asa , M

A T P  + H^O --------------— 7 A D P  + Pi + H + Ec . 1

ap i r a s a , M

A D P  + H^O --------------- •> A M P  + Pi + hT Ec. 2
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Anich, 1984), ol igomici na y az i da (resultados no publicados) 

muestra un patrón de comportamiento de la apirasa que no 

corresponde a ninguna de las ATPasas antes mencionadas.

Esta tesis analiza la función del Ca en la reacción 

catalizada por la apirasa de Solanum tuberosum y el posible 

■ecanismo de acción y regulación de esta enzima.

3.- APIRASA <ATP-difosfoh idrolasa E.C. 3 . ó . 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 y raíz de garbanzo se han 

encontrado en forma insoluble asociada a membranas (Tognol i y 

“ arré”, 1981; Vara y Serrano, 1981).

A su vez Jolliot y col. <197ó) y Fakrai y Hall (1984) 

describen la presencia de una actividad A T P asica dependiente de
i-t y

Ca unida a fracción microsomal en tubérculo de S. tuberosum 

que 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 

1 a ap i rasa.



ó

Oparka <198ó) tratando de buscar la participación de una 
i-» ^

Ca -ATPasa en el proceso de 1 iberacion de sacarosa en

tubérculo de S. tuber osum observcí, por estudios c i toqu ím i eos ,

que la actividad A T P a s i c a  se ubicaba en el plasmalema del

parenquima de a l m a c e namiento de almidón y también en el
/ ,

citoplasma de dichas células, pero no asociada a ningún 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 mención de las

preparaciones de api rasa, libres de m i o q u i n a s a  o adeni 1 qui nasa

que podrían enmascarar la acción catalítica de la api rasa, dado

que tanto la api rasa (ATPasa-ADPasa) como un conjunto de

adeni 1qui nasa y A TPasa dan los m i s m o s  productos (AMP + 2Pi>.

Harper y colaboradores (1978) y Lebel y colaboradores (1980)

encontraron apirasa en la fracción microsomal de páncreas de

rata y cerdo respectivamente. Knowles y colaboradores (1983) la

*
describen en m e m brana plasmática de los siguientes 

teji d o s :hígado y cerebro de ratón, riñon de perro, sarcoma de 

ratón y en tres diferentes tumores humanos. También se 1 a ha 

encontrado en glándulas salivales de ciertos mosquitos 

chupadores de sangre (Ribeiro y col., 1984; Sarkis y col., 

1 9 8 Ó ) .

En nuestro laboratorio se comenzó la investigación sobre
✓

las api rasas del tubérculo de jS_. tuberosum en 1958 y su

/ ✓ 
proposito ha sido el llegar a conocer su mecanismo de acción y

la función que podrían desempeñar en el metabolismo celular de

los tejidos vegetales. Cabe hacer notar que nuestro grupo de
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investigación ha sido p i o n e r o  en la p u r ificación y

c a r a c t e r i z a c i ó n  de estas e n z i m a s  pirofosfoh idrolas i cas del 

tubérculo y del brote de Sj. tuberosum (Ualenzuel a y col., 1973; 

Anich, 1984). Por ello se d e s a r r o l l o  inicialmente un esquema de 

purificación, para continuar d e s p u é s  con los estud i o s  de

e s p e c i f i c i d a d  de sustrato, identificación de los r e s i d u o s  de
✓

a m i n o á c i d o s  del sitio activo y f inalmente algunos estudios 

e s t r u c t u r a l e s  p r e l i m i n a r e s  de esta enzima.

Esp ec i f i c i d a d . Desde los p r i m e r o s  e x p e r i m e n t o s  sobre

especificidad, se e s t a b l e c i ó  que la apirasa no catal i z a  la 

h i d r ó l i s i s  de los e n l aces f o s f o m o n o e s t e r e s , ni la de los

a nhídridos m i x t o s  como el aceti 1 f o s f a t o , ni la de los enlaces 

p irofosfor icos cuyas c a d e n a s  están esterifi cadas por ambos

extremos <Cor i y col., 1 9 ó 5 ; Aron y col., 1974). Con el empleo 

de A T P  m a r c a d o  en el f o s f o r i l o  y (Traverso-Cor i y Cor i , 1982) 

y A T P  m a r c a d o  en el fosfor i 1 o (i (Traverso-Cor i y col., 1985)

se d e m o s t r ó  que esta e nzima h i d r o l i z a  secuenci almente los 

fosfori los y y p del ATP. Este hecho fue a p oyado además por una 

fuerte inhibición de tipo c o m p e t i t i v o  por ATP sobre la

hidr ól i s i s  de A D P  ( T r averso-Cor i y col., 19ó5). P o s t e riormente 

se sintet i z a r o n  n u m e r o s o s  d e r i v a d o s  di y trifosforados 

sintéticos (Del Campo y col., 1977). Es posible que en el sitio 

activo de la enzima exista una región apolar lo s u ficientemente 

inespecffica que pueda acomodar g r u p o s  tan d i f e r e n t e s  en tamaño 

como es un proton, en caso de piro y trifosfato inorgánicos 

(Kettlun y col., 1982), metilo, octi 1 o (Del C ampo y col., 1977) 

o bien el c o m p l e j o  de M i c h a e l i s  de t r eonil-tRNA sintetasa unido



* A T P  (Allende y col., 1970). Se puede concluir que la apirasa 

tiene m u y  baja e s p e c i f i c i d a d  frente a la porción o r g ánica del 

sustrato, la cual puede estar inclusive ausente <p i r o f o s f a t o s  

i norgan icos) .

En cambio, es importante la e s t r u c t u r a  de la porción 

p i r o f o s f ó r  i ca del s u s t r a t o  para la c a t á l i s i s  p uesto que la 

s ustitución del puente de o x í g e n o  del grupo P-O-P por un 

~eti leño <-CH z -) en posición < * , / 3 o b i e n ^ , y  impide la 

c a t á l i s i s  h i d r o l í t i c a  de e stos a n á l o g o s  de A T P  pero no su unión 

a la apirasa, porque son e f e c t i v o s  inhibidores c o m p e t i t i v o s  (Del 

Campo y col., 1977; Kettlun y col., 1982). A su vez el r e e m p l a z o  

d e 1 «tomo de o x i g e n o  como puente por un átomo de nitrógeno, no 

rripide la acción hi drol itica de la a p i r a s a  de S. tuberosum, como 

ha sido d e s c r i t o  por H o r o m y  y c o l a b o r a d o r e s  (1983). Estos 

a u t ores u t i l i z a r o n  los a n á l o g o s  e s t r u c t u r a l e s  del A T P  para 

demostrar la e x i s t e n c i a  de e t a p a s  en que o c u rría la 

transferencia de p r o t o n e s  en r e a c c i o n e s  e n z i m a t i c a s  de 

t r a n s f e r e n c i a  de fosforilo.

Finalm e n t e ,  c a m b i o s  en el largo de la cadena 

p i r o f o s f o r i c a , como es el caso del a d e n o s í n t e t r a f o s f a t o , reducen 

* a v e l o c i d a d  de 1 iberacion del or t o f o s f a t o  a v a l o r e s  m e n o r e s  de 

un 50X en c o m p a r a c i ó n  con la del A T P  (Liebécq y col., 1962).
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diferencias en la velocidad de hidrólisis de los sustratos ATP y 

ADP (Traverso-Cor i y col., 1970; Carrasco, 197$). Con el 

proposito de encontrar explicación a las diferencias cinéticas 

de los cuocientes hidrol 'ticos de las actividades ATPásica y 

ADPasica de las i soenzimas, se eligieron dos isoapirasas 

purificadas a partir de diferentes variedades clónales que 

sirvieron como m odelo para este estudio. Una de ellas ha sido la 

apirasa Pimpernel de cuociente A T P a s  i co/ADPás i co 10 y la apirasa 

Desiree de cuociente hidrolítico 1 ,0 .

El estudio de las diferencias en las velocidades de

hidról isis de los sustratos ATP y ADP se enfoco mediante el 

análisis comparativo de los aminoácidos del sitio activo que

Partici par ian tanto en la unión como en la catálisis.

Pruebas indirectas han sugerido la posible participación 

Pe residuos de tirosina en la actividad apirásica, puesto que 

as preparaciones que se efectuaban con inhibidores de la 

tirosinasa (cupferron, CN , mercaptoetanol , metabi su 1fito y 

acido tiogl i col ico) mejoraban en cuanto a su actividad

específica y estabilidad ( M a l e n z u e 1 a y col., 1973). La adición 

de tirosinasa en presencia de pirocatecol a una fracción 

nomogenea de apirasa produjo la inactivación de la ATPasa y 

ADPasa, junto con la aparición de dos nuevas bandas de proteínas 

que se separaron por e 1 ectroforesis y que resultaron ser

inactivas. Posteriormente se c o m p r o b ó  que la acción de la 

tirosinasa sobre la apirasa era indirecta, siendo a través de 

los productos de oxidación del c a t e c o l . Esto fue deducido al 

observar el mismo efecto inactivador al separar la apirasa de la 

tirosinasa a través de una m e m brana de dial isis, siempre que se
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a d i c i o n a r a  pirocatecol ( O a l e n z u e l a  y col., 1973).

Los e s t u d i o s  con m o d i f i c a d o r e s  nuc 1 eof í 1 i eos de proteínas, 

entre e l l o s  yodo, N-aceti 1 imidazol y tetranitrometano, que 

d e n v a t i z a n  en forma r e l a t i v a m e n t e  e s p e c í f i c a  los r e s i d u o s  de 

tirosina, r e p r e s e n t a r o n  las p r u e b a s  p r e l i m i n a r e s  de la 

- a n t i c i p a c i ó n  de este tipo de r e s i d u o s  en el sitio a ctivo de las 

dos a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  de la a p i r a s a  (Ualen z u e l a  y col., 

1973; K e t t l u n  y col., 1981 y 1982). La p a r t i c i p a c i ó n  de r e s iduos 

de c i s t e i n a  fue e x c l u i d a  por la i n s e n s i b i l i d ad  de la apirasa 

frente a p - c 1 o r o m e r c u r  i b e n z o a t o  y *1 ácido

bj_s-di t i on i trobenzoi co ( V a l e n z u e l a  y col., 1973; Kettlun y col., 

1982).

La a l q u i l a c i ó n  de la a p i r a s a  con el r e a c t i v o  de Koshla nd 

( b r o m u r o  de 2 - h i d r o x i - 5 - n i t r o b e n c i  1 o) p r o d u j o  la p e rdida de 

a mbas a c t i v i d a d e s  h i d r o l i t i c a s ,  lo que ha s u g e r i d o  la p r e s encia 

de r e s i d u o s  de t r i p t o f a n o  en el s itio a c t i v o  de la enzima 

( V a l e n z u e 1 a y col., 1973; K e t tlun y col., 1981 y 1982). 

P r o b a b l e m e n t e  el r e s i d u o  de t r i p t o f a n o  p o d r í a  formar parte del 

s i t i o  de unión de la parte o r g á n i c a  (purinas) de los n u c l e o t i d o s  

de adenina, p u e s t o  que m o d e l o s  e x p e r i m e n t a l e s  han d e m o s t r a d o  que 

este a m i n o á c i d o  a r o m á t i c o  puede interactuar con el a nillo de la 

a d e n i n a  (Siegel y N a u m a n , 197ó>.



Los p e r f i l e s  del l o g a r i t m o  de L>m y pKm en f u n c i ó n  del pH 

m o s t r a r o n  una s o l a  inflexión s i g n i f i c a t i v a  a pH entre 4,0 y 5,0 

p a r a  las a c t i v i d a d e s  A T P á s i c a  y A D P á s i c a  ( O a l e n z u e l a  y col., 

1973), lo que permitió" s u g e r i r  la partici pac ión de g r u p o s  

carboxfl icos. La i m p o r t a n c i a  de e s t o s  g r u p o s  en la reaccio'n 

c a t a l i z a d a  por la a p i r a s a  se vio c o n f i r m a d a  por la inactivación 

^as a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  y A D P á s i c a  por acción de 

carbodi - imi da s o l u b l e  en agua ( O a l e n z u e l a  y col., Kettlun y 

c o l ., 1981 y 1982).

Los p e r f i l e s  de pH de Dixon y W e b b  no m o s t r a r o n  

i n f l e x i o n e s  que p e r m i t a n  s u gerir una clara p a r t i c i p a c i ó n  de 

r e s i d u o s  b á s i c o s  en la a cción c a t a l í t i c a  de la h i d r ó l i s i s  de 

p i r o f o s f a t o s  por la a p i r a s a  ( O a l e n z u e l a  y col., 1973); sin 

embargo, e x p e r i m e n t o s  e f e c t u a d o s  con 2 , 3  - b u t a n o d i o n a  y 

f e n i l g l i o x a l ,  a p o y a r o n  la participaci ón de r e s i d u o s  de a r g inina 

en el s i t i o  de unión de la a p i r a s a  a los s u s t r a t o s  A T P  y A D P  

(Kettlun y col., 1981 y 1982). Esta s u g e r e n c i a  es a p oyada por 

e x p e r i m e n t o s  e f e c t u a d o s  con m o d e l o s  (Cotton y col., 1973) los 

c u a l e s  indican que los g r u p o s  g u a n i d i n i o  de los r e s i d u o s  de 

a r g i n i n a  neutral i zarían las c a r g a s  n e g a t i v a s  de los grupos 

pir ofosfóri eos f a c i l i t a n d o  así el ataque n u c l e o f í l i c o  sobre el 

atomo de f ó s f o r o  por algún g r u p o  de la e nzima o por el -OH del 

a g u a .
✓

La acción de los i n a c t i v a d o r e s  d i r i g i d o s  hacia los 

a m i n o á c i d o s  del sitio activo, ha p e r m i t i d o  concluir que tanto en

11

la isoenzima Pimpernel (cuociente A T P á s i c o / A D P á s i c o  = 10) como 

en la isoenzima Desiree (cuociente A T P a s i c o / A D P á s i c o  = 1)
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p a r t i c i p a r í a n  r e s i d u o s  de tirosina, triptofano, arginina y 

grupos c a r b o x i 1 icos. Pero se han e n c o n t r a d o  difer e n c i a s  

s i g n i f i c a t i v a s  en las v e l o c i d a d e s  r e l a t i v a s  de inactivación de 

las a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  y A D P a s i c a  con algunos m o d i f i c a d o r e s  

(Kettlun y col., 1982). Por ejemplo, la isoapirasa Desi ree 

presento igual v e l o c i d a d  de inactivación para las activ i d a d e s  

y A D P a s i c a  con todos los m o d i f i c a d o r e s  usados; en 

cambio, en la isoapirasa Pimpernel la a c t i v i d a d  A T P a s i c a  r e s u l t ó  

ser m u c h o  m a s  sensible frente a la m o d i f i c a c i ó n  de r e s iduos de 

tirosina y triptofano ( V a l e n z u e l a  y col., 1973; Kettlun y col., 

1982).

Hay v a r i a s  formas de interpretar estas d i f e r e n c i a s  en la 

inactivación de las dos i soap i rasas en cuestión. Entre ellas 

p o demos señalar que podrida haber un n ú m e r o  diferente de r e s iduos 

de tirosina y tripto f a n o  involucrados en las a c t i v i d a d e s  

ATF>asica y A D P a s i c a  de la isoenzima Pimpernel, o bien una 

d i s t i n t a  d i s t r i b u c i ó n  o a c c e s i b i l i d a d  de estos mi smos en el 

sitio a c tivo de las r e f e r i d a s  a c t i v i d a d e s  enzimáticas. A d e m a s  

los s itios de las a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  y A D P a s i c a  podrfan 

hacerse d i s t i n t o s  por e f e c t o  de c a m b i o s  conformaci onal es 

p r o d u c i d o s  por los s u s t r a t o s  A T P  y A D P  <Koshland, 1959) en 

isoenzimas con d i f e r e n t e s  c o n f o r m a c i o n e s  iniciales. No se 

d e s c a r t a  la p o s i b i l i d a d  que la e x p l i c a c i ó n  a las d i f e r e n c i a s  se 

deba tamb i en a todas 1 as pos i b i 1 i d ades menc i o n a d a s .

3*B. Carácter ist i cas Estructural e s . Las d i s t i n t a s  v a r i e d a d e s  

c l ó n a l e s  de _S^ t u b e rosum contienen, en el tubérculo,



i soap i risas que presentan p r o p i e d a d e s  f i s i c o q u í m i c a s  y cinéticas 

cara c t e r í s t i ca s .  Como se m e n c i o n ó  en la sección 2.B, en relación 

a1 sitio activo, los tipos de r e s i d u o s  de aminoá c i d o s  

involucrados en la u n i ó n  del s u s t r a t o  y en la c a t á lisis serían 

c u a l i t a t i v a m e n t e  los m i s m o s  en las isoenzimas Pimpernel y 

Des i ree que exhiben c u o c i e n t e s  A T P a s  i c o / A D P a s  i co diferentes.

El cuociente A T P á s i c o / A D P á s i c o  de 10 para la isoapi rasa 

Pimpernel y de 1 , 0  para la Desirée, se debe e x c l u s i v a m e n te  a los 

d i s t i n t o s  v a l o r e s  de O m  de estas a c t i v i d a d e s  h i d r o l í t i c a s  y no a 

r e s p e c t i v a s  Km porque ambas isoenzimas presentan
✓

p r á c t i c a m e n t e  la m i s m a  a f i n i d a d  hacia los s u s t r a t o s  ATP y A D P  

(Kettlun y col ., 1982).

Las e n e r g í a s  de a c t i v a c i ó n  para ambas a c t i v i d a d e s  

h i d r o l í t i c a s  de las i s oapirasas fueron semejantes, lo que no 

p e r m i t i ó  dar n i n g u n a  luz sobre los d i f e r e n t e s  c u o c i e n t e s  entre 

as L'm de 1 as ac t i v i dades h i drol ¡ t i cas de ambas i soenz i m a s ; no 

ob- <nte , la igualdad de los v a l o r e s  de la e n e r g í a  de activación 

s u g e r i r í a  que el mecani smo c a t a l í t i c o  de ambas isoenzimas es

13

común (Kettlun y col., 1982).

Como no se pudo atribuir las d i f e r e n c i a s  c i n é t i c a s  a los
✓

a m i n o á c i d o s  del sitio activo, se hizo una c o m p a r a c i ó n  entre la 

c o m p o s i c i ó n  de a m i n o á c i d o s  totales y sus r e s p e c t i v o s  r e s iduos 

ami no-termi nal es de las isoapi r a s a s  Pimpernel y Desiree. La 

p r o p o r c i ó n  de r e s i d u o s  de a m i n o á c i d o s  b á s i c o s  y ácidos 

e n c o n t r a d o s  para ambas e n z i m a s  fue e s e n c i a l m e n t e  la m i s m a  

(Manc i l l a  y col., 1984), lo que tampoco p e r m i t i ó  explicar las 

d i f e r e n c i a s  m a r c a d a s  en los pl de la e n z i m a  Pimpernel <pl= 8,74)



14

y de la Desirée <pl = ó,ó?) (Kettlun y col., 1982).

/ ✓ ' /
Los residuos de acido aspartico y glutamico de proteínas

vegetales presentan -frecuentemente un alto porcentaje de

✓ ,
amidacion con respecto a las proteínas de origen animal; este 

hecho sugirió que la diferencia de dos unidades de pl entre las 

isoapirasas podría deberse a un distinto grado de amidacion de 

estos residuos ácidos. Al desaminar enzimaticamente estas

deben solamente a un distinto grado de amidacion de ambas 

prote Trias. Ha quedado aun en pie la incógnita en cuanto a que 

las diferencias fisicoquímicas 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 exposición al 

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

C.- OBJETIVOS

Para el desarrollo de la línea de investigación de nuestro 

laboratorio sobre m ecanismos enzimáticos de hidrólisis de 

enlaces pirofosfori e o s , se ha escogido como modelo a la apirasa 

o ATP-difosfoh i d r o l a s a , por sus características de especificidad 

hacia el tipo de enlace que actúa, y por su fácil extracción del 

tubérculo de S. t u b e r o s u m . Dentro de la problemática planteada 

se ubica la hipótesis de trabajo que se puede enunciar a través



15
de las sigui e n t e s  interrogantes:

La p r imera p r e gunta se abordo m e d iante la dilucidación 

cinética entre dos p o s ibles e s q u e m a s  de coordi n a c i ó n  en que el 

metal puede hacer de puente entre la enzima y el sustrato

(E-M-S) o bien es el s u s t r a t o  el que hace de puente entre la

enzima y el metal <E-S-M) (Mildvan, 1970). Estos estudios

c i n é t i c o s  se basaron en la c o m p a r a c i ó n  de los p a r a m e t r o s  Km y Um 

para los n u c l e o t i d o s  y para el metal , de a c uerdo con lo

p r o p u e s t o  por Dixon y W e b b  <1979). Como este m é t o d o  c i n é t i c o  no 

permite discri m i n a r  si el metal u nido al s u s trato interactua 

también con la e nzima h a c i e n d o  de puente entre ambos, se utilizo’ 

ademas el c o m p l e j o  inerte C r < I I I ) - A T P  d e s c r i t o  por C l eland y 

c o l a b o r a d o r e s  (Janson y Cleland, 1973; D a n e n b e r g  y Cleland, 

1975). Se a n a lizo también en la presente tesis la e s p e c i f i c i d a d  

hacia m e t a l e s  b i v a l e n t e s  de las a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  y A D P a s i c a  

de las i soapi rasas.

La p r e g u n t a  se a bordo también m e d i a n t e  e s t u d i o s  de unión

f
de la a p i r a s a  a m e t a l e s  bivalentes, s e g uido por e s p e c t r o s c o p i a
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de resonancia del espfn electrónico del M n ( H x O)t .

En la segunda interrogante enunciada en esta tesis sobre 

algún m e c a nismo regulador de la api rasa, se considero la 

posibilidad de la existencia de la enzima unida a metales 

bivalentes como uno de los m e c a n i s m o s  reguladores existentes i n 

vivo. Por esta razón se determinaron las concentraciones totales 

de algunos de los m e tales bivalentes: Ca, M g , M n , Co y Zn , y de 

los nucleotidos ATP y A D P  en el tubérculo de S. tuberosum var. 

Des i r e e .

Se pensó también que la apirasa podría ser regulada por la 

calmodulina a semejanza de otras A T P a s a s  vegetales involucradas 

en el transporte de iones (Dieter y M a r m é , 1981; 01 ah y col., 

1983; Dieter; 1984). Fue importante demostrar la existencia de 

esta proteína reguladora en el tejido del tubérculo de S_. 

tuberosum porque la breve m e nción hecha en la revisión de W a n g  y 

Uaisman (1979) no -fue estimada concluyente por la autora de esta 

tesis. Con este p r o p ósito se purifico" y caract e r i z o  la 

c a lmodulina del tubérculo de S. tuberosum y se estudio su efecto

sobre la apirasa.
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M A T E R I A L E S  Y M E T O D O S

2.1. Material B i o l ó g i c o

Se utiliz a r o n  tubérculos de S . tuberosum de las s iguientes 

variedades! Desiree, Pimpernel y U l t i m u s  c e didos gentilmente 

por el S r . Hugo Guggl iermetti del Instituto de Inves t i g a c i o ne s  

A g r o p e c u a r i a s  "La Platina".

2.2. R e a c t i v o s  q u í m i c o s  y m a t e r i a l e s  cromatogr á-f i eos

De Sigma Chemical Co. (St. L o u i s , U.S.A.) se obtuvieron los 

s i g u i e n t e s  productos: A T P  <A 5394), A D P  grado III <A 2754),

N A D P  <N  0505), N A D H  grado III <N 8129), PEP <P 7002),

«í-D< + )-gl ucosa <0 5000), AMPc <A 6885), BSA <A 4378), MES,

HEPES» T r i z m a  base, CaCl¿ ,SDS, azul de Cibacron <F36-A), azul

de Coomassie R, acrilamida, bis-acri 1ami d a , éter

1,4-butanodiol digl i c i d í 1 i c o , Sephadex G-10, Sephadex G-100, 

Sepharose 4 B , r e a c t i v o  de Fol i n Ciocalteau, an-fol i tos rango de

pH 3-10, gl i c i 1-gl i c i na , p i r o n i n a  8 , tr i -f 1 uoperaz i na ,

e s t á n d a r e s  de m a s a  m o l e c u l a r  para g eles en S D S , Dowex 5QW-X2 

< H + ), c a l m o d u l i n a  de corazón de bovino, h e x o q u i n a s a  (EC

2.7.1.1.) tipo III de levadura de panadería,

G - 6- P - d e s h idrogenasa <EC 1.1.1.49.) tipo VII de levadura de



panadería, piruvato qu i nasa (EC 2.7.1.4.) tipo III de músculo 

de conejo, lactato deshidrogenasa <EC 1.1.1.27.) tipo IX de 

músculo de conejo, f osf od i esterasa de AMPc (EC 3.1.4.17.) de 

corazón de bovino deficiente de activador y

5 -adeni 1ato-desami nasa <EC 3 . 5 . 4 . 6.) de músculo de conejo.

De Merck (Darmastadt, R.F.A.) se obtuvieron los

siguientes productos de grado pro anal isis: acido succínico,
* ¿
acido tiogl icol ico, sulfato de amonio para fines bioquímicos, 

cloruro de sodio, TCA, epiclorhidrina, /3-alanina, glicina, 

EDTA, E 6T A , MnSO^ , MnCla , ZnCl j, , CoCla , N¡C1X  , CdCl^ , 

CuClA , C r ( N O j ) 3 y benceno.

El acido su 1fosal icí1 ico se adquirió de Riedel de He in 

<S e e 1z e - H a n n o v e r , R.F.A.); el alcohol isobutílico fue de Cario

Erba y el C h e l e x — 100 se obtuvo de Bio~Rad Laboratories

(California U.S.A.). Finalmen te de M iles Labor ator i e s (Indiana 

U.S.A.) se adquirió: persulfato de amonio, TEMED, riboflavina 

y azul de b r o m o f e n o l .

El agua utilizada fue destilada, excepto para los 

estudios con cationes bivalentes en que se trato" previamente 

con Chelex-100.

18

2 . 3 .  De ter minac ión  de p r ot e  ín a s

La concentración de protefnas se determino por los 

siguientes métodos: a) absorbanci a a 280 nm para el anal isis

relativo de e 1 ui dos de columnas cromatográfi c a s ; b) m é t o d o  de
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W a r b u r g  y C h r i s t i a n  <1941) en las d i v e r s a s  e tapas de 

p u r i f i c a c i ó n ;  y c> m é t o d o  de Lowry (Lowry y col., 1951) para 

^as f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  m á s  puras.

2.4. D e t e r m i n a c i ó n  de la p u r e z a  de las f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s
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mL) contenía acr i lamida al 2,5'/.; b i s-acr i 1 am i da al 0,625'/.;

TEMED al 0,058'/. <v/v) y riboflavina al 0,0005%. El ge 1

espaciador de pH 4,3 <1,7 m L ) , se preparo en acrilamida al 7/

y bis-acri 1ami da al 0,2/ conteniendo TEMED al 0,5/ <v/v) y

persulfato de amonio al 0,07'/.. La muestra se aplico’ en

sacarosa al 207. siendo el volumen máximo aplicado 0,15 m L . Se

utilizo7 pirón i na B como colorante indicador del frente 
/

e 1 ec trofore t i c o .

El amortiguador de e 1 ec trof ores i s fue |3-alanina 35 mM y

* ' s X
acido acético 14 mM a pH 4,5. La corrida se efectuó en camara

j  O x _
fría a 8 . Se aplico una corriente constante de 2,5 mA por

tubo, hasta que la pironina llego al fondo del tubo de gel. El 

polo positivo estaba en la camara superior.

Los geles se tiñeron por dos horas a temperatura 

ambiente con azul de Coomassie R al 0,25% en metanol 45% 

<v/v), acido acético 9% <v/v> según Weber y Osborn <1969). El 

desteñido se realizó por difusión en etanol 5% <v/v) y ácido 

acético 7,5% <v/v) (Deber y Osborn, 1969).

Para la detección 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 1 o 

menos por una hora a 4 U . El ensayo enzimatico se efectuó como 

se describe en la sección 2.5., tomando 0,1 mL de cada 

fracción elufda del gel y determinando el Pi liberado por el 

método colori metrico de Fiske-SubbaRow <1925).
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2.4.2. 

de SDS

E l e c t r o f o r e s  i s  en g e l e s  de pol  i a c r i  1 ami da  en p r e s e n c i a

L* e l e c t r o f o r e s i s  en c o n d i c i o n e s  d e s n a t u r a n t e s  se 

real izo de a c u e r d o  a Laemmli (1970). La m u e s t r a  (apirasa, 

c a l m o d u l i n a  o fracción a c t i v a d o r a  de apirasa) se incubo a 1 0 0 ° 

por un m i n u t o  y m e d i o  en p r o p o r c i ó n  1 : 2  <v/v) con

a m o r t i g u a d o r  Tris-HCl 62,5 mH, c o n t e n i e n d o  SDS 3%, 

2-mercap toetanol 5% <u / v ), glicerol 10% <v/v> y azul de

bromofenol 0,02%. E s t a s  m u e s t r a s  así tratadas fueron a p l i c a d a s  

en g e l e s  c i l i n d r i c o s  de 0 , 6  cm de d i á m e t r o  interno y 1 0 cm de 

largo que c o n t e n í a n  un v o l u m e n  de 2,7 mL de acri lamida al 10%, 

b i s - a c r i 1 ami da al 0,27%, T E M E D  al 0 , 0 5 %  <v/v>, SDS al 0,2% y 

p e r s u l f a t o  de a m o n i o  al 0,04%.

El a m o r t i g u a d o r  de la e 1e c t r o f o r e s  is fue Tris-HCl 25 m M ,

e l e c t r o f o r e t i c o ,  azul de bromofenol , llegó hasta el fondo de 1 

tubo. El polo p o s i t i v o  e s t a b a  en la c amara inferior. Durante 

la c o r r i d a  la t e m p e r a t u r a  se m a n t u v o  entre 8 y 1 2  m e d i a n t e  

una doble c a m a r a  r e f r i g e r a d a  por agua corriente.

El p r o c e s o  de tinción y d e s t e ñ i d o  se e f e c t u ó  de acuerdo 

a la m e t ó d i c a  d e s c r i t a  en el C a t á l o g o  LKB <1980). Los geles se 

f i jaron y tiñeron al m i s m o  tiempo con á cido a c é t i c o  5% <v/v), 

etanol 50% <v/v> y azul de C o o m a s s i e  R 0 , 1 2 5 %  durante 16 h a



22

t e m p e r a t u r a  ambiente. El d e s t e ñ i d o  se hizo por difusión, 

c a m b i a n d o  cada 2 h las s i g u i e n t e s  soluciones: a) etanol 407 

<v/u> y á c i d o  a c é t i c o  37 (v/v); b) etanol 307. ( v / v ) y ácido 

a c é t i c o  3 ,57.; esta solución se uso por dos veces consecutivas; 

c) etanol 207. (v/v) y ácido a c é t i c o  47. (v/v). C u a n d o  fue 

n e c e s a r i o  se dejo toda la noche en ác i do a c é t i c o  3 , 5 7  (v/v) y 

f i n a l m e n t e  en áci do a c é t i c o  3,57 (v/v) y etanol 57 <v/v>.

Se u t i l i z o  también la e 1e c t r o f o r e s  is en qeles de 

P o 1 i a. c r i 1 am ida en c o n d i c i o n e s  d e s n a t u r a n t e s  para d eterminar la 

m a s a  m o l e c u l a r  de la c a l modulina.

bel g r á f i c o  del l o g a r i t m o  de las m a s a s  m o l e c u l a r e s  en 

función de la m i g r a c i ó n  e 1 e c t r o f o r e t i c a  r e l a t i v a  se determino' 

la m a s a  m o l e c u l a r  según W e b e r  y Osborn (196?)

2.4.3. E l e c t r o e n f o q u e  en g e l e s  de p o l i a c r i l a m i d a

Los geles para e 1e c t r o e n f o q u e  fueron p r e p a r a d o s  de 

a c u e r d o  con la técnica d e s c r i t a  por Pearce y col., (1972). Los 

anfol i tos u s a d o s  fueron de r a n g o s  de pH entre 3 , 5  y 1 0 ; 7 y 

10; y 5 y 9, d e p e n d i e n d o  del pl de la p r o t e f n a  en estudio. Los 

geles se p r e p a r a r o n  en tubos de v i d r i o  de 0 , 6  cm de d i á metro 

interno y 10 cm de largo. El gel se preparó* en a c r i l a m i d a  al 

107, bis-acri 1 ami da al 0,157, c o n t e n i e n d o  T E M E D  al 0,0887 

(v/v), r i b o f l a v i n a  al 0 , 0 0 0 1 7  y anfol i t os de uno de los rangos 

de pH antes m e n c i o n a d o s  al 17. Se agregaron 2,7 m L  de esta 

m e z c l a  por tubo. La m u e s t r a  (apirasa, calmodul ina o fracción
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activador* de apirasa) se aplico en sacarosa al 2 0% en un 

volumen máximo de 300 pL. Sobre la muestra se adicionaron 50 

îL de sacarosa al 10/ en NaCl 50 mM. En general todas las 

m uestras proteicas se dial izaron contra NaCl 100 mli antes de 

aplicarlas a los geles de e 1 ec troenf oque pues generalmnte 

provenían de soluciones de -fuerzas iónicas muy altas, las que 

al tener que adicionarse en volúmenes superiores a 20 yuL 

producTan una alteración del gradiente de pH.

Cuando se trabajó con las distintas apirasas se modif i c ó  

la posición de los polos descrita en la r e f . de Pearce y col. 

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

isoenzimas. En cambio en el e 1ectroenfoque de las m u e s t r a s  de 

calmodulina y de la fracción activa d o r a  de la apirasa, se 

ubico el polo positivo arriba, igual que lo descrito por 

Pearce, puesto que estas f r a c c i o n e s  p r o t eicas presentaron 

valores de pl m e n o r e s  que 7 .

La temperatura de corrida fue constante, 12° , obtenida 

por flujo de agua corriente, igual como se d e s c r i b i ó  en la 

sección 2.4.2. Durante la c o rrida se a p licó un voltaje

constante de 300 V  y se d e m o r ó  alrededor de 100 min en 

alcanzarse una corriente constante.

T e r m i n a d o  el p r o c e s o  de e 1 ec troenf oque se m i d i ó ’ el pH de 

los geles cada 0,5 cm por m e d i o  de un e l e c t r o d o  de superficie
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B r o s d 1e y — James Lorp. (U.S.A.). La tinción de proteínas se 

realizo -fijando por una hora los geles en ácido

su 1fosal ici 1 ico 3,46/ y acido t r i c 1oroacético 11,5% (v/v >

(W i n ter y Andersson, 1977). Luego se colocaron los geles ya 

fijados en etanol 25% (v/v) y ácido acético 8% (v/v) por media 

hora y finalmente se tiñeron por 15 min a 60 con una solución 

de azul de Coomassie 0,115% en etanol 25% ( v / v ) y á'c i do 

acético 8% <v / v ).

En los e x perimentos de e 1ectroenfoque de las distintas 

isoapi rasas se determino también la actividad enzimática 

eluyendo la enzima de la m i s m a  m anera descrita en la

e 1ectrofores is a pH 4,5 (sección 2.4.1.) excepto que el Pi 

liberado del sustrato se c u a n t i f i c o  por el m étodo de Ernster 

(sección 2.5.).

2.5. Ensayo e n z i m a t i c o  de la api rasa

La actividad A T P a s i c a  y A D P a s i c a  de la api rasa se siguió 

m i d i e n d o  el Pi liberado por la hidról i s i s  enzimatica de los 

s u s t ratos ATP o A D P . El Pi se c u a n t i f i c o  por el m é t o d o  de 

Fiske y S u b baRow (1925) o el de Ernster y c o l . (1950) según la 

s e n s i b i l i d a d  requerida. El m é t o d o  de Ernster y col. se usó^ con 

la siguiente m o d i f i c a c i ó n :  el c o m plejo f o s f o m o l í b d i co  se

e x t r a j o  con 3 mL de i s o b u t a n o l - b e n c e n o , en vez de 5 m L , y se 

tomaron p o s t e r i o r m e n te  a l í c u o t a s  de 2 mL de esta capa para 

llevarlas finalmente a un volumen total de 5 mL con el SnCl^ y 

alcohol-ac i d o .
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La mezcla de reacción 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 incubación fue de 30 y 

en cuanto al tiempo de incubación y dilución de la enzima en 

BSA <0,2 mg/mL) variaron según la actividad de la fracción 

enzimática a ensayar. Se lograron c o ndiciones de velocidad 

inicial hasta una 1 iberación de Pi m a x i m a  de 0,5 Rimóles 

totales. La reacción e nzimática se detuvo agregando m o l i b d a t o  

de amonio en medio acido, que era a su vez uno de los 

reactivos necesarios para el desarr o l l o  de color del Pi en 

ambos m é t o d o s  colori metri eos mencionados.

Una unidad enzimática <U) definida en k a t a l , es la 

cantidad de enzima que cataliza la formación de un mol de Pi a 

partir de ATP o A D P  por s a 30*" en las c o n d i c i o n e s  del ensayo.

2.6. Purificación de la apirasa

purificación.

2.6.1. P r eparación del e x t r a c t o  de tubérculo de S. tuberosum 

y f r a c c i o n a m i e n t o  con s u l f a t o  de amoni o

Cada kilo  de t u b é rculo se h o m o g e n e i z ó  con 2 L de una 

solución de ácido tiogl icol ico 20 m M  a pH 4,0. Se usó ácido
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tiogl icol ico para impedir la acción de la t i rosi nasa

( U a l e n z u e l a  y col., 1973). La h o m o g e n e i z a c i ó n  se e f e c t u ó  en 

una j u g u e r a  W a r i n g  B1endor por 30 s en cada una de las

p o s i c i o n e s  de v e l o c i d a d  baja, m e d i a  y alta. El homogene izado

se c e n t r i f u g o  a 1300 rpm en una c e n t r í f u g a  de c a n a s t o  de acero

inoxidable ( C e n t r í f u g a  B r o a d b e n t  type 86, U.K.) por 5 min a 

t e m p e r a t u r a  ambiente. El s o b r e n a d a n t e  asi o b t e n i d o  se d e n o m i n o  

extracto. A n t e s  de cada p r e c i p i t a c i ó n  con s u l f a t o  de amonio, 

este e x t r a c t o  y cada una de las f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  A  y B que

se o b t u v i e r o n  p o s t e r i o r m e n t e ,  se a j u s t a r o n  a pH 4 , 0  y a una

c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  de 1 0 mg/rnL, d e t e r m i n a d a s  por el 

m é t o d o  de W a r b u r g  y C h r i s t i a n  (1941). La api rasa p r e c i p i t a  en 

la f r a c c i ó n  40-70 de s a t u r a c i ó n  con s u l f a t o  de amonio. Al 

e x t r a c t o  se le a g r e g ó  s u l f a t o  de a m o n i o  sol ido hasta una

* / O /
s a t u r a c i ó n  de 40^ con a g i t a c i ó n  c o n s t a n t e  y a 4 . D e s p u é s  de

e q u i l i b r a r  por una hora, se dejo d e c antar el p r e c i p i t a d o  en

c o l u m n a s  de v i d r i o  de 10,5 x 110 c m , durante 16 h en c a m a r a

fría a 4*" . El p r e c i p i t a d o  d e c a n t a d o  se e x t r a j o  de las
»» O

c o l u mnas, se c e n t r i f u g o  a 14.700 x g durante 20 min a 4 y el 

s o b r e n a d a n t e  se juntó" con el c o r r e s p o n d i e n t e  s o b r e n a d a n t e  

o b t e n i d o  p o s t e r i o r m e n t e  de las c o l u m n a s  de decan t a c i ó n .  A este 

s o b r e n a d a n t e  se le a g r e g o  s u l f a t o  de a m o n i o  h a s t a  alcanzar un 

70'/. de s a t u r a c i ó n .  E s t a  f r a c c i ó n  40-70 se s e p a r o  por
x O

c e n t r i f u g a c i ó n  a 14.700 x g d u r a n t e  20 min a 4 . Esta

^ o' / ^
f r a c c i ó n  se d e n o m i n o  f r a c c i ó n  A, la que se r e s u s p e n d i o  en la 

m i s m a  s o l u c i ó n  de e x t r a c c i ó n .  Este p r o c e d i m i e n t o  de
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precipitación con sulfato de amonio se repitió dos veces 

consecutivas mas, obteniéndose asf las -fracciones B y C 

respectivamente. Las únicas diferencias con las

precipitaciones recien descritas fueron que el precipitado 

0-407. se separo también por centrifugación en las mismas 

condiciones anteriores y que la fracción C se redisolvió en el 

amortiguador de equilibrio de la columna de Sephadex 6-100 

(sección 2 .6 .2 .).

2.6.2. Cromatrograffa en Sephadex G-100

La fracción C, proveniente de aproximadamente 35 kg de 

tubérculo, se sometió a filtración en columnas de Sephadex 

G-100 (malla 40/120) de 2,95 cm de diámetro 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 e l u y ó  la m u e s t r a  con un flujo 

de 30 m L / h . El perfil de proteínas se siguió por la

absorbancia a 280 nm y 1 a actividad apirasica como se describe 

en la sección 2.5., detectándose el Pi por el m é t o d o  de Fiske 

y SubbaRow. El elufdo selecc i o n a d o  se concentro por

u 1 trafi 1 tracion en Ami con a través de una m e m b r a n a  PM 10 con 

una presión de n i t r ógeno de 40 psi.

2.6.3. Cromat o g r a f í a  en azul de Cibacron- S e p ha r o s e

La ultima etapa de p u rificación utilizada para la
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p r o p i e d a d e s  de e s t a b i l i d a d  q u f m i c a  y térmica (Porath y col.,

1971). A d e m á s  la S e p h a r o s e  e n t r e c r u z a d a  es excepci onalmente

r e s i s t e n t e  a la d e g r a d a c i ó n  b i o l ó g i c a  aunque haya d e s a r r o l l o

m i c r o b i a n o  en s u s p e n s i o n e s  acuosas. La prepar a c i ó n  de azul de
✓

C i b a c r o n - S e p h a r o s e  C L - 4 B  a partir de Sepharose 4B se c o menzó 

e n t r e c r u z á n d o l a  por m e d i o  de e p i c 1 orhidri na y p o s t e r iormente 

se i n m o v i l i z ó  el c o l o r a n t e  a esta m atriz de p o l i d e x t r a n o . Se 

m e z c l a r o n  500 m L  de S e p h a r o s e  4B con igual volumen de N a O H  1 M 

y con 2,5 g de N a B H *  . A esta m e z c l a  que se estaba a g i tando en 

■forma suave se le agreg a r o n  10 m L  de ep i c 1 orh i dr i na al 977. y 

se c a l e n t ó  a 60 por una hora. El gel e n t r e c r u z a d o  se lavo 

luego e x h a u s t i v a m e n t e  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 calentó a 60 y se le adiciono 

gota a gota el colorante disuelto en agua <250 mg en 25 mL de 

agua) con agitación enérgica; después de 15 min se agregaron 

25 mL de N a C l . Luego se aumento la temperatura a 80° , se 

adicionaron 5 g de Na^CO^ y después de 30 min el ge 1 se 1 avo’ 

con agua caliente, seguido por Tris-HCl 50 m M  pH 8,0 

conteniendo NaCl 50 mM hasta desaparición de absorbanci a a 610
/ . r r - i

nm (máximo de absorción del azul de Cibacron, o , de 8.227 M 
- 1

cm , d eterminado en el laboratorio).

La cantidad de colorante inmovilizado se midió* 
/

espec tro-f otome tr i camen te a 610 nm sol ub i 1 i zando previamente la 

matriz incubándola a 100 por 15 min con HC1 100 mM (Easterday 

y Easterday, 1974). Luego de neutralizar con N a O H  1 M, se 

con centro por ultra-filtración en Amicon a través de una 

m e m b r a n a  PM 30, con una presión de nitrógeno de 40 psi.El 

pol fmero solubil izado se lavo* repetidas veces sobre esta 

m i s m a  m e m b r a n a  con agua d e s t ilada hasta que el -filtrado salió 

incoloro. Se d e t e rmino la unión de 25 yumoles de azul de 

Cibacron por mL de Sepharose CL-4B, c o n s i d e r a n d o  que el 

colorante era h o m o géneo con una m a s a  m o l e cular de 748,7 y con 

el m i s m o  coe-ficiente de extinción molar antes m e n c i o n a d o  de 

8.227 M 1 cm a 610 nm.
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2 . 6 .3.2. Deter m i n a c i ó n  de la Ki del azul de Cibac r o n - S e p ha r o s e  

para la api rasa

La deter m i n a c i ó n  de la Ki para el azul de Cibacron unido

a Sepharose C1-4B previa m e n t e  solubi 1 i z a d o , se realizo

✓ ✓
m i d i e n d o  la a c t i v i d a d  A T P a s i c a  de la apirasa Desiree en las

✓
m i s m a s  c o n d i c i o n e s  u t i l i z a d a s  en la d e t e rminación de los 

p a r á m e t r o s  c i n é ticos (sección 2.7). El colorante unido a la 

m atriz de p o l i d e x t r a n o  no interfirió con el m é t o d o  de Ernster 

u t i l i z a d o  para la determ i n a c i ó n  del Pi liberado, p uesto que no 

era e x t raído por el solvente i s o b u t a n o l - b e n c e n o . El azul de 

C i b a c r o n - S e p h a r o s e  fue u t i l i z a d o  en un rango de 

c o n c e n t r a c i o n e s  entre 0,024 a 0,074 m M . La Ki se obtuvo en 

forma g r áfica según Dixon (Dixon y Webb, 1979).

2 . 6 .3.3. Columna c r o m a t o g r a f i c a  de azul de Cibacron

La fracción e n z i m a t i c a  c o n c e n t r a d a  p roveniente de la 

columna de filtración Sephadex G-100, se sometió a una 

c r o m a t o g r a f í a  a través de una columna de azul de

C i b a c r o n - S e p h a r o s e  CL-4B <1,5 x ó5 cm) d i luida 1:1 con

Sepharose CL-4B con el o b j e t o  de disminuir la c a p a cidad 

ligante del colorante por la p r o t e í n a  y permitir así una mejor 

d istr i b u c i ó n  de la enzima en la c o l u m n a  (Comunicación personal 

del D r . Ian P. T r a y e r , U n i v e r s i d a d  de Birmingham, Inglaterra). 

La cromat o g r a f  fa se e f e c t u ó  en camara fría 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 ó veces con agua destilada para disminuir la fuerza

* * 
iónica. La m u estra retenida en la columna se lavo con el

amortiguador de equilibrio hasta que la absorbancia a 280 nm

f * *
del e 1ui do bajara a 0,005. La actividad enzimatica se eluyo 

con un gradiente lineal de NaCl entre 0 y 3 M (aproximadamente 

300 mL de cada uno). El flujo de la columna fue de 10 m L / h . El 

m á ximo de la actividad apirasica se centra aproximadamente en

1.0 M de N a C l . Las fracciones eluídas que presentaban

✓ ** 
actividad enzimatica se concentraron por el método de

t ^
u 1trafi 1 trac ion por Ami con ya m e n c i o n a d o  en la cromatografía 

en Sephadex 6-100 (sección 2.6.2.).

2.7. Determinación de los paráme t r o s  cinéticos Km y Vm

Los estudios para determinar los valores de Km y C m  de 

ATP, ADP y Ca se hicieron m i d i e n d o  el Pi liberado por el 

me^todo de Ernster descrito en la sección 2.5. Los ensayos
o

enzima t i c o s  se realizaron a 30 en amortiguador M E S  100 mM pH

6 . 0  durante un per Todo en el cual la aparición de producto fue 

lineal en el tiempo en todo el rango de conce n t r a c i o ne s  de 

cada uno de los sustratos variables. Cuando el sustrato 

variable fue A T P  (entre 0,025 y 0,1 mM) o ADP (entre 0,025 y
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0,3 mM) la concentración del ion 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 v a r . Pimpernel

como la de var. Desiree. Por otra parte se determinaron los

parametros cinéticos de Ca de la isoenzima proveniente de

var. Desiree, puesto que ya se tenían los correspondientes a

la enzima Pimpernel (Donoso, 1975). Por la dificultad de

descontaminar el medio de ensayo de metales bivalentes, se

' ' i +
pudo determinar solo los parámetros cinéticos de Ca

✓
utilizando ADP como sustrato fijo <2,0 m M ) . La concentración

de Ca vario entre 0,025 y 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 m á ximo la actividad

ADPasica basal en ausencia de metal agregado. Por

espec trofotorne tría de absorción atómica se verifico que la

concentración remanente de Ca era menor de 3 ppm ( 70 /jM
z+ * +

de Ca ); por su parte la concentración presente de Mg ,Mn , 

zt
Zn y Co era menor de 0,1 ppm.

El análisis de los resultados cinéticos se hizo a través

de m é t odos gráficos, 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 e x p e r imentales por m e d i o  del m é t o d o  de regresión 

lineal y de al 1 í se estimaron los valores de los parametros
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cinéticos.

2.8. Determinación de la constante de asociación Ca-ADP a pH

6,0

✓ 0
Para la determinación de la constante de asociación 

Ca-ADP se utilizaron dos métodos: a) mediante -filtración en 

columna de Sephadex G-10 y b) por titulación directa del Ca 

liberado mediante un electrodo selectivo para ion calcio 

<F2112Ca, Radiorneter) .

✓
2.8.1. Filtración en columna de Sephadex G-10

Se siguió la te'cnica descrita por Humme 1 y Deyer <1962). 

Se equilibro una columna de Sephadex G-10 <1,5 x 46 cm) con 

amortiguador M E S  100 mM, CaCl¿ 0,125 m M  y se aplicaron 1,78 

pmoles de ADP. La concentración de calcio total en cada

fracción elufda se siguió por e s p e c t r o f o t o me t r f a  de absorción

, / - 1  
atomica y el ADP total por absorbanci a a 259 nm <fc 15.700 M

-i
cm , según Hulbert, 1957).

Para el c a lculo de la constante de asociación se aplico 
*

la ecuación 3.

<Ca-ADP)

Kas = ---------------------------  < Ec . 3)

(ADP )< Ca )
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La c o n c e n t r a c i ó n  de c a l c i o  libre c o r r e s p o n d i ó  al valor
H 4-*-

La basal en que se e q u i l i b r o  la c o l u m n a  de Sephadex. La 

c o n c e n t r a c i ó n  de C a - A D P  se c a l c u l o  por d i f e r e n c i a  entre el Ca 

tot^l e n c o n t r a d o  en las f r a c c i o n e s  e l u í d a s  que presentaron 

absorbanci a a 259 nm y el Ca basal; y finalm e n t e  el A D P  libre 

se d e t e r m i n o  r e s t á n d o l e  a la c a n t i d a d  de A D P  total la c a n t i d a d  

de C a - A D P  e n c o n t r a d a  en cada punto.

2.8.2. T i t u l a c i ó n  con e l e c t r o d o  s e l e c t i v o  para Ca

La c a l i b r a c i ó n  del e l e c t r o d o  de Ca + se e f e c t u ó  en 

p r e s e n c i a  de M E S  el levado a pH 6,0 con N a O H ) para descontar la 

i n t e r f e r e n c i a  del N a  y el e f e c t o  de f uerza iónica. Para la 

c a l i b r a c i ó n  se u t i l i z a r o n  4 mL de una soluci on amor t i guadora 

de M E S  100 m M  pH 6,0 que c o n t e n í a  BSA 0,01 mg/mL. A m b o s  

r e a c t i v o s  fueron t r a t a d o s  p r e v i a m e n t e  con Chelex-100. A esta 

s o l u c i ó n  se le fueron a d i c i o n a n d o  al fcuotas c r e c i e n t e s  de una

c o n t a m i n a c i ó n  inicial de Ca , a p r o x i m a d a m e n t e  <55 /uM, 

d e t e r m i n a d a  por e s p e c t r o f o t o m e t r í a  de a b s o rción atómica. Los 

d a t o s  o b t e n i d o s  se graf i carón como m V  en función del pCa. La 

c o n s t a n t e  de a s o c i a c i ó n  C a - A D P  se d e t e r m i n ó  titulando 

p o s t e r i o r m e n t e  con Ca en p r e s e n c i a  de A D P  2,0 m M  (también
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tratado con Chelex-100). Los datos experimentales mostraron un 

desplazamiento hacia la izquierda en el gráfico mU en función 

del pCa. La constante de asociación se c a l c u l ó  de acuerdo a la 

ecuación 3.

✓ *
La concentración de Ca-ADP se calculo en cada punto por

diferencia con la curva estándar en ausencia de A D P , 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 igual al ADP total agregado menos el

ADP unido a calcio.

2.9. Efecto de cationes b i val en tes sobre la actividad apirasica

Se tomaron las m ismas precauciones de tratamiento con la

resina que 1 ante Che 1e x - 1 00 para evitar la contaminación con

otros metales bivalentes. Las actividades ATPasica y ADPasica

de ambas i soapi rasas se ensayaron en amortiguador MES 100 mM

2 + 2 + 2 +
pH 6,0. Los metales ensayados aparte de Ca fueron Mg ,Mn , 

Co , Z n 2\  Cd S r 2 + , N ¡ 2\  y C u ^ a  una concentración final 

de 2 mM. Todos se agregaron en forma de cloruro. El Pi 

liberado se determinó” por el m é t o d o  de Ernster (1941) por la 

interferencia que producían en el m é todo de Fiske y SubbaRow 

algunas de las sales coloreadas que se utilizaron. Para 

reducir al máximo la actividad enzimática basal (en ausencia 

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

El complejo de coordinación estable Cr(III)-ATP se 

sintetizo y posteriormente se purificó* en el laboratorio de 

acuerdo a la técnica descrita por De Pamphilis y Cleland 

<1973).

2.10.1. Síntesis, purificación y cuantifi cae ion de Cr(III)-ATP

Se m e z c l o  en un volumen final de 50 m L , ATP 50 mM y 

CríNOj 25 m M  a pH 3,0. Esta solución se m a n t u v o  a 80 por 12

min, después de los cuales se e nfrió rápidamente a 4° . El 

Cr<III ) - A T P  se purif i c o  y c o n c entro por absorción en una 

columna de Dowex 50W-X8 <H ), de m a l l a  100-200 (1,5 x 18 c m ) . 

La columna se lavo con suficiente agua para eliminar los

n u c l e o t i d o s  que no reaccionaron. Después se eluyo el 

C r ( I I I ) - A T P  con un gradiente de H C I O ^  compuesta de 300 mL de 

HC10¿| 2 M y 300 mL de agua. En cada una de las f racciones 

eluidas de la columna se d e t e r m i n ó  la p r e s encia y cantidad de 

C r ( I I I ) - A T P  m i d i e n d o  las c o n c e n t r a c i o n e s  totales de C r , Pi y

aden i n a .

La cuan t i f i cae i ón de Cr se efectuó' según Postmus y Ring,
, y J + S +

1955. El m é t o d o  se basa en la conver s i ó n  del Cr en Cr 

(cromato) por oxidación con H_j 0 2 1,57. v/v en N a O H  0,5 M,
O

c a l e n t a n d o  a 100 por 4 min y e n f r i a n d o  p o s t e r i o r m e n te  con

O y
agua a 4 . E l  c r o m a t o  p r o d u c i d o  se c u a n t i f i c o
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Dublin <1960). Para la d e t e r m i n a c i ó n  del Pt se calcino la 

m u e s t r a  a g r e g a n d o  IÍg<N0¿ al 107. en etanol, después de
X /

enfriar se p r o c e d i ó  a hidro l i z a r  los p i r o f o s f a t o s  inorgánicos

✓ o
f o r m a d o s  por la calcinación, c a l e n t a n d o  a 100 por 15 min con 

HC1 1 M. F inalmente el Pi se d e t e r m i n ó  por el m é t o d o  de Fiske 

y S u b b a R o w  (1925).

El HCIO^ p r o v e n i e n t e  de la c o lumna se e l i m i n ó  agregando 

K H C O 3 sol ido hasta alcanzar un pH 3,0. Luego de dejar

O S
e quilibrar por 1 h a 4 se f i l t r o  a fin de descartar el KClCi^ 

insoluble. La solución de C r ( I I I ) - A T P  se conservó^ a -20 .

En la fig. 1 se m u e s t r a  la p u r i f i c a c i ó n  del complejo 

C r ( I I I ) - A T P  a través de la c o l u m n a  de Dowex 50W-XS <H + ). Se 

s e l e c c i o n a r o n  las f r a c c i o n e s  que presen t a r o n  una relación de 

adeni n a :P t :Crt de 1:3:1 porque c o r r e s p o n d í a n  al valor teórico 

del c o m p l e j o  de cromo. Este c o m p l e j o  se o b t u v o  con un 5 0X de 

rendimiento, valor similar al d e s c r i t o  en la literatura 

< D e P a m p h i l i s  y Cleland, 1973).

2.10.2. I dentificación y p ureza del C r ( I I I ) - A T P

Se utilizaron d i v e r s o s  c r i t e r i o s  para identificar y 

estab l e c e r  la p ureza del Cr<III)-ATP.

a) C r o m a t o g r a f í a  en papel : Se aplicaron entre 50 a 80 rimóles
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Fig. 1: Purificación de Cr(III)-ATP.

La mezcla de reacción proveniente de la incubación a pH 3,0, 80° 
por 12 min de ATP 50 mM y Cr (N03)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 (III) -ATP se eluyó por medio de un gradiente de HCLC>4 . 
Zn las fracciones eluídas se les determinó la presencia de: adenina por 
absorción a 260 nm; de fósforo total (P̂ .) por el método de Ames y Dublin 

posteriormente Fiske y SubbRow; de cromo total (Crt ) cuantificada es 
pectrofotométricamente a 375 nm por su conversión a cromato.
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de muestra sobre papel Whatman 1, utilizándose ATP como 

estándar. Esta cromatograf ía -fue descendente y se e f e c t u ó  a 

temperatura ambiente en el siguiente solvente N H ^  1 M:acido 

i sobut ir i c o :EDTA 0,1 M <ó0:100:6>. Las manchas se detectaron 

por luz ultravioleta después de 15 h de corrida a temperatura 

amb i en t e .

b) Electrofores is en papel: Se realizo mediante una 

modificación del método descrito por DePamphilis y Cleland, 

<1973). Se aplicaron entre 50 a 80 rimóles de muestra y ATP y 

ADP como nucleotidos estándares sobre tiras de papel Whatman 

3MM de 32 x 9 cm. La corrida se efectuó en una cámara de 

e 1ectrofores is Elphor que contenía amortiguador citrato de 

sodio 25 mM pH 3,ó. Se aplicó un voltaje constante de 290 V 

durante 90 min a 4° . A l  cabo de este tiempo se detectaron las 

manchas con luz ultravioleta.

c) Propiedades espectroscópi c a s : Para obtenerlos espectros al 

visible del Cr<III>-ATP y del C X N O ^ ^  se realizo” un barrido 

entre 340 y ¿50 nm. Igualmente se siguieron los espectros al 

ultravioleta del Cr<III)-ATP y del ATP entre 210 y 330 n m . 

Todas estas determinaciones se efectuaron en amortiguador 

succinato 50 mM pH ó,0.

Se c o r r o b o r ó  que el compuesto salido de la columna de 

Dowex seleccionado por criterios químicos, era el complejo 

Cr(III)-ATP porque cumplía además con las caracterfsti cas 

descritas por estos criterios físicos (UU-VIS, e 1ectrofores is 

y cromatografía). Esto permitió también controlar el estado de



40

p u r e z a  del complejo.

El e s p e c t r o  de a b s o r c i ó n  en la zona UO con un m á x i m o  a 

259 nm no p r e s e n t o  c a m b i o s  s i gn i -f i cat i vos con r e s p e c t o  al del 

A T P  C-fig. 2A) . En el e s p e c t r o  de la zona del visible del 

C r ( I I I )—A T P  que se a p r e c i a  en la -f i g . 2 B , se encontraron dos 

má ximos, uno a 430 y otro a 650 nm r e s p e c t i v a m e nt e ,  en cambio 

los m á x i m o s  del n i t r a t o  de cromo (sal de la cual se partió) 

fueron 415 y 575 nm. E s t o s  r e s u l t a d o s  e s p e c t r a l e s  son 

c o i n c i d e n t e s  con los d e s c r i t o s  en la literatura por 

DePamph i 1 i s y C l e l a n d  (1973).

Como no se d i s p u s o  de un estándar de C r ( I I I ) - A T P  para la 

crornatogra-f i a y el ectroforesi s en papel , en ambos casos se 

api i carón A T P  y A D P  como r e ferencias, La c r o m a t o g r a f f a  

d e s c e n d e n t e  de C r ( I I I )-ATP en ac i do i sobu t fr ico-NH ^ -EDTA 

m o s t r ó  la p r e s e n c i a  de una sola m a n c h a  que se o b servo mediante 

luz ultrav i o l e t a .  Los v a l o r e s  de Rf e n c o n t r a d o s  se presentan 

en la tabla 1 donde se puede o b s ervar también la c o i n c i d e n c i a  

con los datos de la literatura. La mov i 1 idad electro-foreti ca 

del c o m p l e j o  de Cr(III) en la e l e c t r o f o r e s i s  a pH 3 , ó esta" de 

a c u e r d o  con la carga neta c a l c u l a d a  a ese pH (tabla 1).

D e b i d o  a que se uso"" en este labora t o r i o  una -fuente de 

poder de menor p o t e n c i a  que la e m p l e a d a  en el trabajo de 

D e Pamph i 1 i s y C 1 e 1 a n d , los val ores de mov i 1 i dad

e l e c t r o f o r e t i c a  e x p r e s a d o s  en cm de migración, no son 

coinci d e n t e s ; pero si, en c a m b i o  lo son los c u o c i e n t e s  entre
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Fig. 2 : Espectros de absorción de C r ( m ) - A T P  v Cr (NOj^.

(A) : región UV
(B) : región visible.

Los espectros se efectuaron en amortiguador succinato 50 mM 
pH 6,0.
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TABLA 1 : Análisis cromatográfico y electroforático de Cr-ATP.

Cromatografía Electroforesis en papel Carga net

Nucleotido en papel3 . Movilidad electroforótica a pH 3,6b

Rf (cm) (cm x min ^)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 l o

ADP 0,40 5,2C 0,0064 -0,63

ADPb 0,48 20,0d 0,0059 -0,63

AMPb 0,65 5,0d 0,0015 -0,47

aCromatografla descendente en ácido isobutinco-NH^-EDTA.

bDatos de literatura (DePamphilis y Cleland, 1973).

CCondiciones de electroforesis: 90 min a 9 V/cm a pH 3,6

^Condiciones de electroforesis: 60-75 min a 50 V/cm a pH 3,6.

eExpresado como cuociente entre la migración (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 m i g r a c i ó n  e l e c t r o í o r e t i c a  y la d i f e r e n c i a  de potencial 

a p 1 i c a d a .

2 . 1 0 . 3 .  C r < I I I ) - A T P  c o m o  s u s t r a t o  e inhibidor c o m p e t i t i v o  de 

1 as i soap i r a s a s

El C r < I I I ) - A T P  se e n s a y ó  en p r i m e r  lugar c o m o  s u s t r a t o  

de las a p i r a s a s  D e s i r e e  y Pimpe r n e l  , real izando el e n s a y o  

e n z i m a t i c o  t í p i c o  d e s c r i t o  en la s e c c i ó n  2.5. u t i l i z a n d o  el 

Cr < I I I )- A T P  a una c o n c e n t r a c i ó n  final de 0 , 6  m M  en vez de A T P  

o A D P . Este e n s a y o  se p r o b o  tanto en p r e s e n c i a  c o m o  en
xt

a u s e n c  i a de Ca

Se d e t e r m i n ó  el e f e c t o  inhibitor ¡o del C r < I I I ) - A T P  tanto 

p a r a  la a c t i v i d a d  A T P a s i c a  c o m o  p a r a  la A D P a s i c a ,  e m p l e a n d o  

las m i s m a s  c o n d i c i o n e s  de e n s a y o  d e s c r i t a s  en la s e cción 2.7 

( d e t e r m i n a c i ó n  de los p a r á m e t r o s  c i n é t i c o s  de la ap i r a s a ) . El 

C r < I I I ) - A T P  se a d i c i o n ó  en c o n c e n t r a c i o n e s  que f l u c t u a r o n  

e n t r e  0 , 0 6  a 0 , 2 8  m M .

Los v a l o r e s  de los p a r á m e t r o s  c i n é t i c o s  Km y O m  se

o b t u v i e r o n  por el g r á f i c o  de los d o b l e s  r e c í p r o c o s  de

Li n e w e a v e r - B u r k . La c o n s t a n t e  de i n h i b i c i ó n  se o b t u v o  del

g r á f i c o  s e c u n d a r i o  de la p e n d i e n t e  en f u n c i ó n  de la 
/ / #

c o n c e n t r a c i ó n  del i n h i bidor según el m é t o d o  de Dixon (1953).

2.11. I n t e r a c c i ó n  de gafc iones b i v a l e n t e s  con la a p i r a s a

La a p i r a s a  puede unir m e t a l e s  b i v a l e n t e s  en a u s e n c i a  de
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sustrato de acuerdo a los resultados obtenidos por medio de

* ✓ /
ESR y por la aparición del fenómeno de histeresis en esta 

enzima.

2.11.1. Espectros de resonancia del espín electrónico del 

M n í H ^ O ^  en presencia de apirasa Desiree

A V
Los espectros de ESR del Mn(H¿0>t se registraron en un

espectrómetro Uar i an Y-4502; se m i d i ó  la banda X del Mn(H¿0)t

a temperatura ambiente (Basosi y col., 1976). Para obtener la

curva de calibración se utilizó 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 y

Townsend (1954), la altura de las señales corresponde a la 

„ , x*
concentración del ion MníHip)*, libre, por lo que se procedió 

a promediar la altura (amplitud) de las ó líneas obtenidas 

para cada concentración de Mnd-I^G)^ usado. Antes de realizar
i-ir

el espectro del M n ( H z0 )4 en presencia de apirasa Desiree, se 

trató esta enzima con EDTA 0,1 mM en amortiguador TES 100 m M , 

el quelante se eliminó póster iormente lavando exhaustivamente 

con TES 100 m M , concentrando repetidamente a través de 

membr a n a  de Ami con como se ha descrito anteriormente (sección

2 .6 .2.). El espectro del MníH^O)^ en presencia de apirasa se 

efectuó m e z c l a n d o  una solución de MníH^O)^ con esta enzima, 

quedando el metal a una concentración final de 0,495 mM y la 

apirasa 0,4ó m M . También se registraron los espectros
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r e s u l t a n t e s  al adicionar ademas CaCl^ 2,5 y 5,0 m M  y EDTA 10 

m M .

2.11.2. F e n ó m e n o  de h i s t e r e s i s  en la api rasa p r e i n c u b a d a  con

iones metálicos bivalentes

/ x
Una solución 0,0 8 m M  de api rasa Pimpernel o Desiree se

/ c,
p r e i n c u b o  a 4 s e p a r a d a m e n t e  con cada uno de los s iguientes

2-v !•¥ 2+ •*"*"
m e t a l e s  bivalentes: Ca , Mn , M g  , Co y Zn . La

✓
c o n c e n t r a c i ó n  final de cada uno de estos m e t a l e s  fue 0,25 mM

en a m o rtiguador M E S  100 m M  pH 6,0. D e spués de a p r o x i m adamente
/ P 

1 h se d i luyo la enzima con BSA <0,2 mg/mL) y se siguió la
/ .* y

ci nét i c a  de 1 iberacion de Pi por el m é t o d o  de Ernster y c o l . 

<1950) a partir de ATP y A D P  en p r e s e n c i a  de Ca 5,0 m M  en M E S
ü

100 m M  pH 6,0 y a 30 Los s u s t r a t o s  se emplearon a

c o n c e n t r a c i o n e s  entre 0,025 y 0,1 m M . La c a n t i d a d  de Pi se

si guió por el m é t o d o  de Ernster y col. <1950). Como control se

p r e i n c u b ó  la enzima con NaCl 0,75 m M  <a fuerza iónica
*+•

eq uiva l e n t e  con r e s p e c t o  a los m e t a l e s  bivalentes) o con Ca 

0,25 mM m á s  EDTA 10 m M .

2.11.3. D e t e r m i n a c i ó n  de la m a s a  m o l e c u l a r  de la i soenzima
„ a-r

Desiree en p r e s e n c i a  de Ca

Esta d e t e r m i n a c i ó n  se e f e c t u ó  por f iltración en ge 1
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según Andrews <1964). Se equilibró una columna de Sephadex 

G-100 de 1,4 x 50 cm con CaC-l¿ 0,25 mM en amortiguador MES 

100 rriM pH ó,0. Esta columna se calibro con c i toe romo c (M.M. 

12,5 k D a ) , quimotripsinógeno <M.M. 24,5 k D a ) , ovalbumina <M.M. 

43,0 kDa) y BSA (M.M. 67,0 kDa). La apirasa se detectó por su 

actividad ATPasica y ADPasica y las demas proteínas estándares 

por su absorbancia a 280 n m .

2.12. Determinación del contenido de metales bivalentes en el 

tubérculo de S. tuberosum var. Desiree

La determinación se realizo por análisis de activación 

neutrón i ca en la Comisión Nacional de Energía Nuclear, gracias 

a la gentileza de los Drs. Claudio Silva y Eduardo Cortes. 

Como este método determina elementos independientemente de su

t . t s
estado físico o químico, se analizo el contenido total de Ca , 

x+ a-r a.T
Mg , Mn , Co y 2n en el tubérculo deshidratado y

calcinado. Las m u e stras (en sextuplicado) de tubérculo pelado
o

se deshidrataron primero a 100 por 24 h y luego se calcinaron

1
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2.13. Determinación del contenido de ATP y ADP en el
/ y

tubérculo de S. tuberosum v a r . Desi ree

La extracción de los nucleotidos de adenina se realizo 

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

Alrededor de 5 g de cortes muy delgados de tubérculo 

pelado se recibieron en 20 mL de HC1 G¿, 2,5 N, previamente
O , y,

enfriado a -10 . La h o mogeneizacion se realizo en un

Omni-Mixer <4 veces por 15 s a v e l o c i d a d  maxima), m a n t e n i e n d o

O y
el vaso sumergido en etanol enfri a d o  a - 1 0  con el proposito

O
de m a n tener la temperatura del h o m o g e n e i z a d o  bajo 0 . El 

h o m o g e n e i z a d o , previo arrastre con 5 m L  de H C 1 0 H e n f riado a 0* 

se c e n t r i f u g ó  a 27.000 x g por 30 min a 4° . La pella se 

e x trajo nuevamente con otros 5 mL de HClCl^ y d e spués de una 

nueva c e n t r i f u g a c i ón  en las m i s m a s  c o n d i c i o n e s  recien
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del m ismo homogeneizado de tubérculo, una concentración
✓

conocida de ATP y A D P . La recuperación de los nucleotidos

fluctuó entre 93 y 108X1.

/ / /
Se confirmo ademas la inactivación completa de la

actividad apirasica que podría alterar los resultados,
*

ensayando tanto ei sobrenadante acido como el neutralizado.

✓ /
Los nucleotidos se determinaron por métodos enzimaticos 

de reacciones acopladas (Lamprecht e Ivar, 1974 y Jaw wek y 

c o l ., 1974).

El medio de ensayo para la cuantifi cae ion de ATP, en un

volumen final de 1 mL, contenía: amortiguador gl ici 1-gl ici na

25 mM pH 7,5; M g C l 2 1,0 m M ; glucosa 2,0 mM; NADP 0,5 mM;

hexoquinasa 2 U y G-ó-P-des h i d ro g e n a s a  4 U. Se siguió la 

. , Q "l
formación de NADPH a 340 nm ( v  6.200 M  cm ) .

En la determinación de ADP, el m e d i o  de ensayo en un 

volumen final de 1 mL estaba compuesto de: amortiguador HEPES 

50 mM pH 7,5; MgCl^ 1,0 m M ; P E P  50 m M ; NADH 0,32 m M ;

piruvato-qui nasa 2 U y 1a c t ato-deshidrogenasa 7,7 U. Se 

determinó la desaparición de NADH a 340 nm.

2.14. Ensayo de la calmodulina

La actividad c a l m o d u 1 inica se siguió en base a su

capacidad de estimular la actividad de la fosfodiesterasa que

✓
cataliza la hidrólisis del AMPc <Uang y Lia i s m a n , 1979). Las 

condiciones del ensayo enzimatico fueron las siguientes: AMPc
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1,6 mM; a m o r t i g u a d o r  Tris-HCl 30 m M  pH 8,0; CaCl ̂  4 m M ; M g C 1 2

4 m M  y 100 p g  de f o s f o d  i e s t e r a s a  de AMPc de corazón de b ovino 

d e f i c i e n t e  de a c t i v a d o r  <0,08 U> . D e s p u é s  de 20 min a 30° la 

r e a c c i ó n  se de tenfa c a l e n t a n d o  por 2 min a 100° . El A M P  

p r o d u c i d o  se m i d i ó  por un e n s a y o  e n z i m a t i c o  a c o p l a d o  a la 

d e s a m i n a c i ó n  a IMP c a t a l i z a d a  por la 5 ' -adeni 1ato-desami n a s a . 

La d e s a m i n a c i ó n  se s i g u i ó  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  por el 

d e s c e n s o  en la absorbanci a a 265 nm <¿ 8.100 M ‘l crn^ ) (Lee, 

1963). Este e n s a y o  a c o p l a d o  se e f e c t u ó  a g r e g a n d o  0,38 U de 

es ta d e s a m i n a s a  en a m o r t i g u a d o r  c i t r a t o  de sodio 10 m M  pH 6,5; 

luego de 5 min a 25 la r e a c c i ó n  e s t a b a  completa.

2.15. P u r i f i c a c i ó n  de calmodul i na de t u b é rculo de S. tuberosum 

v a r . U1t i m u s

2.15.1. P r e p a r a c i ó n  del extracto, f r a c c i o n a m i e n t o  con sulfato 

de a m o n i o  y t r a t a m i e n t o  con calor

Un kilo de t u b é r c u l o  p e l a d o  p r o v e n i e n t e  de S. tuberosum 

var. U l t i m u s  se h o m o g e n e i z o  por 3 veces a m a x i m a  veloc i d a d  

(durante 30 s cada vez) en una j u guera W a r i n g  en 2 L de 

Tris-HCl 20 m M  pH 7,5. Este h o m o g e n e  izado se f i l t r ó  al vacfo a 

t r avés de papel W h a t m a n  4. El f i l t r a d o  se p r e c i p i t ó  con 

s u l f a t o  de a m o n i o  h a s t a  una s a t u r a c i ó n  de un 50"/.. Este corte
✓ x O

0-50 se s e p a r o  por c e n t r i f u g a c i ó n  a 17.300 x g por 30 min a 4 *
*

luego se r e s u s p e n d i o  en 200 m L  del m i s m o  a m ortiguador de
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extracción y se sometió a un calentamiento á 100 por 5 min. 

Después de un rápido enfriamiento, el material insoluble 

producido por el calentamiento se separo por centrifugación a 

17.300 x g durante 30 min a 4° . El sobrenadante fue 

concentrado por 1 iofi 1 izacion y resuspendido finalmente en 80 

mL de agua destilada. Para el posterior ensayo, una alícuota 

de esta fracción denominada Fr-50, se dial izo contra NaCl 100

mM para disminuir la fuerza iónica que contenfa. Esta resulto

x o
ser una preparación estable conservada a -30 .

El resto de la m u estra se dializo contra Tris-HCl 10 mM

pH 7,0 en presencia de CaCl 2 0,5 mM (amortiguador de

equilibrio de la columna de t r i f 1u o p e r a z i n a - S e p h a r o s e ). En los
, *

casos que esta fracción proteica no quedo suficientemente
y / /

clara después de la diálisis, se centrifugo antes de aplicarla 

a la columna de cromatograffa de afinidad.

2.15.2. Cromatograffa en t r i f 1 uoperazina-Sepharose

Esta columna de cromatograffa de afinidad para 

calmodulina se preparo en el Laboratorio, a partir de 

t r i f 1uoperazi na y Sepharóse 4B.

2.15.2.1. Preparación de t r i f 1uoperazina-Sepharose

La t r i f 1uoperazi na se acopló a la Sepharóse usando el 

m é t o d o  del bisoxirano (Sundberg y Porath, 1974), según la
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s e c u e n c i a  d e s c r i t a  por C h a r b o n n e a u  y Cormier <1979). Se layo 

la S e p h a r o s e  4B con agua d e s t i l a d a  y se secó al vacío. Se 

tomaron 45 g de esta r e s i n a  seca y se p r o c e d i ó  a a c t i varla con 

una m e z c l a  de 45 mL de N a O H  0,6 N y 135 m g  de NaBH^ a la que 

se le a d i c i o n a r o n  45 m L  de bi sox i rano <eter 1,4-butanodiol 

digl ici di 1 i c o ) , este p r o c e s o  de activación se r e a l i z ó  agitando 

lentamente durante S h a  t e m p e r a t u r a  ambiente.

La etapa del a c o p l a m i e n t o  c o n s i s t i ó  en m e zclar la 

S e p h a r o s e  activada, p r e v i a m e n t e  lavada con unos 500 m L  de agua 

destilada, con 6,4 m L  de a m o r t i g u a d o r  NdiCOj 100 m M  pH 11 y 

16,2 m g  de tri f 1uoperazi n a . Este a c o p l a m i e n t o  se r e alizó 

c a l e n t a n d o  48 h a 70 con agita c i ó n  lenta. Desde el p r o c e s o  de 

a c o p l a m i e n t o ,  el pol i d e x t r a n o  se m a n t u v o  c u b i e r t o  con un papel 

de a l u m i n i o  por la -fotosensibilidad de la tr i-f 1 uoperaz i na . 

F i n a l m e n t e  se lavo con 100 m L  de a c e t o n a  y 100 m L  de e t a n o l ,
y

d e j á n d o s e  r e s u s p e n d i d a  en agua d e s t i l a d a  hasta su posterior 

u t i 1 i z ac i ón .

2.15.2.2. C o l u m n a  c r o m a t o g r a f i c a  de tri f 1u o p e r a z i n a - S e p h a r o s e

Una al ícuota de 15 m L  de la Fr-50 dial izada contra el 

a m o r t i g u a d o r  de e q u i l i b r i o  de la c o l u m n a  de afinidad 

<Tris-HCl 10 m M  pH 7,0; CaCl a. 0,5 mM) , se a p l i c o  a una columna 

de 1,5 x 27 cm de t r i f 1u o p e r a z i n a - S e p h a r o s e  e q u i l i b r a d a  con el 

m i s m o  a m o r t i g u a d o r  recien m e n c i o n a d o .  La c o lumna se lavó con 

a m o r t i g u a d o r  h a s t a  la d i s m i n u c i ó n  de la absorbanci a a 280 nm a
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un valor menor que 0,005. Luego se le a gregó NaCl 0,5 M al 

a m ortiguador de e q u i l i b r i o  hasta que b ajara nuevamente la 

absorbañe i a a 280 nm. La calmodul i na fue e l uida finalmente con 

un p ulso de Tris-HCl 10 m M  pH 8,0 y EGTA 5 mM. Esta

c r o m a t o g r a f í a  se r e a l i z ó  a t e m p e r a t u r a  ambiente.

Para c a r a c t e r i z a r  las f r a c c i o n e s  o b t e n i d a s  de esta 

columna, se e mpleó el e f e c t o  que producían sobre la

fosfodi e s t e r a s a  de AMPc y la apirasa. Las p r o t e í n a s  de las 

f r a c c i o n e s  de esta c o l u m n a  se siguieron por la a b s o r b a n c i a  a 

280 nm. Las tres f r a c c i o n e s  que se e n c o n t r a r o n  con a c t i v i d a d

f  * *
biológica, se c o n c e n t r a r o n  por 1 iofi 1 izacion y d e spués de una

d i á l i s i s  c ontra NaCl 100 m M  (para reducir la f u e r z a  iónica) se
o

m a n t u v i e r o n  c o n g e l a d a s  a -30 .

2.16. C a r a c t e r i z a c i ó n  de la calmodul ina del tubérculo de 

S .tu b e r o s u m  v a r . U l t i m u s

La fracción p u rificada, o b t e n i d a  de la c o l u m n a  de 

t r i f 1u o p e r a z i n a - S e p h a r o s e , act i v a d o r a  de la f o s f o d i e s t e r a s a , 

se c a r a c t e r i z o  en c u a n t o  a:

a) su m a s a  m o l e c u l a r ,  por e l e c t r o f o r e s i s  en acr i lamida en 

p r e s e n c i a  de SDS (ver sección 2.4.2.);

b) su pl, d e t e r m i n a d o  por e 1 e c t r o e n f o q u e  según la m e t ó d i c a  

d e s c r i t a  en la sección 2.4.3.;

c) su e f e c t o  e s t i m u l a d o r  de la f o s f o d i e s t e r a s a  de AMPc en
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p r e s e n c i a  y a u s e n c i a  de TFP y EGTA (ver e nsayo de calmodulina,
✓

sección 2.14.);

d) su e f e c t o  sobre api rasa, como se describe en la sección 

s i g u i e n t e  <2.17.).

2.17. E f e c t o  de d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  con a c t i vidad 

r e g u l a d o r a  sobre api rasa

Se e n s a y o  el e f e c t o  de la calmodul ina y de las 

f r a c c i o n e s  d e n o m i n a d a s  activador-a e inhibidora, e l uídas de la 

c o l u m n a  de T F P - S e p h a r o s e  sobre las a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  y

/ O
A D P a s i c a  de la apirasa. El e s t u d i o  se e f e c t u ó  p r e i n c u b a n d o  a 0

es ta e n z i m a  con cada una de estas f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  en

p r e s e n c i a  de NaCl 100 m M . Como control se p r e i n c u b ó  la apirasa

con BSA a la m i s m a  c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  que la fracción

en sayada. En las f r a c c i o n e s  e l u í d a s  de la c o l u m n a  se d e t e r m i n ó

la c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  por la absorción a 280 nm; en

cambio, en los exper imentos r e a l i z a d o s  p o s t e r i o r m e n t e  con las

f r a c c i o n e s  c o n c e n t r a d a s  se u t i l i z o  el me todo de Lowry y col .

(1950). Se tomaron a l í c u o t a s  de e s t a s  m e z c l a s  de preinc u b a c i ó n

y se e n s a y o  la a c t i v i d a d  a p i r á s i c a  en las c o n d i c i o n e s

e s t á n d a r e s  del e n s a y o  e n z i m á t i c o  d e s c r i t a s  en la sección 2.5.,
/

cuantifi c a n d o  el Pi p r o d u c i d o  por el m é t o d o  de Fiske y 

S u b b a R o w  (1925).
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2.18. Caracterización de la fracción activadora de api rasa

Se estudió el efecto de esta fracción sobre ap i rasas de 

distintas variedades de S_. tuberosum y sobre la 

fosfodiesterasa de A M P c , según los ensayos descritos 

recientemente, secciones 2.5. y 2.14., respectivamente.

Para apreciar la homogeneidad de esta fracción 

ac t i vadora de apirasa se utilizo tanto la e 1 ec trofores i s en 

presencia de SDS (sección 2.4.2.) como e 1ectroenfoque (sección
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R E S U L T A D O S

3.1. P u r i f i c a c i ó n  de la api rasa a partir de tubérculo de S. 

t u b e rosum v a r . Pimpernel y v a r , Desi ree

Se describe solo la p r e p a r a c i ó n  de las api rasas 

p r o v e n i e n t e s  de tubér c u l o  de S, t u b e r o s um var Pimpernel y 

Desiree. Del t u b é rculo de var. U l t i m u s  se han a i slado dos 

f o rmas e n z i m a t i c a s  que p r e s e n t a n  d i f e r e n c i a s  en el pl y en el 

c u o c i e n t e  de h i d r ó l i s i s  A T P /ADP. E s t a s  dos f ormas enzimati cas 

solo se u t i l i z a r o n  para los e n s a y o s  con la fracción a c t i v a d o r a  

de la a p i r a s a  (sección 3.?.).

3.1.1. R u t a  de p u r i f i c a c i ó n

El e s q u e m a  de p u r i f i c a c i ó n  p r e s e n t a d o  en las tablas 2 y 

3, resume las e t a p a s  s e g u i d a s  para el a i s l a m i e n t o  de las 

i soap i r a s a s  p r o v e n i e n t e s  del t u b é rculo de S. tuberosum var. 

Pimpernel y var. Desiree. Esta ruta de p u r i f i c a c i ó n  ha 

r e s u l t a d o  ser la m a s  a d e c u a d a  para obtener p r e p a r a c i o n e s  

h o m o g é n e a s  y e s t a b l e s  de ambas isoapi rasas.

La fig. 3 m u e s t r a  el perfil de elución de p r o t e í n a s  y 

a c t i v i d a d  a p i r a s i c a  de la isoenzima Desiree en c o l u m n a  de azul 

de C i b a c r o n - S e p h a r o s e , que es la u l t i m a  etapa de purif i c a c i ó n .  

La c r o m a t o g r a f í a  de la isoenzima Pimpernel p r e s e n t ó  el m i s m o



TABLA 2

Purificación de la apirasa de S. tuberosum var. Pimpernel

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

1 0

4  \ ! 0 0 o>

<',(o y o O

U1



TABLA 3

Purificación de la apirasa de S. tuberosura var. Desirée

Fracción Protelna Total3 Acti vi da d Total Actividad especifica Rendimiento Purificación

(ma) (jukat) (pkat x 10~2/mg) %

ATPasa ADPasa ATPasa ADPasa ATPasa ADPasa ATPasa ADPasa

Extracto 30.000 67,9 65,7 0,21 0,22 100 100 1,0 1,0

Fracción A 1.730 64,3 49,9 3,10 2,80 80 76 14,8 12,7

Fracción B 304 47,5 47,9 15,50 15,80 70 73 73, 8 71,8

Fracción C 120 40,7 38,1 34,00 31,70 60 58 161,9 144 ,0

Sephadex G-100 9,5 20,2 19,0 215,00 201,70 30 29 1023,8 916,8

F3G-A-Sepharose 0,8 8,8 10,3 1110,0 1210,0 13 16 5086,0 5500,0

aTodos los datos están referidos a un kilo de tubérculo pelado. -J
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Fig. 3: Purificación de la apirasa Desiróe en columna de azul de 
Cibacrón-Sepharose.

La enzima proveniente de una columna de filtración se aplicó a 
una columna de azul de Cibacrón-Sepharose CL-4B (1,5 x 65 cmj diluí 

da 1:1 con Sepharose CL-4B, amortiguador de equilibrio succinato de 
Na 50 mM pH 6,0; a partir de la flecha comenzó la elución con un ara 
diente salino de NaCl (sección 2.6.3.2.).

La fracción enzimática aplicada contenía:

U Totales (ATPasa) = 30.932 ukat 
U Totales (ADPasa) = 30.641 pkat 
Proteínas totales = 74 mg.
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patrón de elución.

Como se puede apreciar en las tablas 2 y 3, estas 

ap i r asas p r o v e n i e n t e s  de dos v a r i e d a d e s  c l ó nales de S. 

t u b e r o s u m , Pimpernel y Desiree, se purif i c a r o n  alrededor de 

2.000 y 5.000 veces, r e s p e c t i v a m e nt e ,  lográndose p r e p a r a c i o n e s

e n z i m a t i c a s  con una a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  A T P a s i c a  cercana a 1 1  

jjkat/mg de proteínas. En estas tablas se aprecia también que 

la d i f e r e n c i a  de v e l o c i d a d  m a s  importante entre ambas 

i s o e n z i m a s  radica en la a c t i v i d a d  ADPasica. La enzima Desiree 

p r e s e n t a  la m i s m a  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  A T P a s i c a  y ADPasica, en 

cambio, la api rasa Pimpernel h i d r o l i z a  el A T P  con una 

v e l o c i d a d  alrededor de 12 v e c e s  m a y o r  que el A D P , por lo que 

la a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a  A D P a s i c a  de la Pimpernel es solo 0,87 

/ukat/mg de prote frías.

La fracción e n z i m a t i c a  o b t e n i d a  de la c o lumna de azul de 

C i b a c r o n - S e p h a r o s e  <fig. 3) una vez c o n c e n t r a d a  por 

u 1 t r af i 1 t r ac i on a tr aves de m e m b r  ana de A m  i c on , r esu 1 t o ser 

m u y  estable, con un semi per Todo de 52 m e s e s  al ser almace n a d a
o

a 4 en a m o r t i g u a d o r  s u c c i n a t o  de sodio 50 m M  pH 6,0 y NaCl 

c e r c a n o  a 1 M. Esta gran e s t a b i l i d a d  se debe probab l e m e n t e  a 

su c o n c e n t r a c i ó n  de protefnas, c e r c a n a  a 5 m g / m L  y a la alta 

f u erza iónica presente p r o v e n i e n t e  del gradiente de NaCl con

que fluyo en la u ltima etapa de p u r ificación, entre 0 , 8  y 1 , 3  

M de N a C l .
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3.1.2. D e t e r m i n a c i ó n  de la Ki del azul de C i b a c r o n - S e p ha r o s e  

para la api rasa

/ x / ✓
La d e t e r m i n a c i ó n  de este p a r a m e t r o  c i n é t i c o  se efectuó 

con el c o l o rante azul de C i b acron unido a S e p h a r o s e , previa 

solubi 1 ización de esta m a t r i z  como se describe en la sección 

2 .6 .3. 1 .

En el r e c u a d r o  de la + i g . 4 en que se p r e s e n t a  el

g r a + i c o  de C o r n i s h - B o w d e n  <C o r n i s h - B o w d e n , 1974) se puede

ap rec i a r  que el color a n t e  unido coval e n t e mente a Sepharose 

r e s u l t ó  ser un e x c e lente inhibidor de tipo c o m p e t i t i v o  de la 

a c t i v i d a d  A T P a s i c a  de la e n z i m a  Desirée. La Ki se c a l c u l ó  por 

el m é t o d o  de Dixon (Di xon y Webb, 1979) en que se gra-fica 1/v 

en -función de la c o n c e n t r a c i ó n  del inhibidor <-f i g . 4). La 

c o n s t a n t e  de inhibición se e n c u e n t r a  d i r e c t a m e n t e  en el punto

de C i b a c r o n  -fue 20 4 p M , que es m u y  c e r c a n o  al de la Km del 

A T P  < véase la sección 3.2.). N o  se r e a l i z a r o n  los e x p e r i m e n t o s  

pa ra d e t e r m i n a r  la Ki para la a c t i v i d a d  A D P a s i c a  de esta 

e n z i m a  ni tampoco para las a c t i v i d a d e s  h i d r o l i t i c a s  de la 

a p i r a s a  Pimper n e l ,  porque no se c o n s i d e r a r o n  necesarios.



Fiq. 4: Determinación de Ki del azul de Cibacrón-Sepharose para la apirasa.

Gráfico de 1/v (1/U) en función de la concentración de azul de Cibacrón-Sepharose (I). 
El medio de reacción contenía amortiguador MES 100 mM pH 6,0, CaCl2 5 mM. Se utilizaron tres con 
centraciones diferentes de ATP.

En el recuadro se presenta el gráfico de S/v en función de I (Cornish Bowden, 1973).
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3.1.3. Estimación de la pureza de la enzima

La enzima proveniente de la última etapa de purificación 

(azul de C i b a c r o n - S e p h a r o s e > a partir de S. tuberosum v a r . 

Desiree o Pimpernel, presento una banda de proteínas por los 

tres m é todos siguientes: electroforesis en presencia de S D S , 

e 1ectrofores is a pH 4,5 y e 1e c t r o e n f o q u e . La banda de 

proteínas encontrada, en los dos m é t o d o s  utilizados como 

criterios de pureza, tenía actividad ATPásica y ADPasica. En 

la fig. 5 se observa la fotografía de los respectivos geles de 

pol iacri 1ami da c o r r e s p ondientes a la i soapi rasa Desiree. En la 

fig. ó se presentan los densitogramas de los geles de

pol iacri 1ami d a , y en la corrida e 1ectroforetica a pH 4,5, se 

muestra t a m b a n  la actividad enzimatica asociada (ATPasa, 

A D P a s a ) .

La técnica de e 1ectroenfoque ademas de servir como un 

criterio de pureza de estas dos ¡soenzimas aisladas, permitió
4

determinar el pl de ellas. En la fig. 7 se puede apreciar el

perfil de pH y de actividad enzimatica de ambas i soapi rasas.

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

Desiree ó , 6 9 Í  0,047.

3.2. C a r a c t e r í s t i ca s  cinét i c a s  de las apir-asas Pimpernel y 

Desiree

Para contestar a la primera pregunta abordada en esta



i b ;

a b
63

GAL
FB

BSA

OVO

AC
IT
LA

AB

Polo inferior: (+) ( + ) (-) (+)

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

(A) Electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% en presencia de 
SDS. a) Estándares de masa molecular:
/£> -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.
Anhídrasa carbónica (AC) de M.M. 30,0 kDa.
Inhibidor de tripsina (IT) de M.M. 20,0 kDa.

-Lactoalbümina (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

(C) Electroenfoque en geles de poliacrilamida al 10% con anfolitos 
de rango de pH entre 3,5 y 10.
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ri9« 6 : Análisis de los geles de poliacrilamida de la apirasa mostra­
dos en la Fig. 5.

A) Geles de poliacrilamida en presencia de SDS.
(B) Geles de poliacrilamida en condiciones nativas a pH 4,5 en que

se muestra las actividades ATPásica (• • ) y la ADPásica (o— -o)
asociadas.

C) Electroenfoque de rango de pH entre 3,5 y 10.



PH IA) U/mL ATPasa

4.0

3.0

2.0

1.0

pH (B) ATPasa —— 
ADPasa o—®

Fig. 7 : Electroenfoque en geles de poliacrilamida de las apirasas.

(A) Apirasa Pimpernol.
(B) Apirasa Desirée.

Rango de anfolitos pH 3 - 1 0 . Perfil de pH x x ¡ actividad ATP-
ásica (•--- • ); actividad ADPásica (o-— 6). Tiempo de corrida
100 min a 300 V  y a 12°.
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tesis r e s p e c t o  a la fuñe i 

Diva lentes en la reacción 

determinaron los p arametros

JLf
nucle o t i d o s  y para el Ca 

/

on que desempeñan los m e tales

c a t a l i z a d a  por la apir-asa, se

c i n é ticos Km y Umax para los 

/ *
Una comparación de los parametros

cinéticos permite dilucidar si el verdadero sustrato es el 

nucleotido libre o el complejo n u c 1e o t i d o - m e t a l .

3.2.1. Determinación de los parám e t r o s  cinéticos Km y Um

La tabla 4 resume los valores de Km y Um de ATP y ADP 

para ambas isoenzimas. Según los valores calculados de 

eficiencia catalítica, 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 P i m p e r n e l , la diferencia en 

eficiencia catalítica es aún m á s  notoria, ya que la actividad 

ADPásica es 12 veces menor que la actividad ATPasica.

En la tabla 4 se encuentran también los valores de los 

parámetros 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 

límites de la contaminación de los metales bivalentes (Ca y 

Mq ). Esta contaminación no se logro disminuir a pesar del

tratamiento con CYi e í e x — í ÜÜ d'e toaos ios reactivos usados 

(amor t i g u a d o r , sustrato y solución de BSA utilizada para



67

TABLA 4; Parámetros cinéticos de las apirasas Pimpernel y Desirée.

Variable Fijo Km
(mM)

Vm Vm/Km
(mM) (mM) (}ikat) s'1

Enzima Pimpernel.

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

Enzima Desirée.

3- ATP (0,025-0,10) C a 2+ (5,0) 0,025 15,5 620,0
4- ADP (0,125-0,66) C a 2+ (5,0) 0,100 14,7 147,0
5- ADP

6- C a 2+
(0,025-0,30)a 
(0,025-0,30)a

C a 2+ (2,0) 

ADP (2,0)
0,065

0,062
9,1

8,7

136.0

134.0
7- Ca-ADP (0,0137-0,160)° 0,037C 8,9° 240,5

Enzima utilizada proviene de una preparación enzimática distinta a
la de los experimentos 3 y 4. 

b
Concentraciones calculadas a partir del valor de la Kas igual a 638 
M 1 (sección 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). Tam poco se obtuvo una buena 

reproducibi 1 i dad experimental al agregar EDTA para quelar los 

con tam i nan t e s .

En la f i g . 8 se presenta el gráfico de Hanes-Wool f al

variar el ADP o el Ca , mante n i e n d o  constante uno de ellos
x +

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

✓ '
como para ADP, los valores de los paráme tros cinéticos son muy

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

Estos resultados sugieren que al igual que en todas las
/

reacciones enz imaticas en que participan los nucl eotidos de 

adenina, el verdadero sustrato sería el complejo 

n u c 1eot i do-me tal.

' ' \

3.2.2. Determinación de la constante de asociación Ca-ADP a pH

6,0

y A
Con el proposito de conocer la concentración real del 

complejo Ca-ADP presentí n los experimentos cinéticos recien

mencionados, se determino la constante de asociación de este
/ ✓ > 

complejo por el método de filtración en ge 1 y por el método de
✓ * +

titulación directa con un electrodo selectivo para Ca

La fig. 9 muestra el perfil de elución de la columna de

Sephadex G-10 en que se fue midiendo la concentración de ADP

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

espectrofotometría de absorción atómica. Los máximos
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[S], mM

Fig. 8 : Gráfico de Hanes-Woolf para la determinación de los pará 
metros cinéticos de ADP y Ca^+ de la enzima Desirée.

El medio de reacción contenía amortiguador MES 100 mM pH 6,0 
EDTA 0,065 mil; ADP y Ca2+ variables.
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C a t(mM)° o •—•ADPt(mM)

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

Se aplicaron 1,78 jamóles 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 concentración total de calcio se determinó por espec- 
trofotometrla de absorción atómica y la de ADP por su absorción a 
259 n m .
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coinci den tes en los p e r f i l e s  de elución de c alcio y ADP 

totales c o r r e s p o n d e n  a la p r e s e n c i a  del c o m p l e j o  Ca-ADP. A 

partir del p r o m e d i o  de los v a l o r e s  o b t e n i d o s  de las diversas 

f r a c c i o n e s  c o l e c t a d a s  de la c o l u m n a  p r e s e n t a d a  en la fig. 9 se 

e n c ontró que la const a n t e  de a s o c i a c i ó n  era 643 i 95 M*1 .

Con el fin de c o r r o b o r a r  este r e s u l t a d o  o b t e n i d o  por el 

me todo de filtración en gel, se u t i l i z o  adem as la titulación

d i r ecta de Ca m e d i a n t e  un e l e c t r o d o  s e l e c t i v o  para este. *

m e t a l . En la fig. 10 se puede apreci ar que hubo 1 ¡nearidad en

la cur va  de c a l i b r a c i ó n  del e l e c t r o d o  entre v a l o r e s  de pCa de

4,5 y 2,9 a pH 6,0. Al a d i c ionar A D P  2,0 mM d i s m i n u y o  la 
✓

c o n c e n t r a c i ó n  de c alcio libre, indicando la formaci ón del 

c o m p l e j o  Ca-ADP. La linear i d a d  de está curva o b t enida en 

p r e s e n c i a  de A D P  se m o d i f i c ó  con r e s p e c t o  a la cali bración 

anterior entre pCa de 4,2 y 2,6. Se p r o m e d i ó  la constan te de

e q u i l i b r i o  c a l c u l a d a  para cada punt o de esta curva de
/ -1 

titulación, o b t e n i é n d o s e  un valor de 626 i 76 M <vease tabla

5). El valor p r o m e d i o  de c u a t r o  e x p e r i m e n t o s  de titulación fue

633 t 73 M ' 1 .

Par a el c a l c u l o  de la c o n c e n t r a c i ó n  del c o m p l e j o  Ca-ADP 

en los e x p e r i m e n t o s  c i n é t i c o s  para la d e t e r m i n a c i ó n  de Um y Km 

(sección 3.2.1.) se u t i l i z o  una constante de asoc iació n para 

este c o m p l e j o  de 638 M que se o b t u v o  del p r o m e d i o  de los 

v a lores c a l c u l a d o s  a partir de las dos m e t ó d i c a s  descritas. En 

la tabla 6 se presentan las c o r r e s p o n d i e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  

r eales del c o m p l e j o  C a -ADP para cada uno de los e x p e r i m e n t o s
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2 +-ig. 10 i Titulación del Ca libre seguido por medio de un electro­
do selectivo para Ca2+.

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

Curva (B) ; titulación en presencia de ADP 2 mM en las mismas cond_i 
ciones que curva A.
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— la ?■= DetermlnaciSn de la constante de asociación Ca-ADP por 
titulación con electrodo para Ca+ ^.

titulación con el electrodo para Ca+ ^

-a agreg. pca Lect. pCa1 a Ca± ADPCa ADPtb A D P ^  Kas

^  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.^58
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 concentración de Ca libre 

bADPt = concentración de ADP total 

'"ADPĵ  = concentración de ADP libre
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TABLA 6 ; Concentraciones de Ca-ADP calculadas a partir de la constante 
de asociación de este complejo.

Concentración 

de ADP o C a 2+ 

agregado 
(mM) .

Concentración 
de Ca-ADP ca_l 

culada - , 

(mM)

Porcentaje de Ca-ADl

formado a partir de 
2+ADP y Ca agregado

0,025 0,0140 56,4

0,05 0,0279 55,8

OH*O 0,0550 55,0

0,20 0,1090 54,5

0,30 0,1600 53,0

$

C o n s i d e r a d o  un valor de 638 M 1 para la constante de asociación Ca-ADP
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en que se v a r i ó  la c o n c e n t r a c i ó n  de A D P  y Ca . Como se puede 

ver la c a n t i d a d  de C a-ADP -formado c o r r e s p o n d í a  entre un 53 y 

56,4/ de las c o n c e n t r a c i o n e s  iniciales de n u c l e o t i d o  o metal.

En el g r á f i c o  de Hanes-Wool f de la -f i g . 11, la abscisa 

r e p r e s e n t a  las c o n c e n t r a c i o n e s  r e ales del c o m p l e j o  Ca-ADP y la 

o r d enada el cuociente S / v . E stas v e l o c i d a d e s  son un promedioI

de los e x p e r i m e n t o s  g r a f i c a d o s  en la f i g .8. El valor de Km 

o b t e n i d o  del graf ico de la -f i g . 11, en que se c o n s i d e r o  el 

c o m p l e j o  C a -ADP como el v e r d a d e r o  sustr a t o  de la api rasa, 

d i s m i n u y ó  en 40/ como se a p recia en la tabla 4, numero 7.

3.2.3. Efecto de iones metálicos bivalentes sobre la actividad 

apirásica
\

Las tablas 7 y 8 m u e s t r a n  que no es m u y  e s t ricta la 

e s p e c i f i c i d a d  de las i soap i rasas en cuanto a m e t a l e s

b i v a l e n t e s  en la h i d r ó l i s i s  e n z i m a t i c a  de n u c l e o s i d o s  di y 

trifosfatos. Las a c t i v i d a d e s  h i d r o l í t i c a s  de la isoenzima 

Pimpernel fueron m e n o r e s  a un 10/ en a u s encia de metal 

agregado; en cambio, la a p i r a s a  Desi ree p r e s e n t o  a c t i v i d a d e s  

enzimati cas r e s i d u a l e s  m a s  altas que solo se pudieron

dismin ui r a d i c i o n a n d o  EDTA. La inte rpretación m a s  simple de 

este h e c h o  es que la Km para el metal en las r e a c c i o n e s  

catal izadas por la e nzima Desi ree e s taría c e rcana a la 

c o n c e n t r a c i ó n  de los m e t a l e s  c o n t a m i n a n t e s  d e s pués del

tr atam i e n t o  con Che lex-100.



76[Ca-A D FL

?ig. 11: Gráfico de Hanes-Woolf para la determinación de los pará­
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).



77

TABLA 7 ; Efecto de cationes bivalentes sobre las actividades enzimáti- 

cas de la apirasa Pimpernel.

Metal A TPasa ADPasa ATPasa/ADPasa ATPasa ADPasa

(2 mM) pkat jukat
•n.  ■ • *

% %

Ca2+ 33,6 2,8 12,0 100 100

M n 2+ 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 U . 7

9.3

29 25

m 2+ 6,5 0,7 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 detectó por el método de Ernster y col. (1950).
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TABLA 8 : Efecto de cationes bivalentes sobre las actividades enzimá-

ticas de la apirasa Desirée.

Metal 

(2 mM)

ATPasa

pkat

ADPasa

pkat

ATPasa/ADPasa ATPasa

%

ADPasa

%

Ca2+ 9,3 9,2

*

1,0 100 100

Mn2+ 11,3 8,9 1,3 121 97

Cd2+ 11,6 8,3 1,4 125 90

M g 2+ 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 3,2 1,3 45 35

n í 2+ 2,6 3,5 o , V 28 38

Cu2+ 2,2 3,3 0,7 27 36

--— — 2,5 1,5 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 detectó por método de Ernster y col (1950).
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En las tablas 7 y 8 se encuen t r a n  adem ás estos m i s m o s  

v a l ores de v e l o c i d a d  de hidrol i sis r e f e r i d o s  p o r c e n t u a l m e nt e  a

IV y . '
la v e l o c i d a d  en p r e s e n c i a  de Ca ; aunque no siempre resulto

x*- ' u  **ser el Ca el metal m a s  efectivo. Los m e t a l e s  Ca , Mn y

C d e n  d i f e r e n t e s  casos fuer on los m e j o r e s  a c t i v a d o r e s  de las

v e l o c i d a d e s  de ambas enzimas. Este m i s m o  hech o p r o d u j o  una

varia c i ó n  s i g n i f i c a t i v a  de los c u o c i e n t e s  hidrol i ticos

( A T P a s a /ADPasa) de e stas e n z i m a s  < tablas 7 -y 8).

En la a p i rasa P i m p e r n e l , estos c u o c i e n t e s  variaron  entre

12 y 5,7 y en la a p i r a s a  Desi ree la fluct u a c i ó n  fue entre

1,0 y 0,7 . Los m i s m o s  m e t a l e s  no siempre m o d i f i c a r o n  en igual

s e ntido estos c u o c i e n t e s  hi dr o 1 \ t i c os en ambas isoenzimas, por

a* x*
e j e m p 1 o Mn y Cd

3.3. I nteracción de Cr<III>-ATP- con la a p irasa

El c o m p l e j o  n u c 1eotido- metal  al interactuar con la

e nz ima lo puede hacer a través de la c adena p i r o f o s f o r i c a  y/o 

por algún 1 i gando del metal . Para dar alguna luz en este 

a s p e c t o  se u t i l i z o  un c o m p l e j o  inerte de cromo <III>, el 

c o m p l e j o  Cr < I I I >- A T P , d e s c r i t o  por D e P a m p h i l i s  y C l e land

<1973).

De a c u e r d o  a d a t o s  de la l i t e r a t u r a  el a n á l o g o  de ATP, 

C r < I I I ) - A T P  es inhibidor c o m p e t i t i v o  c u a n d o  la interacción con 

la e n z i m a  se e f e c t ú a  a través  de los o x í g e n o s  de la cadena 

p i r o f o s f ó r  i ca (Janson y Clelan d, 1973; D a n n e n b e r g  y Clelandj 

1975; S p e r o w  y But ler 1978).
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3.3.1. C r ( III)-ATP como sustrato e inhibidor competitivo de 

1 as i soap i rasas

Al incubar las distintas api rasas con el comple jo 

Cr<III)-ATP en presencia o ausencia de Ca no se observo
y /

liberación de Pi (medido por el m é todo de Ernster). Pero en 

cambio resulto ser excelente inhibidor, competitivo de la

hidrólisis de los sustratos Ca-ATP y Ca-ADP para ambas

i soenzimas. En las figuras 12A y 12B están gra-ficados los 

valores recíprocos de las velocidades de hidrólisis y de las 

respectivas concentraciones de los sustratos en ausencia y en 

presencia de dos concentraciones de Cr(III)-ATP, 

exclusivamente para la isoe.nzima Pimpe^rnel. En los recuadros 

de la fig. 1 2  se presentan los gráficos secundarios de los 

valores de la intersección y de la pendiente en función de la 

concentración del Cr(III)-ATP. Estas regrafi cae iones

y
permitieron comprobar que la inhibición era de tipo

/ y
competitivo y ademas, por la linear i dad del gráfico de la 

pendiente en función del inhibidor, se puede decir que existe 

un solo tipo de sitio de unión con la enzima.

Las constantes de inhibición de Cr(III)-ATP de las 

actividades enzimáticas 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 análogo de sustrato de 

ambas isoapi rasas, se puede estimar que el Cr(III)-ATP se une



v̂ i
1/U

F i g . 12 : G r á f i c o  de L i n e w e a v e r - B u r k  para la determinación de la 
Ki del Cr(III)-ATP.

El m e d i o  d e  r e a c c i ó n  conte n í a  amorti g u a d o r  MES 100 m M  pH 6,0; 
C a C l 2 5 m M  y 60 ng de a p i r a s a  Pimpernel.

(A) ; a c t i v i d a d  A T P á s i c a
(B) : a c t i v i d a d  A D P á s i c a

En el r e c u a d r o  se p r e s e n t a  el g r áfico secundario de los v a l o ­
res r e s p e c t i v o s  de la i n t e r s e c c i ó n  y de la pendiente obtenidos al 
trabajar a d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de I (Cr(lii)-ATP).
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-abla 9 : Inhibición por Cr(III)-ATP de la hidrólisis de ATP y ADP

catalizada por las apirasas Pimpernel y Desirée.

Actividad enzimática Km

mM ' '

Ki Cr (III)-ATP 
(mM)

Apirasa Pimpernel

ATPasa 0, 05 0,33

ADPasa 0,17 0,12

Apirasa Desirée
*

ATPasa - ~ - \
0,03 0,02

ADPasa a\o%o TTO*O

Ensayo enzimático realizado en amortiguador MES 100 mM pH 6,0, en 

presencia de C a C ^  5,0 mM. El sustrato ATP se varió entre 0,025 y 0,1 

■M y el sustrato ADP fluctuó entre 0,125 y 0,5 mM. La concentración de 

3 r ( m ) - A T P  empleada fue entre 0,06 y 0,28 mM. La reacción se detuvo a 

los 4 min con molibdato de amonio en medio ácido y el Pi liberado se 

extrajo en isobutanol-benceno según el m étodo de Ernster.
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con m a y o r  a f i n i d a d  a la i s o e n z i m a  Desi ree < tabla 9).

3.4. Intera cc ió n de cationes b i v a l e n t e s  con la apirasa

El e s q uema de c o o r d i n a c i ó n  api r a s a :sustrato:metal 

su gerido a través de datos c i n é t i c o s  (secciones 3.2.2. y

3 . 3 . 1 .  ) se trato de confi r m a r  por e s p e c t r o s c o p i a  de r e s o n a n c i a  

del espín e l e c t r ó n i c o  <ESR>.

3.4.1. E s p e c t r o s  de r e s o n a n c i a  del espfn e l e c t r ó n i c o  del 

Mnd-I^O)^ en p r e s e n c i a  de a p i r a s a  Desiree

Co mo se d e s c r i b i ó  en la sección  3.2.3. ambas api rasas
Z-e z-t- ^

requie re n indistint ame nte Ca o Mn como a c t i v a d o r e s  de la 

h i d r ó l i s i s  de los n u cleotidos. Por esta razón se a p rovecharon
^ l t

las p r o p i e d a d e s  p a r a m a g n e t i c a s  del Mn<H^O>¿ , el cual se uso
é

z+
en r e e m p l a z o  del Ca . Estos e x p e r i m e n t o s  se hicier on solo

con la e nzima Desiree porque se d i s p u s o  de una prep aración
*

h o m o g é n e a  en c a n t i d a d e s  s u f i c i e n t e s  de esta enzima.

El e s p e c t r o  de ESR del MníH^O)^ aparece en la fig 13A 

m o s t r a n d o  el s e x t e t o  típico de este metal h e x a h i d r a t a d o . En la 

fig. 13C, se o b s e r v a  la curva de c alibración o b t enida al 

graficar el p r o m e d i o  de las a m p l i t u d e s  (en cm) de las 6

• w  I V

se ñ ales del MníH^O)^ r e f e r i d a s  a un m i s m o  nivel de señal del

/ / /■ 
instrumento, en función de la c o n c e n t r a c i ó n  del catión (Cohn y

Towse nd , 1954). La p r e p a r a c i o n  de apirasa Desiree (0,46 mM) no



(B)

1 iq. 13: Espectroscopia de resonancia del espín electrónico del 
M n ( H 20)2+.

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

“  2 +
A) Espectro correspondiente a una solcuión a 2,5 mM de Mn(H20)^ . Nivel

de señal: 1000; 2+
ÍC5) Espectro correspondiente a una solución de Mn(H20)g 0,495 mM en pr£ 

sencia de apirasa 0,46 mM. Nivel de señal: 3200. 2 +
■C) Curva de calibración del espectro de ESR de la banda del Mn(H20)g 

(Véase sección 2.11.1). El nivel de señal fue variable según la 
concentración del metal paramagnético.
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p r e sento ni nguna señal a lo largo del b a r r i d o  de campo 

m a g n é t i c o  e f e c t u a d o  entre 2000 y 3750 gauss. En la fig. 13B se 

obse rv a que la adición de api rasa Desi ree a una solución  de 

M n < H i 0)<> p r o d u j o  una trans ic ión a campo bajo, e v i d e n c i a d a  por
y **

la apar ic ió n de una n ueva señal a la izquierda del sexteto, y 

una d isminución de la a ltura de las seis lineas del Mn < H z0)fc
v

libre. I n t e r p o l a n d o  esta n ueva a m p l i t u d  de señal de las 6

, ■ , ~ ' ^ 
lineas en la curva  de c a l i b r a c i ó n  del MndH^O)^ , se e n c o n t r ó

que la c o n c e n t r a c i ó n  r e m a n e n t e  de M n < H a 0)¿ libre e s t a r í a

d i s m i n u i d a  en un 72/, lo que p e r m i t i ó  suponer  la p r e s e n c i a  de

un complejo b i n a r i o  ap i r a s a - M n . D e b i d o  a que no se d i s p u s o  de

suficie nt e c a n t i d a d  de enzima, no .se pudo e f e c t u a r  una
/ v /

titulación para conocer la estequi ornetri a de este compl ejo. N o
• ' $

obstante se c a l c u l o  un valor a p r o x i m a d o  de la c o n s t a n t e  de

aso ci ac ió n a partir de e s t o s  e s p e c t r o s  ( o b t e n i d o s  en

triplicado), e n c o n t r á n d o s e  un valor de 25.000 M , lo que
✓

equivale a una c o n s tante de d i s o c i a c i ó n  c e r c a n a  a 40 |jM  . Por 

este r e s u l t a d o  se puede decir que la a p i r a s a  se u n i r í a  al 

M n (H A 0)^ , en a u s e n c i a  de sustr ato. La adic ión de EDTA al

c o m p l e j o  b i n a r i o  sp i r a s a - M n , hizo d e s a p a r e c e r  el s e x t e t o
, a.+ x

típico del M n í H ^ O ^  y también la t ransición a c a m p o  bajo,

r e f l e j o  del c o m p l e j o  apiras a - M n .  N o  se o b s e r v o  c a m b i o  en el
Z-t

e s p e c t r o  de la e n z i ma-Mn al añadir CaCl^ entre 2,5 y 5,0 m M ;

ad em as al invertir el orden de adic ión de los cationes, es

.... 2+
decir, e q u i l i b r a r  pri m e r o  la a p i r a s a  con Ca y luego agre gar

i t  y ^
M n í H ^ O )  se r e p i t i ó  n u e v a m e n t e  la trans i c i ó n  a c a m p o  bajo.
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_ x+
estos r e s u l t a d o s  indicarTan que el Ca tal vez no Ínter-acciona 

con la enzima, o bien se u n i r f a  a un siti o d i s t i n t o  al cual lo
r 3L**

l itr 1 á e ' í  H  ̂ 0 ) fe ; o s  i a m b o s  s e  un i e r a n  a l  mi smo s i t i o ,  e l

Mn t e n d r í a  m a y o r  a f i n i d a d  p o r  l a  e n z i m a  q u e  e l  Ca

3.4.2,. F e n ó m e n o  de h i s t e r e s i s  en la a p irasa p r e i n c u b a d a  con

iones metálicos bivalentes

- n

La a p i r a s a  Des ir ée h o m o g é n e a  pre incubada con Mn (H^O , 

p r e s e n t o  una c i n é t i c a  a l t e r a d a  de liberación de Pi al ser 

e n s a y a d a  con A T P  o con ADF' a c o n c e n t r a c i o n e s  inferiores de

saturación por s u s t r a t o  (alr ededor de K m ) . Esta alte ración
>»

c o n s i s t i o  en un p e r i o d o  de r e t a r d o  en la liberación del
\

p r o d u c t o  co mo se puede apreciar en la fig. 14A. En la m i s m a

fi gu ra se m u e s t r a  la c i n é t i c a  de la e n zima Desi rée no tratada

con M n (H A 0)t (fig. 14B) y que en su r e e m p l a z o  se prei ncubo
x-f

con NaCl o con IÍn(HxC)t en p r e s e n c i a  de EDTA 10 m M . Frieden 

(1970) introd uj o el c o n c e p t o  de h i s t e r e s i s  en enzimol ogía;  

según su d e f i n i c i ó n  las e n z i m a s  h i steret i cas son a q u e l l a s  que 

p r e s e n t a n  un p e r T o d o  de r e t a r d o  en la libera ción de produc tos. 

Este m i s m o  autor int er preta este f e n ó m e n o  e n z i m o l o g i c o  como 

c o n s e c u e n c i a  de lo sigui en te:

a) C a m b i o s  en el e s t a d o  de a g r e g a c i ó n  de la enzima. 

b> D e s p l a z a m i e n t o  de un l i gando f u e r t e m e n t e  u n i d o  a la enzima, 

c) P r o c e s o s  de isomer i z a c i ó n  de los c o m p l e j o s  catalTticos.
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Fig. 14: Cinética de hidrólisis de ATP y ADP catalizada por la isoapira-

sa Desirée preincubada con Mn(H20)g+ o con Na+ .

La preincubación se realizó en ambos casos en amortiguador MES 100 mM
-H 6,0.

2+(A) Preincubación con Mn(Hz0)¿ 0,25 mM. 2 +
3) Preincubación con Na+ 0,75 mM o bien con Ca“ 0,25 mM en presencia de 

EDTA 10 mM.

Al cabo de una hora a 4o se diluyó con BSA (0,2 mg/mL) y se siguió la 
cinética de liberación de Pi a partir de ATP y de ADP respectivamente.

El medio de ensayo enzimático contenía ATP o ADP 0,05 mM; CaCl 2 5 mM; 
amortiguador MES 100 mM pH 6,0. El Pi liberado se cuantificó por el mé­
todo de Ernster y c o l * (1950).
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D e s p u é s  que se encontró'’ el -fenómeno de histeresis, 

p r o v o c a d o  por MnCH^O)^ en la api rasa Desiree, se prob o si los 

s i g u i e n t e s  m e t a l e s  b i v a l e n t e s  como C a , M g , Co, y Zn también 

p r o d u c í a n  el f e n ó m e n o  aludido, tanto en la i soapi rasa Desiree 

co mo en la Pim pe rnel. A m b a s  i s o e n z i m a s  p r e i n c u b a d a s  con C a 1*" , 

n 9  , Mn , Co y Zn m o s t r a r o n  aparición del f e n ó m e n o  de 

h i s t e r e s i s  en las a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  ATPa'sica y ADPas ica. 

La f i g u r a  15 m u e s t r a  las c u r v a s  de p r o g r e s o  de h i d r ó l i s i s  solo 

de la isoenzi ma Des iree p r e i n c u b a d a  con d i f e r e n t e s  m e t a l e s

_ X'f
D e siree en p r e s e n c i a  de Ca

Se e s t u d i o  la pos i b i 1 i dad de que el f e n ó m e n o  h i s t e r e t i c o  

en la api rasa se d e b i e r a  a c a m b i o s  en su e s t a d o  de agrega c i ó n  

m o l e c u l a r ,  c o m o  ha i n d icado Fríeden, c u a n d o  esta e n z i m a  se 

e n c o n t r a b a  en p r e s e n c i a  de m e t a l e s  b i v a l e n t e s  y en a u s e n c i a  de
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ATPasa * *

min min

-moles Pi

Fig. 15: Cinética de hidrólisis de ATP y ADP catalizada por la
isoapirasa Desiróe preincubada con cationes bivalentes.

Se utilizaron las mismas condiciones de preincubación y pos­
terior ensayo enzimático descritas en la Fig. 14.

(A) Preincubación con Ca^+ (B) Preincubación con Mg^+ ; (C) Prein­
cubación con Co^+ y (d ) Preincubación con Zn .
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TABLA 10 : Período de retardo presentado por la enzima Desirée

preincubada con distintos Cationes.

M 2+ Preincubación £ a

(0,25 mM) ATPasa ADPasa

(seg) (seg)

C a 2+ 18 12
M g 2+ 21 30
Mn2 + 42 42
Co2 + 51 21
Zn2 + 15 # 9

$

a
^  = período de retardo se define como la extrapolación al eje de la 

abscisa de la parte lineal de la curva, es decir Producto = 0

(Frieden, 1970).
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s u s t rato. Se d e t e r m i n o  la m a s a  m o l e c u l a r  de la api rasa, en 

c o n d i c i o n e s  en que se ha o b s e r v a d o  la h i s t e r e s i s  <pH,

t e m p e r a t u r a  y p r e s e n c i a  del ión calcio, en a u s encia de

n u c 1eoti d o s ) , m e d i a n t e  f i l t r a c i ó n  en una c o lumna de Sephadex 

G-lüU. En la fig. 16 se m u e s t r a n  los v o l ú m e n e s  de elución de 

l«s d i s t i n t a s  p r o t e f n a s  e s t á n d a r e s  en función  del logarit mo de 

la r e s p e c t i v a  m a s a  m o l e c u l a r  (Andrews, 1964). Por el volumen 

de e l u c i ó n  de la api rasa  D e s iree d e t e c t a d a  por su activ i d a d  

e n z i m a t i c a ,  se pudo e s timar una m a s a  m o l e c u l a r  de 47,8 kDa, 

valor s e m e j a n t e  al o b t e n i d o  con a n t e r i o r i d a d  <49 kDa) por el 

m i s m o  m é t o d o ,  pero en a u s e n c i a  de C a * ^ <K e 1 1 1 un y col., 1982).

c o n s e c u e n c i a ,  la h i s t e r e s i s  no -seri'a p r o d u c t o  de la 

a g r e g a c i ó n  de la enzima.
• ' \

9*4.4. F a c t o r e s  que anu lan la h i s t e r e s i s

Una vez d e s c a r t a d a  la a g r e g a c i ó n  m o l e c u l a r  de la apirasa

com o causal de la h i s t e r e s i s ,  se e n f o c a r o n  los e s t u d i o s  hacia

otra de las i n t e r p r e t a c i o n e s  que da Frie den (1970) sobre la

a p a r i c i ó n  de este fenómeno. Según este autor, el per Todo de

r e t a r d o  c i n é t i c o  p o d r f a  d e berse a d e s p l a z a m i e n t o  de una forma 
✓

e n z i m a t i c a  inac tiv a a una f o r m a  a c t i v a  por acción de un 

ligando. En este c a s o  1 a f o r m a  inacti va de la a p irasa estar fa 

por la ap i ras a- metal , la cual se r e a c t i v a r í a  por
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el sus tr at o (complejo C a - A T P  o C a - A D P ) . Esta forma activ a de 

enz im a po drfa o no tener u n i d o  aun el metal bivalente. El 

tiempo de r e tardo de aparición de p r o d u c t o  de la enzi ma 

pre vi ame nt e e q u i l i b r a d a  con ion c a l c i o  es función de la 

c o n c entración de sustrato, como se o b s erva en las f i guras 17A 

y 17 B . Este factor deja de ser observ a b l e  a c o n c e n t r a c i o n e s  de 

ATP superi o r e s  a 0,1 m M  (sobre c u a t r o  veces Km).

Otro apoyo experimental de que e l  s u s t r a t o  (nucle o t i d o  

metal) suprime la h i s t e r e s i s  se e n c o n t r ó  c u ando se p r o t e g i ó  la 

enzima con s e u d o - s u s t r a t o s  que a la vez son inhibidores, como 

el ade nos  fn-5" ( (l ,^-me t i 1 en )-tr i f osf ato (AMP-PCP) (Del C ampo y

col., 1977) y C r ( I I I )-ATP (fig. 18). La h i s t e r e s i s  también se
a-t .

anula al que lar el M n ( H ¿0)fc con EDTA como se m o s t r o  en la fig. 

14. (

La interacción entre la e nzima y esto s m e t a l e s
/ y

biva le n t e s  que provoca n el f e n ó m e n o  de histeres is, el cual se 

vi sualiza a baj as  c o n c e n t r a c i o n e s  de sustratos, no es abol ido 

por diluc ió n de la enz ima (1000 veces) en BSA 0,02/  ni por 

diá li si s e x h a u s t i v a  en NaCl 100 m M  (tratado  con Chelex-100).

3.4.5. Ca lculo de la consta nte de v e l o c i d a d  aparen te para 

alcanzar el regimen e s t a c i o n a r i o  del c o m p l e j o  a p i r a s a - C a

y
Por los r e s u l t a d o s  e x p e r i m e n t a l e s  de ESR y c i n é t i c o s  se 

puede suponer que la causal de h i s t e r e s i s  que p r e s e n t a  la 

api rasa sería un c ambio conformaci onal de la e nzima a una



: Efecto de la concentración del sustrato-metal sobre el 
tiempo de retardo de la apirasa Desiróe preincubada con

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

lA) ATP varió entre 25 y 100 ¿iM. 
3) ADP varió entre 25 y 67 /uM.
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íig. 18 : Anulación de la histéresis por análogos de sustratos.

La apirasa Desirée se preincubó a 4 o por una hr en MES 100 
--w. con M n 2 + 0,25 mM previa adición de : (A) Cr(III)-ATP (0,225 mM). 
(B) AMP-PCP (0,25 mM).

Después de diluir en BSA (0,2 mg/mL) se siguió la cinética 
-e liberación de Pi a partir de ATP 0,05 mM en amortiguador MES 

| !00 mM pH 6,0; CaCl2 5 mM.
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■forma menos activa o inactiva al unirse el metal bivalente en 

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

la conformación activa por un desp lazam iento directo del
, _ i*

complejo La -nu cl eotido (verdadero sustrato de la enzima) 

como se represent a en el esquema presentado a continuación

El au mento de la velocid ad de la reacción depende del 

tiempo que se demora el metal (inhibidor) en liberarse de la 

superficie de la enzima (Frieden, 1970).

Hatfi el d y col. (1970) presentan dos mode los cinéticos 

que permiten explicar el per íodo  de reta rdo caracterí stico de 

la reacción c atalizada por la desami nasa de la treonina. A) 

Mo de lo de equ il ibrio espontáneo; involucra dos formas 

enzimaticas, una activa y la otra inactiva que están en 

eq ui librio rápido  en ause nc ia de ligandos, la unión 

preferencial de un ligando efector (activador o inhibidor) 

d e s p l a z a m i e n to  rápido del equilibrio. B) El otroproduce un
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m o delo, que p r e s e n t a  una inducción por ligando, implica la 

p a r t i c i p a c i ó n  d i r e c t a  de un liga ndo en la transición 

e n z i m a t i c a ,  e t a p a  que es lenta en a u s e n c i a  de ligando.

M o d e l o  A: FI <---=r> ( F ^ E )  A  ES - 5 >P

M o d e l o  B: F I < F I S -> ESI ) = = r E 5 — .— >P
K - i  k - 5  \

W-uV É - '

F = f o r m a  e n z i m a t i c a  inactiva o m e n o s  a c t i v a  (ap i r a s a - m e t a l )

E = forma e n z i m a t i c a  a ctiva 

I = inhi bi do r (metal b ivalente)

S = s u s t r a t o  (Ca-ATP o Ca-ADF')
.-■•i»

k = c o n s t a n t e s  c i n é t i c a s  •

De a c u e r d o  a Ha t fj e 1d- y col. í 19 7 0 ) la ecuación  que 

r e l a c i o n a  la c a n t i d a d  de p r o d u c t o  en el tiempo en c u a l q u i e r a  

de e s t o s  m o d e l o s  tiene la s i g u i e n t e  forma general:

-k dpt
P = v ^  t - v ^  <l-e >/kap <Ec. 4)

P = p r o d u c t o  

t = t i empo

v<y= v e l o c i d a d  a tiempo largo

kap = c o n s t a n t e  de v e l o c i d a d  aparante para alcanzar el 

r é g i m e n  e s t a c i o n a r i o .  Est a c o n s t a n t e  r e fleja la 

p r i m e r a  parte de la curva de p r o d u c t o  en el tiempo 

que tiene una c i n é t i c a  de tipo e x p onencial.

La e c u a c i ó n  4 indica que la c a n t i d a d  de p r o d u c t o  form ado 

es la d i f e r e n c i a  entre dos cantid a d e s :  el p r o d u c t o  que se
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valor m á x i m o  ( v ^ / k a p ) .

La c o n s t a n t e  p r e s e n t e  en el termino expo nencial p r e s e n t a

una d e p e n d e n c i a  d i s t i n t a  de las c o n c e n t r a c i o n e s  del s u s t r a t o  y

del in hibidor según de cual de los dos m o d e l o s  se trate. En la

tabla 11 a p a recen los v a l o r e s  de kap c a l c u l a d o s  de las curvas

de p r o g r e s o  a d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de s u s t r a t o  (Fig.

17). De los dos m o d e l o s  g e n e r a l e s  p r o p u e s t o s  por H a t f i e l d  y

col., (1970) el s e g u n d o  de ellos, que p r e s e n t a  una inducción

por el su strato, p r edice una d e p e n d e n c i a  lineal de la kap con

r e s p e c t o  a la c o n c e n t r a c  ión de s u s t r a t o  (Ca-ATP o Ca-ADP) y a

su vez es i n d ependiente de la c o n c e n t r a c i ó n  del inhibidor 
2 +
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TABLA 11 : Valores de la intersección en la ordenada con la curva de

progreso a diferentes concentraciones de ATP y ADP.

Sustrato

mM

Intersección 

en eje ^9 

/ Kap

V

pkat

Kap

s-1

ATPa *

0,025 2,07 901 435

0,033 1,82 1101 605

0,050 1,54 1270 824,7

0,067
<N«H 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 módulo de la intersección.
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1 a s  formas e n z i m á t i c a s  a las que están unidos tanto el 

sustr at o como el inhibidor (espe cies entre p a r é n t e s i s  en el 

m o d e l o  B ) . Sin embargo, si las v e l o c i d a d e s  de isomerización 

son c i n é t i c a m e n t e  signi f i c a t i v as ,  la d e p e n d e n c i a  de la kap con 

r e s p ecto a la c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  obedece a una ecuación 

semejante. Por lo tanto no se puede discri m i n a r  entre ellas.

En la fig. 19 se encue n t r a n  g r a f i c a d o s  los v a l o r e s  de 

kap en fu nción d i r ecta de las c o n c e n t r a c i o n e s  de A T P  y ADP

usadas en dos ser ies de e n s a y o s  enz¡mati eos de la enzima

i+ ,
p r e i n c u b a d a  con Ca . En ambos casos se o b s erva una relación

lineal entre la c o n c e n t r a c i ó n  del s u s t r a t o  y la kap, como lo

predice el modelo. D e n t r o  del error experimental se puede
>•

con clu ir que los v a l o r e s  de kap, en ausencia de sustrato 

(C a - n u c 1eoti do) no son s i g n i f i cativos.

N o  se e f e c t u ó  ningún e s t u d i o  para corroborar  que este 

m o d e l o  se a j usta al del c o m p l e j o  a p i r a s a - C a  en relación a si 

existe o no d e p e n d e n c i a  de la c o n c e n t r a c i ó n  del metal 

inhibí d o r .

3.5. D e t e r m i n a c i ó n  del c o n t e n i d o  de m e t a l e s  b i v a l e n t e s  en el

f *
tubér cul o de S. t u b e rosum var. Desi ree

La tabla 12 p r e s e n t a  el re su 1 tado del a n á lisis por 

ac ti vación n e u t r ó n i c a  del c o n t e n i d o  de algunos m e t a l e s

b i v a l e n t e s  del tejido del t u b é rculo de J>_. tuberosum var. 

Desirée. Los datos están e x p r e s a d o s  como  m g  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 enzimático.

Graficación directa de los valores de la constante de veloci^ 
dad aparente para alcanzar el régimen estacionario del complejo ~ 
apirasa-Ca2+ en función de las concentraciones de ATP y ADP utili 
zadas para el ensayo enzimático de la apirasa-Ca2+. “

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



'ABLA 12: Contenido de metales bivalentes en el tubérculo de S. 
tuberosum v a r . Desirée.

Mg 18,02 + 2,24 20,0

Ca 6,56 + 1,27 7,6
Mn 0,141 + 0,026 0,22

Zn 0,308 + 0,038 0,12
Co 0,0024 + 0,0012 0,010

i
Promedio de 6 muestras.

valores extraídos de Souci, S.W., Fachmann, W. y Kraut, H (1979) en 

-ie Zusammensetzung der Lebensmittel. Ed. Wissenschaftliche veriags- 

| gesellshaft M.B.H. Stuttgart.

La cuantificacién del contenido total de estos metales se efe£ 

tué por análisis de activación neutrónica de muestras calcinadas (véa- 

i se la sección 2.12).
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de tejido fresco. Las c o n c e n t r a c i o n e s  e n c o n t r a d a s  de Mg y de

Ca indican que son los m e t a l e s  que están en mayor c a n t i d a d  en

el tejido del tubérculo. Fue importante conocer el c o n t e n i d o

de h u m e d a d  en el tejido del t u b é rculo de las d i v e r s a s  m u e s t r a s

de S. tuber o s u m  para una e x p r e s i ó n  a d e c u a d a  de los resultados.

El valor p r o m e d i o  del c o n t e n i d o  de h u medad fue de 77,92XÍ

0,91. Esta v a r i ación inferior al 17. no afecta la expresión de

los r e s u l t a d o s  en peso seco o en peso húmedo.

En la tabla 12 se encue n t r a n  también los v a l ores de la

litera t u r a  de e stos m i s m o s  m e t a l e s  <Souci y col., 1979). En

g e n e r a l , los v a l o r e s  informados por estos a u tores son bastante

c o i n c i d e n t e s  con los e n c o n t r a d o s  para la v a r . Desi r e e , con la 

✓
excepción del Zn y del C o .

\

3.6. D e t e r m i n a c i ó n  del c o n t e n i d o  de A T P  y A D P  en el tubérculo 

de S. t u b e rosum var. Desiree

En la tabla 13 se p r e s e n t a  el p r o m e d i o  de los v a l ores de 

c o n c e n t r a c i ó n  de ATP y A D P  del tejido f resco de tubérculo de 

S. t u b e r o s u m  var. Desiree. Cabe hacer notar que esta 

d e t e r m i n a c i o n  de nuc 1 eot i dos se hizo en las m i s m a s  m u e s t r a s  de 

t u b é rculo en que se d e t e r m i n ó  el c o n t e n i d o  de los metales. En 

esta m i s m a  tabla se v o l v i e r o n  a poner las c o n c e n t r a c i o n e s  

d e t e r m i n a d a s  para Ca y M g  e x p r e s a d a s  en mi cromóles, con el 

p r o p o s i t o  de hacer una c o m p a r a c i ó n  en los o r denes de m a g n i t u d  

en que se e n c u e n t r a n  los m e t a l e s  y los nucí 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 cuantificación de los nucleotidos fue hecha por medio ae 
er.sayos enzimáticos y la de los metales por análisis de activación neu 
trónica (véase las secciones 2.13 y 2.12).
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tejido -fresco. Se puede concluir que la c o n centración de estos 

m e t a l e s  b i v a l e n t e s  es por lo m e n o s  un orden de m a g n i t u d  mayor 

que la de los nucleotidos.

S.7. P u r i f i c a c i ó n  de c a l m o d u l i n a  de tubérculo de S. tuberosum 

var . U1t i mus

La p u r i f i c a c i ó n  de la CaM de tubérculo de S_. tuberosum 

se baso en las c a r a c t e r í s t i c a s  descritas para CaM de otras 

f u entes corno s o n : la e s t a b i l i d a d  al calor, la p r e c i p i t a c i ó n

con un 5ÜX de satura c i ó n  de s u l f a t o  de a m onio y su afini d a d  

por t r i f 1uoperazi na (Dieter, 1984). Se aisló a partir de S . 

tuberosum var. U l t i m u s  y var. Desirée. Se describe solo la 

p r e p a r a c i ó n  y p o s t e r i o r  caracterización* de la CaM y otras dos 

p r o t e í n a s  que r e s u l t a r o n  ser modulador-as de la apirasa, a 

partir de S_. t u b e rosum var. Ultimus.

El p r o c e d i m i e n t o  de p u r i f i c a c i ó n  de CaM de S. tuberosum 

no c o r r e s p o n d i ó  a n i n g u n a  de las d e s c r i t a s  en la literatura a 

partir de tejidos v e g e t a l e s  <Muto y Miyahi, 1977; Charb o n n e a u  

y Cor-mi er, 1979; Wat tensón y col., 1980; Jarre t y col., 1982; 

01 ah y col., 1983; Sane y col., 1984). Fue imprescindible 

c o n c e n t r a r  p r i m e r o  las p r o t e í n a s  del e x t r a c t o  de S. tuberosum 

con s u l f a t o  de amonio, a ntes de realizar el p r o c e s o  de 

c a l e n t a m i e n t o.

La f r a cción p r o t e i c a  p r o v e n i e n t e  de S. t u b e r osum

p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a  a través de p r e c i p i t a c i ó n  con s u l fato
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de amonio <0-50/0 y calentamiento a 100 ha sido denominada 

Fr-50. Esta fracción presento características de calmodulina 

como se muestra en la tabla 14. En esta tabla se observa que 

la Fr-50 es capaz de estimular a la f osfod i esterasa de AMF'c , 

ademas este efecto es dependiente de Ca* puesto que EGTA 2 mM 

disminuyó su acción. En la tabla 14 se aprecia también que la 

TFP revierte el efecto activador de la Fr-50 en la actividad 

f osf od i esteras i c a . En la misma tabla -̂e observa que esta
O

actividad c a 1m o d u 1 ínica se pierde al calentar la Fr-50 a 100 y 

pH 1,0 <Fr-50 desnaturada).

Esta Fr-50 activó una preparación de i soapi rasa de S .

tuberosurn var Ultimus (cuociente A T P a s i c o / A D P á s i c o  cercano a

10) como se observa a continuación en la tabla 15.

La siguiente etapa de purificación de esta fracción
*

proteica con actividad c a l m o d u 1 fnica fue una cromatografi a en 

T F P - S e p h a r o s e , considerada una croma t o g r a f f a  de afinidad para 

la CaM (Charbonneau y Cormier, 1979).

Las fracciones e 1uídas de la columna de TFP-Se p h a r o s e  se 

analizaron en cuanto a si ten Tan acción sobre la 

fosfodiesterasa de nucleo t i d o s  cfcli c o s  y la apirasa. De esta 

columna se obtuvieron tres f r a c c i o n e s  de proteínas, de las 

cuales dos eluyeron con fuerza iónica de NaCl 0,5 M y l?s 

tercera e luyó con una solución de EGTA 5 m M , como se resume en

la tabla 15. La primera fracción que salió a los 0,84

* ** 
volúmenes de columna al eluir con NaCl 0,5 M, p r e s e n t o  solo

efecto activador sobre la apirasa y fue inactiva frente a la
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Tabla 1 4 : Efecto de la fracción 50 sobre la fosfodiesterasa de AMPc

de corazón de bovino.

Aumento de la actividad 

fosfodiesterásica ( % )

1. - Más Fr-50 (0,8 mg) , 200

2. - Más Fr-50 (0,8 mg)desnaturada3 0

3. - Igual que 1. más EGTA (1 mM)b 41

4. - Igual que 1. más EGTA (2 mM) b 25

5. - Igual que 1. más TFPC ( 1 mM) 81

6. - Igual que 1. más TFP ( 2 mM) 41

7. - Igual que 1. más TFP ( 3 mM) . 10

El ensayo de la fosfodiesterasa se efectuó 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 reacción se cuantificó 
espectrofotométricamente por el descenso de absorción a 265 nm por trans­

formación del AMP a IMP mediante el ensayo acoplado a la 5 1-adenilato-de- 
saminasa (0,38 U) en amortiguador citrato de Na 10 mM pH 6,5 a 25° hasta 

que se alcanza el equilibrio.

aFr-50 calentada a 100° por 10 min a pH 1.

13 El ensayo se efectuó sin adicionar CaCl2 . 

c TFP = trifluoperazina.



TABLA 15

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

fosfodiesterasa de AMPc y la apirasa.

Fracción
Proteica

Q
Volúmenes 
de columna

Ac ti vi da d 
ug de frac­
ción proteica.

f o s f o d i e s t e r á s i c a 3 
(AMP) liber. Au m e n t o  
uraoles. acti vi da d

% t

¿ug de f r a c ­
ci ón proteica.

A c t i v i d a d  a.pirSsica 
(Pi) liber. 
¿untóles.

b

a u m e n t o  de 
la a c t i v i d a d  

%

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-I . 2,60 10 0,0247 0 10 0,26 - 2 6 d
Ca M 0,84 4,9 0,0370 50 .

. -»>*
20 i 0,35 0

*Fosfodiesterasa de AMPc de corazón de bovino, 0,08 U (100 p g  de proteínas / tubo). Al canza su m á x i m a  a c t i v a c i ó n  co n 
34 ng de Ca M de bovino (190%) .

Isoapirasa A  proveniente de S. tuberosum var. Ultimus, 29,5 U A T P á s i c a  (10 ¿ug de pr ot eí na / tubo). Esta e n z i m a  es 
una de las isoapirasas presente en esta vari ed ad de S. t u b e r o s u m , una de cuyas ca ra c t e r í s t i c a s  es h i d r o l i z a r  el ATP 
y el ADP con un cuociente cercano a 10.

£
Elución de la columna de cada fracción pr ot ei ca considerando, en los dos pr im er os casos que la e l u c i ó n  es c o n  NaCl 
0,5 M  y en el tercero es con EGTA (5 m M ) .

^Porcentaje de disminución de la actividad apirásica.
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i-osf odi ester asa . Una s e g u n d a  -fracción p r o t e i c a  que eluyo a los 

2,6 v o l ú m e n e s  de c o l u m n a  al eluir con NaCl 0,5 M  no presento" 

acción sobre la f o s f o d i e s t e r a s * ,  en cambio, inhibió a la 

*p i r a s a ; y el tercer m á x i m o  que salió" a los 0,84 v o l ú m e n e s  de 

c o l u m n a  al eluir con EGTA, activo" la f osfod i e s t eras* y no la 

*pi r a s a . E s t a s  tres t r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  e l u ídas de esta

c o l u m n a  de T F P - S e p h a r o s e  fueron d e n o m i n a d a s  sucesivamente, 

fracc ión acti v ador a de la a p i r a s *  < F r - A ) fracción inhibí dora 

ce e s t a  mi sma e n z i m a  (Fr-I) y f r a c c i ó n  cal modu 1 f n i c a < Fr -Cali) .

La f r a c c i ó n  con a c t i v i d a d  calmodul fnica y la fracción 

a c t i v a d o r *  sobre la ap i r a s a  e 1 ui das de esta columna

crornatografica fueron c a r a c t e r i z a d a s  poste r i o r m e n te ,  no

obsta n t e  no fue p o sible hacer lo m i s m o  con la fracción

inhi bi d o r a  de la a p i r a s *  que p r o b a b l e m e n t e  por su bajo

c o n t e n i d o  de prote ínas r e s u l t o  m u y  inestable.

3.8. C a r a c t e r i z a c i ó n  de la F r - C a M  de tubérculo de S.

t u b e r o s u m  v a r . U l t i m u s

La c a r a c t e r i z a c i ó n  de esta prote ¡na se baso” en las

p r o p i e d a d e s  g e n e r a l e s  d e s c r i t a s  para la CaM de origen animal y

■egetal, r e s u m i d a s  en la p u b l i c a c i ó n  de A n d e r s o n  y col.,

1980). Se d e t e r m i n ó  la m a s a  m o l e c u l a r ,  el pl, su efecto

e s t i m u l a d o r  sobre la f o s f o d i e s t e r a s a , la d e p e n d e n c i a  de este

e f e c t o  de la p r e s e n c i a  de Ca y f i n a l m e n t e  la interacción con

2 +
el inhibidor TFP, en p r e s e n c i a  de Ca
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En 1a fotogra-f i a de 1 a f ¡ g . 20 se a p r ecian dos geles de 

po 1 i acr i 1 am i da . E 1 ge 1 A  e s e 1 re su 1 t ado de una el ectr of ores i s 

en c o n d i c i o n e s  d e s n a t u r a n t e s ,  y el gel B r e p r e s e n t a  un 

e 1 ec troen-f oque entre pH 3,5 y 10,0. En ambos geles se o b s erva 

que la Fr — CaM e l u i d a  de la c o l u m n a  de T F P — S e p h arose presente^ 

una sola b a n d a  de p r o t e í n a s ,  c o r r e s p o n d i e n t e  a una p r o t e f n a  de 

M.M. 17,5 kDa y de pl 4,4 <ge 1 B> .

La f i g . 21 m u e s t r a  la d e t e r m i n a c i ó n  de la m a s a  m o l e c u l a r

de la F r - C a M  de S. t u b e r o s u m  según el m é t o d o  de W eber y

Osbo rn <19ó9). En 1 a ¿.2.2 se puede a p r eciar el densi tograma 

del gel de el ectroen-foque t enido con azul de C o o m a s s i e  junto 

con el c o r r e s p o n d i e n t e  g r a d i e n t e  de pH.

La tabla 16 m u e s t r a  los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  al agregar

la CaM p u r a  de S. t u b e r o s u m  a la fostodi e s t e r a s a  de A M P c . La

acción e s t i m u l a d o r a  de esta CaM vegetal se c o m p a r o  con la

p r o d u c i d a  por la CaM de c o r a z ó n  de bovino, e n c o n t r á n d o s e  que

produc ía un e f e c t o  m a r c a d a m e n t e  menor. Por el e s caso material

que se d i s p o n f a  no se hizo una curva de titulación c o m p l e t a

del e f e c t o  e s t i m u l a d o r  de la CaM de S. tuberosum sobre la

fosfodi esterasa, por esta razón en la tabla ló se p r e senta

solo el e f e c t o  p r o d u c i d o  por tres c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s

de esta Fr-CaM. De e s t o s  d a t o s  se puede deducir en forma

a pro ximada, que una c o n c e n t r a c i ó n  de 15 /ug de esta CaM vegetal

prod uce un 507. de la a c t i v a c i ó n  m á x i m a  que alcanza la

f o s f o d i e s t e r a s a  en p r e s e n c i a  de c o n c e n t r a c i o n e s  s a t u r a n t e s  de
✓

CaM de b o v i n o  < 34 n g  > • En la tabla ló se a p recia también que
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(+) (-)

-9 . 2 0 : Fotografía ae los geles de poliacrilamida de la fracción
eluída de la columna de TFP-Sepharose con 0,5 mM EGTA.

iA) Electroforesis geles poliacrilamida al 10% en presencia de SDS. 
Estándares de M.M. usados:
FB = fosforilasa B (M.M., 94,0 kDa)
BSA = albúmina sérica de bovino (M.M. 67,0 kDa)
OVO = ovoalbúmina (M.M. 43,0 kDa)
AC = anhidrasa carbónica (M.M. 30,0 kDa)
IT = inhibidor de la tripsina del poroto de soya (M.M. 20 kDa) 
LA =«(-lactoalbúmina (M.M. 14,4 kDa).

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

1
Electroforesis en geles de acrilamida en presencia de Fr Co

no proteínas marcadoras de masa molecular se usó:
Fosforilasa B (FB) de M.M. 94,0 kDa.
Seroalbúmina (BSA) de M.M. 67,0 kDa.
Ovoalbúmina (OVO) de M.M. 43,0 kDa.
Anhidrasa carbónica (AC) de M.M. 30,0 kDa.
Inhibidor de tripsina (IT) de M.M. 20,0 kDa.
^  -Lactoalbfimina (LA) de M.M. 14,4 kDa.
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Fig. 22 s Electroenfoque en gel de poliacrilamida de la CaM.

Trazado densitométrico del gel teñido con azul de coo

----- ).

Perfil de pH ( x x ).
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.abla 1 6 : Caracterización de la calmodulina de tubérculo S. tuberosum
var. Ultimus.

Aumento de la actividad 

■fosf odiesterásica.

1. - Más 3 4 ng de CaM de bovino 188

2. - Más 4,9 pg de Fr-CaM de S, tuberosum 50

3. - Más 9,8 pg de Fr-CaM de S. tuberosum 75

4. - Más 19,5 pg de Fr-CaM de S. tubersoum * * 125

5. - Igual que 4. más EGTAa (1 mM) 28

6. - Igual que 4. más EGTAa (2 mM) 1 0

7. - Igual que 4. más TFP (50 pM) 0

Las condiciones de ensayo de la actividad fosfodiesterásica y pos 

terior cuantificación del AMP producido se encuentran descritas en la 
Tabla 14.

*En el ensayo se eliminó el CaCl2.
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1* <*<_c i on de EGTA, o bien de T F P  s u p rimen el e f ecto de la CaM

de S. t u b e rosum sobre la f o s f o d i e s t e r a s a .

3.9. C a r a c t e r i z a c i ó n  de la F r - A  de las i soapi rasas

La Fr-A de la api rasa o b t e n i d a  de la c o l u m n a  de 

T F P - S e p h a r ó s e  con NaCl 0,5 M, fue a n a l i z a d a  en c u a n t o  a su 

pureza, a su e s p e c i f i c i d a d  frente a otras isoapirasas y al 

e f e c t o  del E G T A  y T F P  sobre su acción estimul dora.

F r - A  p r e s e n t o  v a r i a s  b a n d a s  de prote fnas por 

e 1e c t r o f o r e s  is en pol iacri 1ami da en p r e s e n c i a  de SDS y por 

e l e c t r o e n f o q u e  entre pH 3,5 y 10 <fig. 23).

Esta fracc i ó n  p r o t e i c a  e s t i m u l o  las a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  

y ADF'asica de las i soap i r a s a s  Desi rée , Ptmpernel, U l t i m u s  A y 

U l t i m u s  B (dos ¡ soenzimas p r e s e n t e s  en el tubérculo de S. 

t u b e r o s u m  v a r . U1 t i m u s ) . Como se puede apreciar en la tabl a 

1 e f e c t o  a c t i v a d o r  fue m u y  s e m e jante en todos los casos, 

e s t i m u l a n d o  en forma p a r e j a  a las dos a c t i v i d a d e s  enzimáti c a s ,
f  ,

A T P a s i c a  y A D P á s i c a  de cada isoapi rasa.

El e f e c t o  de c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de esta Fr-A sobre la 

a p i r a s a  Desi ree se puede apreciar en la fig. 24. A m b a s
S j

a c t i v i d a d e s  enz i mat i cas , A T P a s i c a  y ADF'asica, son e s t i m u l a d a s  

en f orma c r e c i e n t e  h asta una c o n c e n t r a c i ó n  de 50 yjg de 

p r o t e í n a s  de la Fr-A agregada. Al adicionar una cantidad 

mayor, se p r o d u j o  una inhibición del e f e c t o  inicial hasta 

llegar casi al valor basal de la api rasa. Estos resul t a d o s
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(A) (B)

Fiq. 23 : Electroforesis en geles de póliacrilamida en SDS y elec- 
troenfoque de la fracción activadora de la apirasa.

(A) Electroforesis en gel de póliacrilamida al 10% en presencia de 
SDS •

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

isoapirasas.

Apirasa Aumento de la Actividad

ATPasa ADPasa
„ %* %

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

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

Ultimus A a (1,1 pg)raás Fr-A (40 pg) 75 77

Ultimus B ( 0,1 pg) más Fr-A (40 pg) - 75 83

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

EGTA 10 mM. 75 80

Desirée (1,2 pg) más Fr-A (40 pg) más 
TFP 0,5 mM. 18 24

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

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

ADPásico cercano a 10.

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

ADPásico cercano a 2.



ACTIVACION
%

FRACCION ACTIVADORA(gg)
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p o drían e x p l i c a r s e  por la c o n t a m i n a c i ó n  con la prote f n a  

i n hibi d o r a  <.Fr-I> que también e l u y ó  con la m i s m a  tuerza iónica 

de la c o l u m n a  c r o m a t o g r a f i c a , pero a mayor volumen de elución.

El e f e c t o  a c t i v a d o r  de la Fr-A sobre la api rasa no es 

d e p e n d i e n t e  de Ca porque la p r e s e n c i a  de E6TA 10 m M  no 

*1 tero el e f e c t o  e s t i m u l a d o r  como se o b s e r v a  en la tabla 17. 

Perú la adición de T F P  a una c o n c e n t r a c i ó n  10 veces mayor que 

la u s a d a  para supri m i r  el e f e c t o  de la CaM disminuyo"

p a r c i a l m e n t e  la acción e s t i m u l a d o r a  de esta fracción proteica 

sobre la api r a s a .
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D I S C U S I O N

En el presente trabajo se han e s t u d i a d o  dos enzimas 

p i ro-f osf oh i drol as i cas c o n o c i d a s  como apirasas, aisladas del 

t u b é r c u l o  de dos v a r i e d a d e s  de S ■ tuberosum , Pimpernel y 

Desi r e e . be ha tratado de esclar e c e r  la posible tune ion de los 

cat i ones b i v a l e n t e s  en la catal is-hs, enzi mat i ca de 1 os 

s u s t r a t o s  A T P  y A D P , y por otra parte se ha investigado sobre 

la p r e s e n c i a  de algún m e c a n i s m o  regulador de las activi d a d e s  

h i dr o 1 i ticas A T P a s  ica y A D P a s i c a  de las i soapi rasas.

4.1. Ruta de p u r i f i c a c i ó n  s e g u i d a  para las 1 soapi rasas.

La ruta de p u r i f i c a c i ó n  s e g u i d a  para aislar ap i rasa a 

partir de c u a l q u i e r a  de las dos v a r i e d a d e s  de S. tuberosum , 

Pimpernel y Desi ree p e r m i t i ó  obtener en forma reproducible las 

dos i s o e n z i m a s  en e s t a d o  homogéneo.

Cabe hacer notar que en n i n g u n a  de las etapas de 

p u r i f i c a c i ó n  hubo d i s o c i a c i ó n  entre las a c t i v i d a d e s  A T P á s i c a  y 

ADPa^s i c a . Esto se c o r r o b o r ó  a d e m a s  por dos de los me’todos 

e 1 ec trof or é*t i eos e m p l e a d o s  en que se ensayaron p a r alelamente 

las a c t i v i d a d e s  ATPa'sica y ADPa'sica y hubo una estricta 

c o r r e s p o n d e n c i a  con la banda de pro te frías. Estos r e s u l t a d o s  

c o n f i r m a r o n  que las a c t i v i d a d e s  A T P a s i c a  y ADPa'sica 

c o p u r i f i c a n  a lo largo de las d i s t i n t a s  e t a p a s  de aislamiento, 

por lo que se c o n c l u y e  que c o r r e s p o n d e n  a una sola enzima
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conocida como apir-asa.

Frente a la pregunta de si se puede considerar o no a 1 a 

columna de azul de C i bac r on-Se ph aróse como una cromatogra-f i a 

de seudoafini dad para la apirasa, se estudio el efecto que 

tenía el azul de Cibacron-Sepharose sol ubi 1 izado sobre una de 

las actividades apirásicas (ATF'asica). El resultado m ostré que 

el azul de Cibacron-Sepharose solubi 1 i z a d o , es un excelente 

inhibidor de tipo c o mpetitivo cuya, K i tiene un valor-

equivalente a la Km del ATP para la i soenzima Desiree, lo que 

permite considerar esta crornatografía como de seudoafini dad 

para la api rasa. La efectividad de esta columna cromatografica 

podría explicarse por la p o sibilidad de que la api rasa tenga 

la misma especie de "pliegue d i n u c 1eotfdico" que presentan 

diversas quinasas y deshidrogenasas (Ryan y Vestí ing, 1974; 

Easterday y Easterday, 1974; Thompson y col., 1975; Thompson y 

Stellwagen, 1976). La estructura antraqui non ica del colorante 

calzar Ta por sus dimensiones m o leculares en ese pliegue. 

Ademas, el grupo 1-ami no de la antraqu i nona y el grupo 

sulfonico que esta* en la posición 2' del anillo de

fenilendiamina, como se puede ver en la estructura del azul de 

C i bac ron esquematizada a continuación, ser Tan tambieVi los 

responsables de las interacciones altamente especfficas con 

las enzimas (Bohme y col., 1972)
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esta cromatograf ía 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 i nespec íf i ca con alta fuerza ¡cínica se 

puede explicar suponiendo que este "pliegue n u c 1eotídico" no 

está igualmente definido para la apirasa, o que la matriz de 

polidextrano puede también estar participando en las 

interacciones inespeciffe as con la enzima. Es igualmente 

importante de considerar el efecto de intercambiador iónico 

que puede tener este colorante por la presencia de los grupos
* / J

sulfonicos, produciéndose asi interacciones electrostáticas. 

Esta ultima suposición es factible puesto que la ruta de 

purificación anteriormente descrita en nuestro laboratorio 

terminaba con una c r o m atograffa de intercambio iónico 

(Calenzuela y col., 1973). Sin embargo, la enzima proveniente 

de esta etapa de purificación presentó el inconveniente de ser 

muy inestable en el transcurso del tiempo, y por ello se trato 

de reemplazar esta etapa por otro tipo de c r o m a t o g r a f f a .

La suposición de que podrTan haber ademas interacciones 

entre la enzima y la matriz misma de polidextrano, se basa en 

que la fosfofructoqui nasa eluye con el sustrato o con fuerza 

iónica, según sea la matriz a que esta unido el colorante 

(pol iacri 1ami da o Sephadex G-2ÜQ). Con la fosfofructoqui nasa 

se llega al extremo de que si la matriz usada es celulosa, ni



123

el A T P  ni la tuerza ¡cínica permiten recuperar la enzima de la 

columna <Bohme y col., 1972).

A partir del m o m e n t o  en que se d i spuso en el laboratorio 

de n u m e rosas v a r i e d a d e s  c l ó nales de S. tuberosum , se decidid" 

que era indispensable elegir una d e t e r m i n a d a  variedad para 

preparar ap i rasa homogénea. Esto se debe a que tanto el pl 

como el cuociente h i d r o l í t i c o  <ATF'asa/ADPasa) de la apirasa 

parcialmente puriticada dependfan de la variedad de la cual se 

aislaba <Traverso-Cori y col., 1970; Carrasco, 1973).

En las v ariedades de S. tuberosum Pimpernel y Desiree 

se ha encont r a d o  sólo una enzima con actividad apirasica; en 

cambio en la variedad Ultimus aparentemente hay dos i soenzimas 

con c a r a c t e r í s t i ca s  c i n é ticas y de carga distintas (Urra, 

1985). T odas estas api rasas poseen m asa^molecular semejante
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4.^. F r o p i e d a d e s  c i n é t i c a s  de las ¡soapirasas Pimpernel y 

Desi ree .

La apir-asa se puede c l a s i f i c a r  d e n t r o  del tipo de

e n z i m a s  que son a c t i v a d a s  por m e t a l e s  y que por lo tanto son

i n a c t i v a s  en a u s e n c i a  de ion metal ico agregado. Al considerar

la r e a c c i ó n  h i d r o l i t i c a  de n u c l e o t i d o s  c a t a l i z a d a  por esta

enz i m a , hay que tener en cons i der ac i on que de a c u e r d o  con e 1

pH en que se trabaje, hay p r e s e n t e  d i s t i n t a s  f ormas iónicas

del n u c l e o t i d o ,  las que a su vez están c o m p l e j a d a s  con el ion 
✓

metal ico a g r e gado. En m u c h a s  de las r e a c c i o n e s  en que

p a r t i c i p a n  f o s f o t r a n s f e r a s a s  se ha e n c o n t r a d o  un efecto

i n h i b i t o r i o  a c i e r t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de M y/o n u c l e o t i d o s  

l i bres que están p r e s e n t e s  junto*' con el complejo

me t a l - n u c 1eoti do (Morr i s o n , 1979). El metal bivalente puede

a ctu ar c o m o  a c t i v a d o r  o c o m o  inhibidor de la reacción; en 

c a m b i o  el s u s t r a t o  libre es m á s  proba b l e  que sea inhibidor por 

su c a p a c i d a d  de formar un c o m p l e j o  de fondo de saco con la 

e n z i m a  al unirse al s i t i o  de unión del c o m p l e j o  me tal-su s t r a t o
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m DF c a t a l izada, por las api rasas Pimpernel y Das i rae, sa t r a t o 

de dilucidar el e s quema de c o o r d i n a c i ó n  de la enzima con el 

ion m e t á l i c o  y con el sustrato.

Por lo general , las e n z i m a s  activadas por iones

m e t á l i c o s  b i v a l e n t e s  poseen estequi ornetrfas simples en sus 

c o m p l e j o s  ternarios, donde enzima, catión y sustrato tienen 

una relación 1:1:1 (Mildvan, 1970). Los sustratos que

participan en este tipo de c o m p lejos son generalmente ATP y 

ADP, d e r i vados pirofosfori 1 ados con alta afinidad por los 

iones me t á"l i eos bivale n t e s  (Phillips, 1 9óó) .

Se pueden distinguir, en g e n e r a l , tres esquemas de 

coordinación posibles para las enzimas activadas por iones 

m e t á l i c o s  que forman c o m p lejos 1:1:1 de enzima, ion m e t á l i c o  y 

sustrato (Mildvan, 1970):

a) C omplejo en que el sustrato hace de puente

E - S - M

b) C omplejo en que la enzima hace de puente

M - E - S

c) Complejos en que el ion m e t á l i c o  hace de puente en dos 

formas

lineal, E-M-S; cíclica, E

M

Estudios posteriores que incluyen la estimación de las 

distancias entre el ion metal ico y el sustrato, y el uso de 

los complejos estables de ATP con Cr(III), permitieron 

describir dos esquemas de coordinación adicionales; d) complejo
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de la segunda esfera, E-M(L)S, donde L, un 1 i gando de la
„ ^  ̂

esfera interna (primera) del ion metálico unido a la enzima,

esta unido al metal y al sustrato, y e) c o m plejo metal ico

dual, E - M < L )S-M (Mildvan, 1979).

Los datos o b t e n i d o s  con d i v e r s a s  e n z imas que catalizan 

r e a c c i o n e s  en que p a r t i c i p a  el ATP y las r e spectivas

tran s f e r e n c i as  de grupos fosforilos, m u e stran que la m a y o r í a  

de ellas presentan e s q u e m a s  en que h a y  - .una coordinación 

directa del A T P  con el ion m e t á l i c o  (Mildvan, 1979).
«y

Las técnicas u t i l i z a d a s  para determinar los e s q uemas de 

coordi n a c i ó n  de los comp lejos ternarios, enzima, i ó'n metál ico 

y sustrato, se han divid i d o  en dos grupos: 1) te’cnicas

p r e l i m i n a r e s  que incluyen e s t u d i o s  c i n é ticos y de unión y 2) 

técnicas c o n f i r m a t o r i a s  de e s p e c t r o s c o p f a  de reson a n c i a  

m agn ética. Este segundo grupo comprende: a) los e s t u d i o s  de 

aumento de la r elajación de n ú c l e o s  d e t e r m i n a d o s  del sustrato

o a n á logos (d H , fiC o ^F) y de los p r o t o n e s  del agua por efecto
- 2+ 

de un metal paramagne t i co u nido a la enzirria, (Mn(H2 0)¿ > y b)
a+

la s e n s i b i l i d a d  del e s p e c t r o  de ESR del M n ( H a O>é a la

alteración del campo de 1 igandos por unión con una enzima, 

p r o v o c a n d o  c a m b i o s  en el d e s d o b l a m i e n t o  h i p e r f i n o  del espectro 

(Mildvan, 1979).

En esta tesis se a bordo la interrogante del esquema de 

coor di n a c i ó n  c o r r e s p o n d i e nt e  a la api rasa, m e d iante estudios 

c i n é t i c o s  y de ESR (estos se discuten mas adelante en la 

secc i ón 4.3.)

Los estudios cinéticos, a pesar de que generalmente no
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son conclu y e n t e s ,  p r o p o r c i o n a n  p r u e b a s  que permiten descartar 

a l g u n o s  de los esquemas. Estos e s t u d i o s  c i n é t i c o s  se enfocaron 

desde dos p u n t o s  de vista: a) la d e t e r m i n a c i ó n  de los

p a r á m e t r o s  c i n é t i c o s  para el s u s t r a t o  <ADP> y para el C a ^  ; b) 

<? 1 e f e c t o  sobre la a c t i v i d a d  a p i r a s i c a  de un a n álogo de 

me t a l - s u s t r a t o  inerte a los i n t e r c a m b i o s  de ligando, como es 

el Cr < I 1 1 )- A T P .

*

4.2.1. P a r a m e t r o s  c i n é t i c o s  para A D P  y Ca

Dixon y W e b b  (197?) d e d u c i e n d o  las e c u a c i o n e s  para el 

caso en que el v e r d a d e r o  s u s t r a t o  es el c o m p l e j o  

m e t a l - s u s t r a t o , d e m o s t r a r o n  que se deben esperar los m i s m o s  

v a l o r e s  de Km y U m , tanto para el s u s t r a t o ^ c o m o  para el m e t a l .

k [e]

v = --------------------------- (Ec .6)

K 0 K

1 f --------------

M[s]
[ eJ= c o n c e n t r a c i ó n  total de e n z i m a  

[8."]= c o n c e n t r a c i ó n  ion m e t á l i c o  libre 

[S]= c o n c e n t r a c i ó n  de s u s t r a t o  libre 

K 0 = c o n s t a n t e  de d i s o c i a c i ó n  me t a l - s u s t r a t o  

K a s = c o n s t a n t e  de d i s o c i a c i ó n  e n z i m a -

( c o m p l e j o  me t a l - s u s t r a t o )  

k = c o n s t a n t e  c a t a l í t i c a
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La presente tesis m u e s t r a  c o r r e s p o n d e n ci a  en los valores 
a* f

de Km y Um para Ca y A D P  con la api rasa Desiree a pH 6,0. La

linear i dad y c o r r e s pondiente superposición de los gráficos de

S/v en función de la c o n c entración de sustrato total con el de

M /v en función de la c o n centración del i ón m e t á l i c o  total,

permiten concluir ademas, que no hay efecto inhibitorio por el

nucleo t i d o  ni por el ión calcio libre (Morrison, 1979).

Estos r esultados concuerdan plenamente con los obtenidos

para la enzima Pimpernel e fectuados a diferentes pH por Donoso

(1976) en este laboratorio. Estos e x perimentos apoyarían la

hipótesis de trabajo en cuanto a que la forma activa del

sustrato es el complejo n u c 1eoti do-me tal en relación 1:1,

Con el proposito de calcular 1 a 'concen trac i ón real de

Ca-ADP se midió la constante de asoc i ac i órr de este complejo en

las m ismas c ondiciones de pH y fuerza iónica en que se

realizaron los estudios c i n é t i c o s ;como aconsejan 0 /Sullivan y

Smithies <1979). Con anterioridad en el laboratorio se habfa

determinado la constante de asociación para Ca-ADP a pH 8,0

por el m étodo de filtración en Sephadex G-lü, encontróndose un
-1

valor de 2300 M (Donoso, 1976), valor que esta de acuerdo

con los informados en la literatura y determinados por otros

métodos (O^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 titulación directa mediante un electrodo selectivo 
a+

para Ca

Se hizo necesaria la determinación de este valor en las
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m i s m a s  c o n d i c i o n e s  del ensayo enzima t i c o  (MES 100 mM pH 6,0), 

p r i n c i palmente por dos razones. La primera de ellas se basa en 

que en la literatura se encontraron datos de constantes de 

asociación entre ADP y Ca sólo a pH cercanos o superiores a

8,0 en que existe la forma trianiónica del ADP ( p K a ¿ = 6,44). 

También hay valores de consta n t e s  a pH 5 e inferiores, en que 

predo mina la forma d ianionica (pKa^. =3,93). Si se consideran 

estos valores de pKSj y p K a ¿ (Tak¡ 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 m axima actividad, 

existe un 73% de la forma dianionica y un 26,6% de la forma 

trianiónica de esta sustancia. Por lo tanto, la constante de 

asociación a pH 6,0 refleja una m ezcla de las constantes de 

asociación de las especies dianionica y trianiónica con Ca 

Con los valores de la literatura de constantes de asociación 

me tal-nuc 1 eot i do y los valores de pKa se podrfa haber-

calculado la constante de asociación de estos complejos Ca-ADP 

di y trianióni e o s . Pero se p r e f i r i ó  determinar la constante a 

pH 6,0 debido a que los valores descritos en la revisión de 

Phillips (1966) presentan una enorme variabilidad, inclusive 

a un m i s m o  pH, dependiendo de las condiciones experimentales 

de trabajo, tipo de amortiguador, fuerza iónica y también del 

m é t o d o  utilizado para su determinación.

Con el valor de la constante de asociación obtenida
-i

para Ca-ADP a pH 6,0 (alrededor de 640 M ) se calculo la Km
é ✓

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

valor de 40 p M .
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Como se señalo en la sección 3.2, no -fue posible la

. , , At-
d e t e r m i n a c i ó n  de estos p a r á m e t r o s  para Ca en p r e s e n c i a  de ATP 

como sustrato, dado que la Km para este n u c l e o t i d o  es cinco 

v eces menor por lo cual la Km del metal se encontrar fa dentro

.. z* i*
de la c o n c e n t r a c i ó n  c o n t a m i n a n t e  de Ca y/o M g  . El intento 

de reducción de esta c o n t a m i n a c i ó n  con EDTA no resultó" ser 

consis t e n t e  por la irreproducibi 1 i dad de los datos logrados.

No obstante, es posible suponer que la hidrólisis 

e n z i m a t i c a  de A T P  y A D P  c a t a l i z a d a  por la apirasa en presencia 

de Ca p r o c e d e r í a  por el m i s m o  mecanismo. Por lo tanto, con 

estos r e s u l t a d o s  se podría clasificar a la apirasa dentro de 

las enzimas en que el verda d e r o  sustrato es el complejo de 

coordinación n u c 1eotido-metal (1:1). Ademas, por los 

result a d o s  o b t e nidos con C r ( I I I ) - A T P  que se discuten a 

continuación, es posible postular que el nucleo t i d o  haría de 

puente entre la enzima y el ion metálico.

4.2.2. Interacción del C r ( I I I ) - A T P  con la apirasa

El m étodo cinético propuesto por Dixon y Webb (1979) no 

permite distinguir si el complejo sustrato-metal se combina 

con la enzima a través del ion m e t á l i c o  o del sustrato. En el 

caso de la apirasa, esta pregunta se resolvió utilizando el 

complejo inerte Cr(III)-ATP. Los nucleosidos trifosfatos de 

Cr < I I I ) han resultado ser excelentes inhibidores de "fondo de 

saco" de varias enzimas que transfieren grupos fosforilos 

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

En la m a y o r í a  de las e n z i m a s  estudiadas, el C r < I I I ) - A T P  

es un inhibidor de tipo c o m p e t i t i v o  r e s p e c t o  al v e r d a d e r o
it-

s u s t r a t o  M -ATP. La -fuerte unión de estos c o m p l e j o s  de

3 +-
Cr(III) con las qui nasas, a pesar de la inercia química del Cr 

sugiere que la interacción con el sitio activo de las enzimas 

se e f e c t u a r í a  p r i n c i p a l m e n t e  a través de los o x í g e n o s  de la 

cadena p i r o f o s f o r i c a , y no por c o o r d i n a c i o n  3l través del ion 

metal ico. En cambio, c uando la enzima Ínteractúa con el 

s u s t r a t o  a través del ion metal ico, como en el caso de la 

p i r o f o s f a t a s a  inorgánica de levadura, los c o m p l e j o s  de

p i r o f o s f a t o  de C r ( I I I ), no son inhibidores (Sperow y Butler, 

197ó).

Este a n á l o g o  del c o m p l e j o  m e t a 1- ^ u c 1eoti do es un 

inhibidor de tipo c o m p e t i t i v o  de las a c t i v i d a d e s  A T P á s i c a  y 

A D P a s i c a  de las dos i s o e n z i m a s  de la apirasa estudiadas. A 

través de los v a l o r e s  del p a r á m e t r o  Ki , se o b servo que el 

C r < I I I ) - A T P  se une m á s  firmem e n t e  a la ¡soenzima Desiree que a 

la isoenzima Pimpernel.

La conclusión g e n e r a l , que se desprende del efecto 

inhibitorio del C r < I I I ) - A T P  sobre las i soapi rasas de S .

t uberosum es que estas isoenzimas no interactúan con el 

s u s tr ato a través de la p r i m e r a  e sfera de c o ordinación del ion 

metálico. La un i ón con el c o m p l e j o  míe tal -nuc 1 eot i do podría ser 

a través de los o x í genos de la c adena p i r o f o s f o r i c a  o bien del 

anillo de purina. N o  obstante, es posible descartar la 

importancia de la interacción con el n ú c l e o  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 i pol i -f osf ato inorgánicos también son inhibidores de la

api rasa (datos no publicados); 2) los valores de Km para ADR y 

tr i pol i-fosfato inorgánico son del m ismo orden (Kettlun y col., 

1981) y 3) la api rasa presenta una gran inespecificidad frente 

a la porción orgánica del sustrato (Aron y col., 1974; Del 

Campo y c o l ., 1977).
*

Por otro lado, no se obtuvo ninguna conclusión en cuanto 

a si el Cr(III)-ATP es o no sustrato de la apir-asa, puesto que 

no se efectuaron experimentos de un ciclo catalTtico, en que 

los productos no abandonan la enzima por quedar coordinados al 

Cr(III). *

Se ha demostrado en diversas enzimas que utilizan ATP 

como sustrato, que alguno de los distintos diastereómeros de 

Cr(III)-ATP, bi o tri dentados son sustratos (Danenberg y 

Cleland, 1975; Bossard y col., 1980; Dunaway-Mari ano y

Cleland, 1980a; Frasch y Se Imán, 1982). El m étodo de sfntesis 

del complejo de cromo descrito por DePamphi 1 is y Cleland 

(1973) utilizado en esta tesis da alrededor de un 75% de la 

especie tr i dentada (. %¿ , p, y y  ) siendo el 25% restante el 

complejo ,y -bidentado, según 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 Imán, 

1982); a su vez la especie bidentada es sustrato de la
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hexoqu i nasa (Danenberg y Cleland, 1975), de la piruvato 

quinasa <Dunaway-Mari ano y col., 1979), y de la 

íos-f ofruc toqu i nasa (Dunaway-Mar i ano y Cleland, 1980 a). La 

ATF'asa m i tocondr ¡ al 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 i nasa (Pecoraro y col., 1985), la creat Tn-qu i nasa y
*

la arginfn-qui nasa (Dunaway-Mar i ano y Cleland, 1980a).

Como se m e n c i o n ó  anteriormente, estos complejos bi y 

tr i dentados de Cr<III)-ATP existen ademas en varias -formas 

diastereomeri cas <el tridentado tiene 4 formas y el bidentado 

dos formas , &  y «A- ) . C o m e  1 i us y C1 e 1 and . < 1 978) han separado

estas distintas formas diastereomeri cas mediante columnas de
>>

c i c 1 ohepta-am i 1 o s a .

En consecuencia, para demostrar o descartar que las 

distintas especies de Cr<III)-ATP son sustratos o inhibidores 

de la api rasa, deberían 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 formación del producto C r < I I I )-ADP-Pi 

unido a la enzima, lo que se hace desnaturando la enzima por 

calentamiento en presencia de EDTA, o por tratamiento a pH 

ácido para romper la coordinacion del C r ( I 1 1 ) con el

n u c 1e ot i do y el P i . Finalmen te 1 os pr oduc tos se pueden

identificar mediante algún tipo de c r o m a t o g r a f T a .

Como parte del m e c a n i s m o  de ruptura del ATP y ADP
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catalizada e n z i m a t i c a m e n t e , hay que considerar la ubicación 

del i <5n metálico en los distintos a tomos de -fosforo de los 

nucleotidos. En general, los d e s p 1azami en tos nucleof Ti icos 

sobre el atomo de fosforo se pueden agrupar en dos clases de 

mecanismos, el di sociativo o SN1 y el asociativo o SN2 

(Mildvan, 1979). Mildvan <1979), propone tres criterios para 

determinar el m e c a nismo de las reacciones en que participa el

A T P . Dentro de estos se encuentra la ubicación del ion
*

m e t á l i c o  en el complejo activo. Se apoya la existencia de un 

mecanismo asociativo cuando el metal activador coordina al 

grupo fosforilo del ATP que va a ser sustitufdo, puesto que 

esta coordinación 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

. . . - - . i t  0.+
relajación magnética nuclear con Mn , Co y complejos de 

Cr(III). Finalmente, el tercer criterio es determinar la 

estereoquímica de la sustitución en el atomo de fosforo. El 

mecanismo di sociativo se espera que ocurra con racemizacion en 

el fosforo; en cambio el asociativo ocurre con inversión o 

retención de la configuración (numero par de inversiones) o 

una sustitución n u c 1eof i 1 i ca con seudo-rotac ion del 

intermediario penta-coordi n a d o . En este mecanismo, el

estado de transición consiste en un fósforo penta-coordi nado 

con geometría bipiramidal t r i g o n a l , 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) m e d i a n t e  el uso de los d i s t i n t o s  di astereorneros de 

los c o m p l e j o s  de C r ( I I I ) y de C o ( I I I ), b ) s i g u i e n d o  por ESR la 

interacción del M n < H tO)t con los f o s f a t o s  del A T P  en que se ha 

s u s t i t u i d o  el 0 por 0 < Re ed y Leyh, 1930; Eccleston y col., 

1981; Leyh y col., 1982; U e b b  y col., 1982); y c> u t i l i z a n d o  

los a n á l o g o s  de fosf orot i oatos del A T P  (Eckstein, 1935).

La u t i l i d a d  de estos a n á l o g o s  tos-f orot i oatos se basa en 

las o b s e r v a c i o n e s  h e c h a s  por e s p e c t r o s c o p f a  de N M R  d e 3lP que 

d e m o s t r a r o n  que el M g  , metal duro, c o o r d i n a  con el oxfgeno;

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

azufre. A  su vez o tros c a t i o n e s  como C o 2^ , Mn^"*’ y Zn2+, se 

encuent r an en una s i t u ac ion inte rme d i a . T amb i e n se puede n 

d e r i v a d o s  q u i n a l e s  de (*^0 )— f ostor ot i oatos de

quiral i dad cunoc i da para d e t e r m i n a r  el curso estereoqu fmi co de 
✓

la reacción de t r a n s f e r e n c i a  de un grupo t i o f o s f o r i l o  terminal 

(Jarvest y L o w e , 1979).

Se ha demiostrado que el c u r s o  estereoqu fmi co de varias 

r e a c c i o n e s  c a t a l i z a d a s  e n z i m a t i c a m e n t e  no cambia si se 

transfiere un g r u p o  f o s f o r i l o  o un tiofos f o r i l o  (Eckstein, 

1985). Por lo tanto, los f o s f o r o t i o a t o s , como análo g o s  de ATP, 

han p e r m i t i d o  contestar v a r i a s  p r e g u n t a s  sobre el tipo de

c o m p l e j o  metálico, mono, b¡ o tri d e ntado u t i l i z a d o  por la

 ̂ * 
enzima, a d e m as de dilucidar el c urso e s t e r e o q u 1m i c o  de la

reacción. Hay m é t o d o s  de s f n t e s i s  d e s c r i t o s  para reemplazar

tanto los o x f g e n o s  que no forman puente en las p o s i c i o n e s  o(,

A ; como a un o x f g e n o  que forma un enlace fosfato

i n t e r n u c l e o t  i do. Estos r e e m p l a z o s  le otorgan quiral i dad al
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* *
atomo de f o sforo corre s p o n d i e nt e ,  siendo algunos de los 

di astereoi someros s u s t r a t o s  de v arias e n z i m a s  (Eckstein, 

1985).

4.2.3. E f ecto de d i v e r s o s  iones m e t á l i c o s  b i v a l e n t e s  sobre la 

a c t i v i d a d  a p i r a s i c a

- 2 +
A d e m a s  del Ca se vi o que var ips otros iones metal icos

b i v a l e n t e s  podían actuar e s t i m u l a n d o  la h i d r ó l i s i s  e n z i m á t i c a

z+
de los e n laces pirofosfor i eos del ATF' y A D P  . Entre e 1 1 os Mn ,

1  -t X f

Cd , M g  , Co y Zn , r e s u l t a r o n  ser los iones m e t á l i c o s

m á s  e f e c t i v o s  para la apir-asa. El hecho que otros iones
> .a-*-

m e t á l i c o s  bivalentes, aparte del Ca , activen a la api rasa

c o n c u e r d a  con la propos i c i ó n  de que el î ón m e t á l i c o  no hace de

puente, pues en estos casos hay d i f e r e n c i a s  m a s  n o t o r i a s  en

c u a n t o  a e s p e c i f i c i d a d  que lo e n c o n t r a d o  en el caso de las

de puente (Mildvan, 1970). Pero se han d e s c r i t o  algunas
2t ^

h i d r o l a s a s  a c t i vadas por Ca en que este catión se une 

direct a m e n t e  a la enzima. Por ejemplo, la n u c l e a s a  de

estafilococo, en que por e s t u d i o s  c r i s t a l o g r á f i c o s  se ha

d e m o s t r a d o  la formación de un c o m p l e j o  c f c lico entre la 

enzima, el catio”n y el pol i nuc 1 eot i do (Mildvan, 1970).

Lo que m á s  llama la atención sobre el e fecto de los

iones metal icos en la c a t á l i s i s  e n z i m a t i c a  de la apir-asa, es
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que a l g u n o s  de e l l o s  hacen cambiar el cuociente 

A T P a s i c o / A D P a s i c o  si se c o m paran con el e n c o n t r a d o  en

p r e s e n c i a  de Ca . En la e n z i m a  Pimpernel, el M n ^ y  el C d 2+

p r o d u c e n  un gran a u m e n t o  de la a c t i v i d a d  ADPa'sica con r e s pecto 

al C * en c o m p a r a c i ó n  con la A T P a s i c a ,  dando como r e s u l t a d o  

una baja del c u o c i e n t e  A T P á s  i c o / A D P á s  ico. Por otra parte, 

e s t o s  m i s m o s  c a t i o n e s  b i v a l e n t e s  ( M n ^ y  C d ^  ) en la i soenzima 

Desiree p r o d u j e r o n  un a u m e n t o  de la a c t i v i d a d  ATPa'sica con
it-

r e s p e c t o  al Ca , sin variar s i g n i f i c a t i v a m e n t e  la ADPasica, 

l o g rando así un i ncremento del c u o c iente A T P a s  i c o / A D P a s  ico. Se 

hace difícil c o m p r e n d e r  por que los c o m p l e j o s  M n - A T P  y Cd-ATP 

son m e j o r e s  s u s t r a t o s  para la e nzima Desirée y los

c o r r e s p o n d i e n t e s  d e r i v a d o s  di f o s f o r a d o s  M n - A D P  y C d-ADP lo son 

para la ap i rasa Pimpernel .

En c o n s e c u e n c i a ,  e s t o s  r e s u l t a d o s  c i n é t i c o s  no pueden 

a t r i b u i r s e  e x c l u s i v a m e n t e  al s u s t r a t o  (complejo

me t a l - n u c 1eot i do) sino que también a d i f e r e n c i a s  e s t r u c t u r a l e s  

t r i d i m e n s i o n a l e s  a d q u i r i d a s  por a mbas e n z i m a s  al unir los 

d i s t i n t o s  sustratos. E s t a s  d i f e r e n c i a s  podrTan ser sólo de 

tipo conformaci onal o por d i f e r e n c i a s  en los sitios activos. 

Es p o sible hacer este u l t i m o  c o m e n t a r i o  p uesto que, como se 

d e s c r i b i ó  en la Introd u c c i ó n  (sección 2B> , los e s t udios 

comparati vos e f e c t u a d o s  con m o d i f i c a d o r e s  q u í m i c o s  de r e s i d u o s  

de aminoaci dos m o s t r a r o n  que hay d i f e r e n c i a s  en el sitio 

a c t i v o  de ambas isoenz i m a s  (Kettlun y col., 1981, 1982).

Se ha t r atado de e x p licar estas d i f e r e n c i a s  c i n é ticas 

con los c a t i o n e s  ensayados, c o r r e l a c i o n a n d o  los datos de
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v e l o c i d a d ,  con el r a d i o  ion ico del catión, con la constante de 

a s o c i a c i ó n  n u c 1eot i do-meta! y con la e 1ectronegativi d a d . Este 

u l t i m o  p a r a m e t r o  está r e l a c i o n a d o  con la c a p a c i d a d  del catión 

de p o l a r i z a r  el g r u p o  -fosforilo terminal del A T P  o ADR, 

a u m e n t a n d o  as f su electro-filia. Este a s p e c t o  se trato" de 

homo logar con los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  por Gupta y col.

estos a u t o r e s  e n c o n t r a r o n  una c o r r e l a c i ó n  entre la

e 1e c t r onegativi dad del metal y la v e l o c i d a d  e n z i m ó t i c a  de
— *

e n o l i z a c i o n  del p i r u v a t o  en p r e s e n c i a  de ATP. E stos a u t ores 

e m p l e a r o n  como m e d i d a  de e 1ectronegativi dad los v a l o r e s  de pKa 

de 1 agua de coordi nac i 5n un i da al ion me tal i c o , encon trando 

que la v e l o c i d a d  de e n o l i z a c i o n  del p i r u v a t o  d i s m i n u T a  al 

a u men t a r  el pKa.

En el caso de las is"api r a s a s  Piropernel y Desirée no se 

e n c o n t r ó  r e l ación a l g u n a  entre v e l o c i d a d  e n z i m á t i c a  y el 

p a r a m e t r o  t e r m o d i n a m i c o  pKa del agua de c o o r d i n a c i o h  de los 

c a t i o n e s  bivale n t e s .  T a m p o c o  se e n c o n t r ó  c o r r e s p o n d e n c i a  entre 

el r a d i o  i on i co o la c o n s t a n t e  de asocia c i ó n  n u c 1eotido-metal 

con la v e l o c i d a d  e n z i m a  tica.

Final m e n t e ,  si se c o n s i d e r a  que la v e l o c i d a d  limitante 

de la r e a c c i ó n  es la d i s o c i a c i ó n  del catión c o o r d i n a d o  al 

nucí eoti do, se debió haber o b t e n i d o  la siguiente s e c u e n c i a  de 

a c t i v a c i ó n  por c a t i o n e s  bivalentes: Ca > Zn > Mn > Co > M g  > Ni j 

s e c u e n c i a  que c o r r e s p o n d e  al inverso de la e s t a b i l i d a d  del 

c o m p l e j o  <Eigen y Hammes, 1963; Mildvan, 1?70>. Como se 

a p r e c i a  en las tablas 7 y 8, los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con las 

api rasas Pimpernel y Desiree no c o r r e s p o n d e n  a esta secuencia,
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por lo que se d e s c a r t a  que la v e l o c i d a d  limitante de la 

r e a c c i ó n  sea la s u s t i t u c i ó n  del l i gando u n i d o  al g r u p o  f o s f a t o
f

por una m o l é c u l a  de agua d u r a n t e  la reacción h i d r o l f t i c a  

c a t a l i z a d a  por la apirasa.

La e s t r u c t u r a  t r i d i m ensional del s u s t r a t o

n u c 1e o tido-metal v a r í a  de a c u e r d o  con el catión. Datos de la

l i t e r a t u r a  indican que los iones me tal icos e n s a y a d o s  podrían
7

c o o r d i n a r s e  con los tres f o s f o r i l o s  del A T P  a d e m á s  de 1 N  del*

a n i l l o  de la a d e n i n a  (Mildvan, 1970; H u a n g  y Tsai, 1982),
2+

e x c e p t u a n d o  al Ca . Hay d a t o s  que indican que este u l t i m o

liga sol amen te a los dos fosfor i 1 os t e r m i n a l e s  de estos

n u c l e o t i d o s .  O t r a  d i f e r e n c i a  espacial de estos c o m p l e j o s

o b t e n i d o s  por e s t u d i o s  c r i s t a l o g r á f i c o s  s e ñala que, las formas 

bote de estos comple j o s ,  pueden ser s e s g a d a s  o ecl ipsadas de
„  ̂ o

a c u e r d o  a si el r a d i o  ion ico del catión es mayor de 1 A  <Mg,
O

C o , Ni, Cu, Zn>, o si es m e n o r  de 1 A <Ca, S r , Cd) 

r e s p e c t i v a m e n t e  (Mildvan, 1970).

A trave's de e s t a s  d e s c r i p c i o n e s  sobre las 

c a r a c t e r í s t i c a s  e s t r u c t u r a l e s  del s u s t r a t o  para las apirasas, 

se puede sugerir que las i soapi r a s a s  actuarían

p r e f e r e n e  i almente sobre c o m p l e j o s  n u c 1eotido-metal unidos por 

dos 1 igandos, con una c o n f o r m a c i ó n  bote ecl ipsada, 

c a r a c t e r í s t i c a s  que c o r r e s p o n d e n  a los c o m p l e j o s  A T P  o A D P  con

calcio. Las dos e x c e p c i o n e s  a esta g e n e r a l i z a c i ón  son los
2 +  a - r

c o m p l e j o s  con Mn o bien con Cd para los c uales no se ha 

e n c o n t r a d o  aun n i n g u n a  interpretación.

Al hacer un a n á l i s i s  c o m p a r a t i v o  en c u a n t o  a la
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d e p e n d e n c i a  de metal b i v a l e n t e  de la a p i r a s a  con otras A T P a s a s

v e g e t a l e s ,  se puede a p r e c i a r  que las A T P a s a s  al igual que la

api rasa ( A T P a s a - A D P a s a ) , r e q u i e r e n  de los c o m p l e j o s

n u c 1e o t i d o - m e t a l , y es f r e c u e n t e  e n c o n t r a r  a los c o m p l e j o s

C a A T P  o bien M g A T P  c o m o  los m e j o r e s  s u s t r a t o s  <Kahr y

M e llen, 1976; Caldwell y Haug, 1980). Los e s t u d i o s  r e a l i z a d o s

en g r a m í n e a s  m o s t r a r o n  a d e m a s  que tanto el A T P  como los
at- a.+

m e t a l e s  libres, Ca y M g  son inhibi d o r e s  de la a c t i v i d a d
*

*
e n z i m a t i c a .  E s t o s  e f e c t o s  i n h i b i t o r i o s  no se han e n c o n t r a d o  en 

las a p i r a s a s  Pimpernel y Desi r e e . P r o b a b l e m e n t e  estas A T P a s a s  

v e g e t a l e s  de g r a m í n e a s  p r e s e n t a n  a d emás del sitio de unicTn 

para  el c o m p l e j o  n u c 1e o t i d o - m e t a l , s i t i o s  de unión a d i c i o n a l e s  

para metal y n u c 1eot i do libres. Estos a u t o r e s  han e n c o n t r a d o  

también una s e c u e n c i a  de e f e c t i v i d a d  p r o d u c i d a  por los m e t a l e s  

b i v a l e n t e s  d i f e r e n t e  a la e n c o n t r a d a  para las isoapirasas de

2-f- '
S. t u b e rosum , pero en ambos c a s o s  el Ca es el catión

b i v a l e n t e  que p r o v o c a  el m a y o r  e f e c t o  activador.

Otra d i f e r e n c i a  importante entre las a p i r a s a s  de S . 

t u b e r o s u m  (solubles) con las A T P a s a s  v e g e t a l e s  p r e s e n t e s  en 

f r a c c i o n e s  m i c r o s o m a 1 es de gramíneas, es que estas u l timas

m u e s t r a n  a c i e r t a s  t e m p e r a t u r a s  una c i n é t i c a  no m i c h a e l i a n a  

(Caldwell y Haug, 1981). En cambio, la api rasa no muestra

v a r i a c i o n e s  de este tipo en esos r a ngos de temperatura

(Kettlun y col., 1982).

Hay datos que indican que el nivel de n u t r i c i ó n  mineral 

de r a f e e s  de trigo y avena es un factor determ i n a n t e  en las
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carac t e r í s t i ca s  cinéticas de las A T P a s a s  que participan en el 

transporte de iones (K y 1 i n y Kahr , 1973). Esto se explica 

porque debido a la adaptación, las -funciones -fisiológicas 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 a n i m a l , como es la de páncreas de cerdo que es la única 

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 camb i o , la ap i rasa de S . 

tuberosum prácticamente no presenta actividad ATPásica o 

ADPas ica en ausencia de i oh metal ico.

Por todos los aspectos descritos, es posible apreciar- 

diferencias cinéticas significativas entre ATPasas vegetales, 

api rasa animal y api rasa de S. tuberosum .

No hay datos suficientes en la literatura que permitan 

hacer una comparación en cuanto a la especificidad de catión 

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

solubles y ligadas a membrana m e n c i o n a d a s  en la Introducción.

4.3. Interacción de cationes bivalentes con la api rasa

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

que el catión bivalente que compleja al nucleotido, para 

formar el verdadero sustrato, no Ínteracciona con la api rasa.



142

m a s  efectivo para activar a esta enzima.

Sin embargo, tampoco se puede descartar, por los

d emostrado por estudios de relajación m a g n ética nuclear que

ninguno de los tres fosforilos del ATP están coordinados

* 1+ 2-*"
directamente al catión bivalente <Mn , Co ) unido a la 

piruvato quinasa, pero sí forman complejos de segunda esfera 

(Mildvan y col., 1973; Mildvan, 1979).

Para contestar mas claramente la interrogante referente 

al esquema de coordinación de la api rasa, el ion metálico y el 

nucleotido, se utilizo la te'cnica de resonancia magnética del
^ 2T

espfn electrónico <ESR) del Mn<H^,G>fc considerando el hecho que 

la apirasa hidroliza el complejo Mn-ATP. Esta técnica 

confirmatoria, de acuerdo con la n o m e n c 1 atura usada por

Mildvan <1970), es útil 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 identidad entre los espectros de ESR del 

complejo binario, Mn-sus t r a t o  y el del respectivo complejo 

ternario, Mn-sustrato-enzima. En cambio, la reducción de la 

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

M n < H ¿0)t al agregar enzima, demuestra la formación de un
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complejo binario E-Mn (Mildvan, 1970).

El di seno experimental inicial con la api rasa tuvo por 

objeto comparar los espectros de una solución de m a n g aneso en 

presencia de esta enzima, y también de la enzima junto al 

seudosustrato AMP-PCP, que es un buen inhibidor de tipo 

competitivo de ambas ac t i v i dades h i drol f t i cas 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 M n <H L0)^junto con una disminución de 

la amplitud de 1 as ó líneas. Esta alteración del espectro se 

interpreta como un cambio en la simetría electrónica del Mn 

hexah i d r a t a d o , lo que en otras palabras significa que la

Primera esfera (o esfera interna) de coordinación del Mn<H,ü)¿*
- ' \

unido a la enzima se ha distorsionado por la formación del 

complejo binario Mn-enzima <Reed y col., 1971). Las grandes 

desviaciones de la simetría cubica producen transiciones fuera 

de 1* región i sotrópica con la consiguiente "disminución" 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<II.> con proteínas CReed y Ray, 1971; Reed y C o h n , 1973; 

Hatfner y col., 1974; Buttlaire y col., 1975; Vi 11 afranca y 

col., 1976). Estos resultados encontrados con la apirasa 

Desiree que muestran la unión directa del catión bivalente, Mn* 

hicieron pensar inicial mente que la apirasa es un ejemplo de 

complejo metálico dual (sección 4.2., esquema e).

oe m idió un valor aproximado de constante de asociación
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M n - a p i r a s a  a través del e s p e c t r o  de este c o m plejo binario,
^  21 - 

e n c o n t r a n d o s e  que la a f i n i d a d  de esta api rasa por el Mn es

comparable con la de los sustr a t o s  ATP y ADP c o m p l e j a d o s  con
a+ i-t-

Ca . La etapa siguiente fue medir el e s p e c t r o  del Mn < H ¿0 )É en

p r e s e n c i a  de A M P - P C P  y apirasa; pero esta etapa se vio

imposibilitada de realizar por la escasa s e n s i b i l i d a d  del
2t-

instrumento, ya que el e s p e c t r o  del M n < H ¿ 0)t con A M P - P C P  

m o s t r ó  una gran alteración, s iendo ne'cesario para seguirlo
7.1-

agregar c a n t i d a d e s  m i l ¡ m o l a r e s  de MnOf^O)^ y AMP-PCP. Para

estudiar el e f e c t o  de la apirasa sobre el e s p ectro de este 

c o m p l e j o  b i nario <M n - A M P - P C P ), se h a b r í a  r e q u e r i d o  agregar 

a p irasa pura también en ese m i s m o  rango de c o n c entración 

<mil¡molar), lo cual hizo impracticable el experimento.

Aunque no fue posible c orroborar el esquema de 

c o o r d i n a c i ó n  entre la enzima, el s u s t r a t o  y el catión a través 

de esta técnica de r e s o n a n c i a  magnética, se encontró 

inesperadamente que el c o m p l e j o  b i nario ap i rasa-Mn prese n t a  

el f e n ó m e n o  de h i steresi s. La a p irasa une, en ausencia de 

nucleotido, también otros c a t i o n e s  b i v a l e n t e s  aparte del

antes señalados. Por los e s t u d i o s  a d i c i o n a l e s  de ESR se vio

que el grado de interacción entre el MnO-i^O)^ y la enzima

Desi ree es mayor que el c o r r e s p o n d i e n t e  al ion calcio, puesto
„

que este ultimo catión no fue capaz de desplazar al M n < H zO>é
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del c o m p l e j o  b i n a r i o  con la enzima, en a u s e n c i a  de sustrato. 

A d e m a s ,  con EDTA d e s a p a r e c e n  del e s p e c t r o  de ESR las seis 

s e ñ a l e s  del Mn < H ^ Ü ) ^  1 i bre y la señal a c a m p o  bajo que pone 

en e v i d e n c i a  la e x i s t e n c i a  del c o m p l e j o  M n - e n z i m a .

La a p a r i c i ó n  del -fenómeno de h i s t e r e s i s  en las 

¡ s o e n z i m a s  c o m p l e j a d a s  con m e t a l e s  b i v a l e n t e s ,  aunque no 

p o d r í a  a s e g u r á r s e l e  un s i g n i f i c a d o  f i s i o l ó g i c o ,  r e s u l t o  ser- 

una b u e n a  h e r r a m i e n t a  para c o r r o b o r a r  que' la api rasa liga un 

ion metal ico en a u s e n c i a  del sustrato.

Según F r i e d e n  (1970) este c o m p o r t a m i e n t o  puede deberse a 

tres causas, c o m o  se s e ñ a l o  en la seccion 3.4.2. De e s t a s  tres 

p o s i b i l i d a d e s ,  se d e s c a r t ó  el c a m b i o  del e s t a d o  de agregación 

de la e n z i m a  porque no h u b o  m o d i f i c a c i ó n  de la m a s a  m o l e c u l a r  

de la apir-asa D e siree en c o n d i c i o n e s  de histeresis. La otra 

p o s i b i l i d a d  es un m e c a n i s m o  de d e s p l a z a m i e n t o  del ligando, lo 

cual c o n c u e r d a  con la d e s a p a r i c i ó n  de la h i s t e r e s i s  al ensayar 

la api rasa con c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de s u s t r a t o  <Ca-ATP 

y C a - A D P ) . Este f e n ó m e n o  deja de ser o b s e r v a d o  a 

c o n c e n t r a c i o n e s  de C a - A T P  s u p e r i o r e s  a 0,1 m M  <Fig. 17). 

H a t f i e l d  y col. ( 1970) tambie'n p r o ponen m o d e l o s  c i n é t i c o s  que 

se a j ustan al d e s p l a z a m i e n t o  de un ligando fuerte m e n t e  unido a 

la enzima. De los d i v e r s o s  m o d e l o s  p r o p u e s t o s  por H a t f i e l d  y 

col. <1970) solo uno de e l l o s  se a j usta a los r e s u l t a d o s  

e x p e r i m e n t a l e s  o b t e n i d o s  con la api rasa.

Como se e s q u e m a t i z ó  en la sección 3.4.5., el m o d e l o  

p r o p u e s t o  c o n s i d e r a  s i t i o s  de unión d i s t i n t o s  para el ligando 

inhibidor (catión bivale n t e )  y el s u s t r a t o  < m e t a l - n u c 1eoti d o ) ,
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siendo el s u s trato el 1 i gando que d e s p l a z a r í a  al inhibidor-

unido. La ecuación d e s a r r o l l a d a  para este m o d e l o  predice la

d e p e n d e n c i a  lineal entre la K ap ( v e l o c i d a d  con que se a l canza 

el regimen estacionario) y la c o n c e n t r a c i ó n  de sustrato,
S ^

situación que se e n c o n t r ó  para la api rasa.

Los a n á logos del s u s t r a t o  C r - A T P  y A M P - P C P  anulan la

aparición del f e n ó m e n o  de h i steresi s. Estos r e s u l t a d o s  no

c o ntradicen el m o d e l o  a ntes mencionado^ ,de la e x i s t e n c i a  de

sitios de unión d i s t i n t o s  para el ion m e t á l i c o  y n u c l e o t i d o

metal, p u esto que se puede p o s tular que la unión del s u s t r a t o
••

produce un cambio conformaci onal en la e nzima tal, que altera, 

el sitio de unión para el ion me tal i co libre. Por lo tanto, de 

las tres c a u s a l e s  de a p a r ición de h i s t e r e s i s  p r o p u e s t a s  por 

Frieden (1970) y por H a t f i e l d  y col. (1970) la que se ajusta 

m ejor en la api rasa a los datos e x p e r i m e n t a l e s  es la del 

d e s p l a z a m i e n t o  de un 1 i g a n d o  f u e r t e m e n t e  unido a la enzima.
i-r

Cabe hacer notar que de los c a t i o n e s  probados, el Ca y

el Z n -2 son los que p r e s e n t a r o n  un e f e c t o  menor en el tiempo de

retardo, en c a m b i o  el M n ( H z 0)¿ (para a mbas a c t i v i d a d e s

enzimaticas) y el Co (mas s i g n i f i c a t i v a m e n t e  para la ATPasa)

p rod ujeron un p e r í o d o  de r e t a r d o  que a l c a n z o  al minuto. Estos
zy

v a l o r e s  perm itirian e x p licar por que el Ca no pudo d e s p 1 azar 
2y

al M n ( H x 0 > 6 en los e x p e r i m e n t o s  de ESR y a la vez, el

d e s p l a z a m i e n t o  del Ca , que d e b i ó  haber e s t a d o  u n i d o  a la

e nzi ma en esas c o n d i c i o n e s  exper i miéntales (sección 3.4.1.),
2 y

por parte del M n (H x 0)^ . P r o b a b l e m e n t e  el m a y o r  tiempo de
i

r e t a r d o  p r o d u c i d o  por este metal p a r a m a g n e t i c o  en la
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interacción con la enzima. El hecho que el c o m p l e j o  bina' :

i-t­apir asa-Mn no presente a c t i v i d a d  hidrolitica, descarta ;.r

el c o m p l e j o  de c o o r d i n a c i ó n  a ctivo sea el c o m p l e j o  metal c:

dual p o s t u l a d o  a nteriormente.

Con estos r e s u l t a d o s  se c o n s i d e r o  la p o s i b i l i d a d  que la

e x i s t e n c i a  i n vivo de api rasa unida a algún metal bivalente

fuera uno de los m e c a n i s m o s  r e g u l a d o r e s  de esta enzima. Por

esta razón se cuantifi carón las c o n c e n t r a c i o n e s  totales de los

n u c l e o t i d o s  A T P  y A D P  y de a l g u n o s  m e t a l e s  (Ca, Mg, C o , Zn) en

el tubérculo de S. tuberosum var, Desiree.

De las c o n c e n t r a c i o n e s  r e l a t i v a s  de estos m e t a l e s
2+  . ai-

anal izados se d e s p rende que el Mg y el Ca son los cationes

que podrTan estar p a r t i c i p a n d o  i n vi vo, ya sea p r o d u c i e n d o  la

forma activa del s u s t r a t o  (complejo m e t a l - n u c í e o t  i do) o

u n i é ndose d i r e c t a m e n t e  a la e nzima para producir un efecto
21-

r e g u iador sobre ella. N o  puede descar t a r s e  tampoco, que el Mn 

sea el catión que regule d i r e c t a m e n t e  a la api rasa. Esto

p o d r í a  ocurrir, no obstante su c o n c e n t r a c i ó n  es uno o dos
 ̂ u+ -2-1-
o r d e n e s  de m a g n i t u d  menor r e s p e c t o  a Ca y M g  , porque este

catión se une m a s  f u e r t e m e n t e  a la api rasa.

Se p odrfa e s p e cular que este m o d e l o  de regulación es

factible si se supone que las c o n c e n t r a c i o n e s  de los

n u c l e o t i d o s  y de los c a t i o n e s  b i v a l e n t e s  e n c o n t r a d o s  en un

h o m o g e n e i z a d o  de tubérculo de S. tuberosum reflejan las

c o r r e s p o n d i e n t e s  al m i s m o  c o m p a r t i m e n t o  en que se e n c u e n t r a  la

api rasa. Se puede proponer en c o n secuencia, que los cambios de
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r, i ve les d e  algunos m e t a l e s  y de los n u c l e o t i d o s  A T P  y ADF en 

el tejido del tubérculo podrían ser u a  m e c a n i s m o  regulatorio. 

En este m o d e l o  se c o n s i d e r a r í a n  a los m e t a l e s  b i v a l e n t e s  que 

se unen a la apir-asa (en a u s encia de sustrato) como

inhibidores, y a los c o m p l e j o s  me t a l - n u c 1eoti do como 

a c t i v a d o r e s  p o r q u e  e s t o s  c o m p l e j o s  d e s p l a z a r í a n  al m e t a l  u n i d o  

< -f e n o r n e n o  d e  h i s t e r e s i s )  .

S i n  e m b a r g o ,  n o  h a y  q u e  o l v  i d a r  que si la enzima se 

p r e i n c u b a  con el metal en p r e s e n c i a  de a n á l o g o s  de s u s trato no 

se observa aparición de histeresis, lo que indica que tal vez 

■fisiológicamente este -fenómeno no se lleva n e c e s a r i a m e n te  a 

cabo en la célula. Pero también hay que tener presente que en 

la célula se pueden producir c a m b i o s  en las c o n c e n t r a c i o n e s  

locales (distintos c o m p a r t i m i e n to s )  de yiuc 1 eoti dos y metales, 

por lo que es importante estudiar el f e n ó m e n o  de h i s t e r e s i s  en 

las c o n d i c i o n e s  mas p a r e c i d a s  p o s i b l e s  a las que se producen 

i n vivo para saber si tiene un s i g n i f i c a d o  fisiológico.

4.4. Interacción de la api rasa con a l g u n a s  p r o t e í n a s  

r e g u l a d o r a s  en el tubérculo de S. tuberosum .

Se pensó* que las i soapi rasas fueran r e g u l a d a s  por 

c a l m o d u l i n a  a semejanza con A T P a s a s  v e g e t a l e s  (Dieter, 1934) y 

anima l e s  (Klee y col., 1980) a las que se las ha r e l a c i o n a d o  

con el transporte de cationes. M u c h o s  de los p r o c e s o s  ligados 

al ion calcio en tejidos v e g e t a l e s  se han p odido relacionar 

con la calmodul i na; si bien, no siempre se ha d e m o s t r a d o  esta
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situ ación en -forma directa, se ha d e d u c i d o  a través del efecto 

de las d r o g a s  fenotiazíni c a s , a n t a g o n i s t a s  de la c a l m o d u l i n a  

<Dieter y Marine , 1980; Cormier y col., 1982; Dieter, 1984).

A p a r t e  de la acción e s t i m u l a d o r a  sobre A T P a s a s  vegetales 

ligadas a m e m b r a n a s ,  se le r e c onoce a la c a l m o d u l i n a  un efecto 

regulador sobre N A D - q u i n a s a ,  qui n a t o ¡ N A O - oxi do reductasa, 

prote ina-qui nasa (Dieter, 1984), aspartato-qui nasa (Sane y

c o l ., 1984).

Las p r o p i e d a d e s  de la calmodul i na de origen vegetal son

m u y  s e m e j a n t e s  a las de la calmodul ina presente en animales

(A n d e r s o n  y col., 1980). Estas s i m i l i t u d e s  incluyen la uni on
21-

dependi ente de Ca a d r o g a s  fenotiazfni cas ( trifluoperazi n a ,

f l u fenazina, clorpromazi n a ) , la m a s a  m o l e c u l a r  (entre 15 a 18

k D a ) , el punto isoelé c t r i c o  (alrededor de pH 4,0), la

c o m p o s i c i ó n  de a m i n o á c i d o s  y su r e s p e c t i v a  secuencia, la
2 +

a f i n i d a d  por Ca y el grado de activación sobre las enzimas de 

origen animal y vegetal que se ha d e m o s t r a d o  son m o d u l a d a s  por 

c a l m o d u l i n a  (Dieter, 1984).

Este p u n t o  se e n f o c ó  a i s l a n d o  calmodul ina del tubérculo 

de S. tuberosum s i g u i e n d o  técnicas de a i s l a m i e n t o  basadas en 

su e s t a b i l i d a d  al calor, su p r e c i p i t a b i l i d a d  por sulfato de 

amoni o y a f i n i d a d  por d r o g a s  fenotiazfni c a s , p r o p i e d a d e s  

u t il i zadas para la p u r i f i c a c i ó n  de c a l m o d u l i n a  de otros

tejidos vegetales. La p r e s e n c i a  de c a l m o d u l i n a  en S . 

tuberosuiti ha sido solo m e n c i o n a d a  en una revisión de W a n g  y 

W a  i sitian (1979) que describe su a n á l i s i s  el ectroforet i co a

partir de un e x t r a c t o  en el que encuentran actividad
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calmodul i n i ca medida por su efecto activador de
¿-t-

f o sfodiesterasa de A M P c , dependiente de Ca

La presencia de actividad calmodul fnica se detecto" en

S. tuberosum solo después de concentrar el extracto por

precipitación con sulfato de amonio. La -fracción proteica

parcialmente purificada, denominada F r - 5 0 , presentó" diversas

c a r a c t e r í s t i ca s  conocidas para calmodulina de origen animal y

vegetal. Como se ha visto que 1 os, fosfolfpidos pueden
✓

presentar también efecto estimulador sobre la fosfodiesterasa

de AMPc, se probo la p r e s encia de estos compuestos en la

Fr-50. Anich (1984) descartó la contaminación con fosfolípidos

por m e d i o  de c r o m a t o g r a f í a  en capa fina y posterior revelado

con el r e a ctivo de D i t t m e r - L e s t e r .

Llama la atención el efecto que tiene el EG'TA sobre la

acción de esta Fr-50, que no se compo r t a  en la forma típica

d e s c r i t a  en la literatura, p u esto que la adición de

c o n c e n t r a c i o n e s  m a y o r e s  de EGTA no logra reducir c o m p 1etamente

la acción estimuladora. En cambio, la F r - C a M  (calmodul ina

homogénea) es a f e c t a d a  por este que 1 ante supri m i e n d o

comp 1 e t arrien te su actividad. Una explic a c i ó n  factible es que la

„ u
Fr-50 tenga una alta c o n t a m i n a c i ó n  con Ca

 ̂ ■» -r
Como se m o s t r o  en la sección 3.7., se logro purificar a 

h o m o g e n e i d a d  la calmodul ina del tubérculo de S. tuberosum

var. Desiree y v a r . Ultimus. Esta p r o t e i n a  p r e s e n t o  las

c a r a c t e r í s t i c a s  c o n o c i d a s  de la calmodul ina p roveniente de 

o t r a s  especies. E s t a s  s i m i l i t u d e s  incluyen:
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a) m a s a  m o l e c u l a r  <17,5 k'Da) ;

b) pl (4,4);

c> e s t a b i l i d a d  al calor;

d ■' c a p a c i d a d  de e s t i m u l a r  a la f o s f o d  i ester asa de n u c l e o t i d o s

" i 21"c í c l i c o s  en p r e s e n c i a  de Ca ;
*

e ■' inhibición de su acción por t r i f l u o p e r a z i n a  en una -forma
4+

d e p e n d i e n t e  de Ca .

A u n q u e  no se h i z o  una c u r v a  c o m p l e t a  de c o n c e n t r a c i ó n  de 

r ~ C a M  para cuant i f i car su e f e c t o  sobre la f osf odi e s t e r a s a  de 

A M P c , se o b s e r v a  que para a l c a n z a r  el 50% de la activación 

m á x i m a  lograda para esta enzima, hay que agregar una c a n t i d a d  

de p r o t e í n a s  c o n s i d e r a b l e m e n t e  m a y o r  c o m p a r a d a  con la CaM de 

b o v i n o  (vease la tabla 16). En la litera t u r a  se m e n c i o n a  que 

la CaM de vegetales: arvejas, man f (Artderson y col., 1980),

esp i n a c a s  (Can Eldik y col., 1980), c e b a d a  < S c h 1e i cher y col . , 

1983) p r e s e n t a  la m i s m a  a c t i v i d a d  b i o l ó g i c a  frente a la 

f o s f o d i e s t e r a s a  de c e r e b r o  de p o r c i n o  que la CaM del m i s m o  

tejido. Por lo tanto, esta a c t i v i d a d  b i o l ó g i c a  tan baja 

e n c o n t r a d a  de la CaM a i s l a d a  de S. tuberosum implica que 

tiene que haber e x p e r i m e n t a d o  d e s n a t u r a c i ó n  durante alguna de 

las e t a p a s  s e g u i d a s  para su p u r i f i c a c i ó n .  N o  obstante su 

e s t a b i l i d a d  al calor, puede ser n e c e s a r i o  efectuar la 

p u r i f i c a c i ó n  de esta prote fna a 4 e s p e c i a l m e n t e  la etapa 

c r o m a t o g r a f i c a  que es m u y  larga (varios dfas), y no a

t e m p e r a t u r a  ambiente como se realizó.

N o  se h i c ieron m a y o r e s  e s t u d i o s  con la CaM en relación a 

la c a n t i d a d  de Ca n e c e s a r i a  para lograr su m a x i m a  activación,
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porque esta descrito para la aislada de otras -fuente vegetales 

que es del mismo orden que para la de origen animal (Anderson 

y c o l ., 1980).

La calmodul ina aislada del tubérculo de S. tuberosurr-

purificada a homogeneidad, no presento' ningún e-fecto sobre la

actividad enzimatica de la api rasa al utilizarla a una 
✓

concentración que activa a la fosfodiesterasa a un valor

correspondiente al 65’/. de su_ . actividad máxima. Estos*

resultados -fueron conf i rmados al no encontrar ningún e-fecto 

con LaM de corazón de bovino a c oncentraciones 10 veces mas 

altas que las necesarias para producir la máxima activación de 

la fosfod i esterasa (resultados no publicados). Tampoco se 

encontró interacción específica entre la api rasa y c a l m o d u 1 i na 

unida a agarosa (resultados no publicados).

Con estos resultados se descarto la acción reguladora de 

la calmodul ina sobre la api rasa a diferencia de las ATPasas

2"t
vegetales relacionadas con el transporte de Ca . Sin embargo, 

esto no descarta que la api rasa esté también impl i cada en el 

transporte de iones, ya que se ha descrito en yesículas 

purificadas de m e m b r a n a s  de retTculo endop 1 asm i co de raíces de 

Lep i d i um sa t i yum que el transporte de Ca en esas vesículas 

es también independiente de c a 1 miodu 1 i na (Buckhout, 1984).

El efecto estimulador sobre la api rasa de la Fr-50 

(fracción parcialmen te pur i f i cada de CaM) se pudo e x p 1 i car 

fácilmente al encontrarse una disociación de los efectos 

e s timulantes sobre arribas enzimas (api rasa y f osf od i esterasa) 

al pasar esta Fr-50 por una columna cromatográf ica considerada
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de afinidad para la calmodulina ( T F P - Sepharóse). De esta 

columna eluyeron claramente separadas, mediante un brusco

aumento de la fuerza iónica, una fracción activadora y otra 

fracción inhibidora de la api rasa y, finalmente al eliminar el 

Ca de la columna con EGTA, se 1 ibero la calmodul i na en forma 

h o m o g é n e a .

De las dos fracciones proteicas elufdas de la columna de 

TFP-Sepharóse con NaCl 0,5 M, se caracterizó en forma parcial 

sólo la fracción actiuadora de la que se dispuso de mayores 

cantidades. En cambio, no se pudo estudiar mayormente la 

fracción inhibidora por la escasa cantidad que se obtuvo y por 

su baja estabilidad en cuanto al efecto inhibitorio sobre la 

api rasa. La fracción activadora presenta las propiedades 

típicas de una protefna: precipitabi 1^dad con sulfato de

amonio, reacción positiva frente al reactivo de 

Fol in-Ci o c a l t e a u , la e 1ectrofores is en ge les de pol iacri 1ami da 

m u e s t r a  bandas que se tifien con azul de Coomassie,

encontrándose el efecto activador asociado a una de las bandas 

de proteínas (Mancilla y col., l?Só) y no es dializable. Es 

una pro teína aun no homogénea por electroforesi s en 

condi c i o n e s  d e s n a t u r a n t e s  y por e 1e c t r o e n f o q u e . Esta fracción 

activadora pare i al mente purificada, provoca un efecto

estimulador de un 70 V. sobre las cuatro i soapi rasas ensayadas y

este efecto es independiente de Ca . La t r i f 1uoperazi na

✓ -* 
también inhibe, aunque a m a y o r e s  c o ncentraciones, la acción de

la proteína activa d o r a  de la api rasa, acción que o c u r r e , a

dife r e n c i a  de la calmodul i na, en ausencia de Ca . Esto hace
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suponer que esta droga f e n o t i a z f n i c a  se une a esta p r o tefna a

un sitio de tipo hidrofo'bico que tendrTa alguna s i m i litud con

el que se forma en la CaM al unirse el Ca p e r m i t i e n d o  asf la 
✓

unión con la t r i f 1uoperazi na (Anderson y col., 1980).

Otra c a r a c t e r í s t i c a  de esta fracción activador a 

e n c o n t r a d a  poste r i o r m e n te ,  es la probable partic i p a c i ó n  de 

r e s i d u o s  de tirosina en la unión con la apirasa. Al explorar 

los p o s i b l e s  r e s i d u o s  de a m i n o á c i d o s  de ésta fracción 

a c t i v a d o r a  importantes para su interacción con la apirasa, se 

ha e n c o n t r a d o  que no hay p a r t i c i p a c i ó n  de los grupos tiól icos 

p or que el re ac t i v o de E 1 1 man no c amb i a las p r op i e dade s de esta 

^r a c c •o n • En cambio, se sugiere que tiene r e s iduos de tirosina 

e s e n c i a l e s  para la interacción p r o t e f n a - p r o  t e f n a , d e d u c i d o  del 

e f e c t o  inactivador del t r a t a m i e n t o  con tetranitrorne taño previo 

a la unión con la apirasa ( M a n cilla y col., 1987).

La adición de c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de la fracción 

ac t i v ador a p ar- c i a 1 me nte purific ada sobr e 1 a ap i rasa De si ree 

produce inicial m e n t e  un a u m e n t o  de su actividad, pero 

c a n t i d a d e s  s u p e r i o r e s  a 50 p g  de prote Tnas de esta m i s m a  

frace i on ya no fueron tan e f i c i e n t e s  en su efecto estimulador 

(sección 3.9.2.). Estos r e s u l t a d o s  pueden explicarse por una 

c o n t a m i n a c i ó n  con la fracción inhibidora, o bien porque esta 

fracción actúa en forma d i s t i n t a  a c o n c e n t r a c i o n e s  elevadas.

N o  se intento efectuar una posterior c a r a c t e r i z a c ió n  de 

estas f r a c c i o n e s  p r o t e i c a s  hasta lograr o b t e n e r l a s  en un 

e s t a d o  de mayor pureza. Se las ha c o n s i d e r a d o  prote Trias 

r e g u l a d o r a s  de las i soapi rasas porque se e ncuentran presente
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en el mi smo tejido vegetal.

La p r e s e n c i a  de estas dos p r o t e í n a s  r e g u l a d o r a s  de las 

i soapi r a s a s  no h abía sido d e t e c t a d a  antes porque en la etapa 

de -fraccionamiento con s u l f a t o  de amon i o se separan, quedando 

en el p r e c i p i t a d o  0-40"'í de s a t u r a c i ó n  que hasta ahora se habida 

d e s c a r t a d o .  La e x i s t e n c i a  de estas dos prote m a s  r e g u l a d o r a s  

de la ap i rasa en el t u b é rculo de al m e n o s  dos v a r i e d a d e s  de 

S. tuber o s u m  (Desirée y Ultimus), hace p e n s a r  que esta

e n z i m a  debe tener una función importante en la célula. Junto 

con esto, hay p r u e b a s  o b t e n i d a s  en este m i s m o  l aboratorio que 

indican que la api rasa a u m e n t a  su m a s a  durante el d e s a r r o l l o  

del t u b é r c u l o  <Fanta, 1983). Su función en el tejido del 

t u b é r c u l o  p o d r í a  ser m a n t e n e r  un nivel adecu a d o  de ADR 

intrace 1u 1ar ya que este tejido vegetal es m u V  deficiente en 

a d e n i l a t o  q u i n a s a . L a  d e f i c i e n c i a  en esta enzima se debe

p r o b a b l e m e n t e  al e s c a s o  n u m e r o  de mi tocondri as que tiene el 

tejido de S. t u b e rosum ( c o m u n i c a c i ó n  personal de G. L aties a 

la Dra. A. T r a v e r s o ) .  La apir-asa p r o v e e r í a  e n t o n c e s  el A D P  y/o 

A M P  n e c e s a r i o s  para a l g u n a  vía m e t a b ó l i c a .  Este m i s m o  tipo 

de función p r o d u c t o r a  de A D P  por la api rasa, ha sido p r o p u e s t o  

por R i b e i r o  y col . ( 1984) los que e n c o n t r a r o n  api rasa en la

g l á n d u l a  salival de insectos s u c c i o n a d o r e s  de sangre, siendo

*  ̂
la func i ó n  del A D P  en este caso, impedir la agregación

p l a q u e t a r i a  y por ende la c o a g u l a c i ó n ,  a s e g u r a n d o  de esta

f orma la a l i m e n t a c i ó n  del insecto.

Otra a l t e r n a t i v a  de función f i s i o l ó g i c a  de la api rasa 

ser ía la p a r t i c i p a c i ó n  en el transporte de iones, s u g e r i d o  por



Y a r a  y S e r rano (1981) en v e g e t a l e s  y LeBel y col. <1980) en 

tejidos animales. Estos dos g rupos independientemente han 

c a r a c t e r i z a d o  api rasa unida a f r a c c i o n e s  m i c r o s o m a 1 e s . Por la 

forma de extraer la api rasa de S. tuberosum se c o n s idera una 

prote i na soluble; sin embargo, no se puede descartar la 

p o s i b i l i d a d  de que sea una p r o t e f n a  ligada débilmente a 

membr a n a s .

156
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C O N C L U S I O N E S

1.- oe hd logrado obtener en forma h o m o g é n e a  y estable dos 

i s o e n z i m a s  de la api rasa a partir de dos v a r i e d a d e s  de 

t u bérculo de S. tuberosum : Pimpernel y De si ree .

La api rasa p e r t enece al grupo de e n z i m a s  que es inactiva 

en a u s e n c i a  de algún i on m e t á l i c o  bivalente. Una amplia gama 

de c a t i o n e s  b i v a l e n t e s  activan a esta enzima, siendo el C a ^ e l  

m a " efectivo. Los r e s u l t a d o s  c i n é t i c o s  permiten proponer que 

f 1 e s q u e m a  de c o o r d i n a c i ó n  de la api rasa con el ion m e t á l i c o  y 

el n u c l e o t i d o  c o r r e s p o n d e  al c o m p l e j o  ternario en que el 

s u s t r a t o  hace de puente entre la e nzima y el metal <E-S-M>. El 

catión bivalente p a r t i c i p a  en la reacción f o r m a n d o  el

v e r d a d e r o----s u s t r a t o  (me t a l-nucíeoti d o ) . En este c o m plejo

binario, el ion m e t á l i c o  puede cumplir dos tipos de funciones; 

activar el a tomo de f o s f o r o  que va a ser atacado, a u m e n t a n d o  

su e l e c t r o f i l i a  y/o formar un c o m p l e j o  de poli f o sfato de una 

c o n f o r m a c i ó n  a p r o p i a d a  en el c o m p l e j o  ternario con la enzima.

El c o m p l e j o  me t a l - n u c 1eoti do no interactuarla con la 

aP i rasa a través del catión sino que p r i n c i p a l m e n te  a través 

de los o x í g e n o s  de la c a d e n a  p i r o f o s f ó r i c a , h e c h o  d e d u c i d o  del 

e f e c t o  inhibi t o r i o  del c o m p l e j o  inerte a 1 igandos C r < 1 1 1 >- A T P .

be d e m o s t r ó  por e s p e c t r o s c o p f a  de r e s o n a n c i a  m a g n é t i c a  

del espin e l e c t r ó n i c o ,  que la api rasa en a u s encia de
3,-r

n u c l e o t i d o  liga M n < H t ü>¿ f o r m a n d o  un c o m p l e j o  b i nario en que 

la s i m e t r í a  del ion m e t á l i c o  esta alterada.
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Se descarta la -formación de un complejo de coordinación 

activo de tipo me tálico dual ( E-M (L > 3- M ) , porque el complejo 

binario apirasa-M prácticamente no presenta actividad

catalítica, y si la tiene es menor que la correspondiente a la 

api rasa libre (enzima histeretica).

3 .  - Se p o s t u l a  a d e m a s  que la -formación de este c o m p l e j o
o.-y  ̂ ^

b i n ar i o ap i r a s a —M , que p r e s e n t a  el fen orne no ‘de his t e r e s i s ,

pueda tener un s i g n i f i c a d o  f i s i o l ó g i c o  como un m e c a n i s m o

regulador de esta e n z i m a  hidrol ítica. Si este m e c a n i s m o

r e g u lador tuviera s i g n i f i c a d o  i n v i v o , ser-Tan p r o b a b l e m e n t e

a-f 2-f .
lig y Ca los c a t i o n e s  que f o r m a r í a n  este c o m p l e j o  por ser los

iones m e t á l i c o s  p r e s e n t e s  en m a y o r  c o n c e n t r a c i ó n  en el

h o m o g e n e i z a d o  del tejido de t u b é r c u l o  de S. t u b e r o s u m  . Esta

forma enz ima't i ca no a c t i v a  ( ap i r a s a - M  2+” ) puede a c t i v a r s e

r e v e r s i b l e m e n t e  al ser d e s p l a z a d o  el metal por el v e r d a d e r o

s u s t r a t o  ( m e t a l - n u c í e o t  i d o ) . A  su vez, el catión b i v a l e n t e  no

ejerce su acción i n h i b i d o r a  sobre la e n z i m a  que tiene

p r e v i a m e n t e  u n i d o  algún a n á l o g o  de s u s t r a t o  (C r ( I I I ) - A T P ;

A M P - P C P ) . El m e c a n i s m o  r e g u l a t o r i o  p r o p u e s t o  c o n s i d e r a  a los

c a t i o n e s  b i v a l e n t e s  que se unen a la api r a s a  (en a u s e n c i a  de

sustrato) como i n hibidores, y a los c o m p l e j o s

m e t a l - n u c í e o t  i do, c o m o  a c t i v a d o r e s  por d e s p l a z a r  al ion

m e t á l i c o  unido.

4 .  - En la b ú s q u e d a  de m e c a n i s m o s  r-egu 1 ator i os de la a p i r a s a

. . . /
i n v i vo , se p u r i f i c o  a h o m o g e n e i d a d  y p o s t e r i o r m e n t e  se
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c a r a c t e r i z o  la c a l m o d u l i n a  de 1 tubércu 1 o de S. tuberosum . Se 

encontró que esta p r o t e í n a  p r e s e n t a  las p r o p i e d a d e s  generales- 

d e s c r i t a s  para la c a l m o d u l i n a  de origen animal y vegetal: pl, 

masa molecular, e s t i m u l a c i ó n  de la fostodi e s t e r a s e  de AMPc y

efecto de drogas fenot i azi n i cas sobre su a c c i ó n a c t i v a d o r a ;
, „ -2 + 

siendo estas dos ul tirrias c a r a c t e r í s t i c a s  d e p e n d i e n t e s  de Ca

Sin embargo, pese a tener las c a r a c t e r í s t i c a s  recién

mencio n a d a s ,  esta p r o t e f n a  p r e s e n t ó  una a c t i v i d a d  b i o l ó g i c a

m u y  d i s m i n u i d a  (acción e s t i m u l a d o r a  de la tostodi esterasa)

c o m p arada con la que se describe para la c a l m o d u l i n a  aislada

de origen animal y vegetal. Este hecho es atribuí ble a una

desnat u r a c i ó n  irreversible p r o d u c i d a  durante las e tapas de

p u r ificación utilizadas.
r \

Esta prote i na a i s l a d a  de ' S. tuberosum con a c t i v i d a d  

c a l m o d u 1 ínica y la c a l m o d u l i n a  de corazón de bovino, no 

presentan ningún e f ecto sobre la api rasa a las c o n c e n t r a c i o n e s  

e n s a y a d a s .

5.- De la p reparación p a r c i a l m e n t e  p u r i f i c a d a  de calmodulina, 

se aislaron también dos p r o t e í n a s  m o d u 1 a d o r a s  de la a c t i v i d a d  

apirasica. Una de ellas la a ctiva y la otra la inhibe. De 

estas p r o t eínas se c a r a c t e r i z ó  p a r c i a l m e n t e  sólo la 

estimuladora. Por las técnicas e 1ectroforéti cas u t i l i z a d a s  se 

aprecia una fracción p r o t e i c a  bastante impura. Esta fracción 

ac t i vador a no tiene acción sobre la fosfodi e s t e r a s a  de AMPc; 

en cambio, produce una e s t i m u l a c i ó n  c e r c a n a  al 307. de las 

c uatro i soenzimas de la apir-asa ensayadas. La acción de esta
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u.-*-
prote fna a c t i v a d o r a  es i n d e pendiente de Ca y de otros

c a t i o n e s  bivalentes. A  s e m e j a n z a  con la c a l m o d u 1 i n a , su acción

es también inhibida por d r o g a s  f enot i az ¡Tn i c a s , pero no
2 +

r e q u i e r e  la p r e s e n c i a  de Ca , y el e f e c t o  se o b s e r v a  solo a 

c o n c e n t r a c i o n e s  m u c h o  m á s  altas de la. droga.

Se intenta c o n t i n u a r  con el e s t u d i o  de e stas dos

p r o t e í n a s  m o d i f i c a d o r a s  de la a c t i v i d a d  a p i r a s i c a  hasta

 ̂ *
o b t e n e r l a s  en f o r m a  h o m o g é n e a  y estable para su posterior 

c a r a c t e r i z a c i ó n .

ó.- La función f i s i o l ó g i c a  de la api rasa en tejidos a n i m a l e s  y

v e g e t a l e s  es aun d e s c o n o c i d a .  P o d r f a  tener una función

importante en las c é l u l a s  de S. t u b e r o s u m  por la e x i s t e n c i a

de p r o t e í n a s  m o d u 1 ador as de su a c t i v i d a d  y por la v a r i a c i ó n  de

su m a s a  <c o n c e n t r a c  i ó n ) d u r a n t e  el d e s a r r o l l o  del tubérculo.

La f u nción que d e s e m p e ñ a  puede d e p e n d e r  del o r g a n i s m o  en que

se e n c u e n t r e ,  p u e s t o  que en t e jidos animales, v e r t e b r a d o s  e

inver t e b r a d o s,  e s t á  ligada a m e m b r a n a s ;  en cambio, en tejidos

✓
v e g e t a l e s  s e r í a  principal me nte c i t o s o 1 i c a .

En c o n s e c u e n c i a ,  este es un p u n t o  m u y  interesante de 

a b ordar la d i l u c i d a c i ó n  de la f u n c i ó n  f i s i o l ó g i c a  de la 

api rasa en la cédula.
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