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RESUMEN 

INHIBICION DE LA PIROFOSFATASA MEMBRANAL DE 

Rhodospirillum rubrum POR TRIFENILESTANO 

La pirofosfatasa membranal de Rhodospirillum rubrum cataliza la hidrdlisis y 

sintesis de pirofosfato de una manera acoplada a la translocaci6n electrogénica de H* en 

un proceso reversible. Acerca de las caracteristicas del canal de H’ de la pirofosfatasa se 

sabe muy poco, por lo que el uso de inhibidores especificos de esta regidn seria util para 

su caracterizacion. 

Se han descrito algunos inhibidores del sitio activo de Ja pirofosfatasa membranal, 

como son NaF y los andlogos de! sustrato MDP e IDP. Sin embargo, como inhibidores del 

dominio hidrofébico que bombea H’* , sdlo se han utilizado DCCD y dietilestilbestro!, los 

cuales tienen una amplia reactividad, lo que ha limitado su utilizacién. De tal forma que 

seria deseable encontrar otros inhibidores mas especificos de esta regién de la enzima. 

El trifenilestafio inhibe a la ATP sintetasa mitocondrial a nivel del sector 
membranal Fo inhibiendo la translocacién de H’, por lo que en este trabajo, el objetivo fue 

probar el efecto del trifenilestafio sobre la pirofosfatasa membranal de R. rubrum, 

caracterizar su inhibicion y analizar si ésta es a nivel del sitio activo o a nivel del canal de 

H* de la enzima. Finalmente comparar su efecto con el del DCCD. 

Los resultados demuestran que el trifenilestafio inhibe la hidrélisis de la 
pirofosfatasa membrana] de cromatéforos de una manera dependiente del pH, obteniendo 

un 100% de inhibicién a pH 9.5. La inhibicién producida sobre la pirofosfatasa de 
membrana es muy similar a la producida sobre la ATPasa de cromatdforos del mismo 

organismo. La pirofosfatasa citoplésmica de R. rubrum (que carece de canal de H’) 
practicamente no se inhibe . Los compuestos tiol (DTE y 2-mercaptoetanol) previenen la 
inhibicion de la pirofosfatasa membranal por trifenilestafio, debido a una alteracién del 

inhibidor y no a una modificacién de grupos SH de la enzima . 
E] efecto de) trifenilestafio sobre la pirofosfatasa membranal es semejante con Mg- 

PPi* 0 Zn-PPi? como sustratos y 1a inhibicién es dependiente de la concentracién de 
proteina de los cromatsforos. EI trifenilestafio inhibe a la pirofosfatasa membranal de los 
cromatdéforos de forma no competitiva, modificando la Vmax y no Su Ky. Et Mg”* libre, 

que es un activador esencial de Ja enzima, no revierte la inhibicién. 
La pirofosfatasa membranal solubilizada también es inhibida por trifenilestafio, 

aunque con menor eficiencia. Por otro lado, bajo las condiciones experimentales usadas, el 
trifenilestafio es un inhibidor mas efectivo que el DCCD, tanto en la membrana de los 

cromat6foros como en !a enzima solubilizada. 
Los resultados indican que el sitio de accién del trifenilestafio no es el sitio activo 

de la enzima. En analogia con el efecto del trifenilestaiio sobre la ATPasa y considerando 

que ambas enzimas se encuentran acopladas a un gradiente electroquimico de H’, se 

sugiere que el sitio de accion del trifenilestaiio pueda ser el canal de H* de fa pirofosfatasa, 

la identificacién del sitio exacto en la protefna, responsable del pegado del trifeniestafio, 

requiere mas evidencia experimental.



I INTRODUCCION 

En el proceso fotosintético, la energia de la radiacién electromagnética es transformada en 

energia quimica, ya sea en la membrana tilacoidal de los cloroplastos o en la membrana plasmatica 

de las bacterias fotosintéticas. En la fotosintesis oxigénica (que llevan a cabo las plantas y algunas 

cianobacterias) se produce oxigeno, el cual se libera durante la fotdlisis del agua, de acuerdo a la 

siguiente reaccidn : 

luz 

2H,O + CO, ~ (CH,0) + HO + Q 

Sin embargo, existen bacterias que llevan a cabo fotosintesis anoxigénica en donde no 

existe una liberacién de oxigeno molecular, ya que el agua es reemplazada por otros reductores 

como el S:, $203” , H2S o por compuestos organicos, tales como malato, succinato, B- 

hidroxibutirato, etc. De tal manera, que el concepto moderno de fotosintesis estaria correctamente 

representado por la siguiente reaccién de oxido-reduccion propuesta por Van Niel (1935): 

luz 

2H2A + CO, > (CH20) + 2A + H.0 

donde A= donador de electrones 

En la fotosintesis, los eventos involucrados desde la captura de la luz hasta la sintesis de 

ATP, estan comprendidos en cuatro etapas: 1) Captura de la energia radiante por los pigmentos 

cosechadores de la luz, 2) Transferencia de energia hacia el centro de reaccién en donde ocurre el



proceso primario de separacién de carga (energia de oxido-reduccién), 3) Generacion de un 

gradiente electroquimico de protones (ApH’), acoplado a las reacciones redox, 4) Utilizacion de 

la energia del gradiente electroquimico de protones para la sintesis de ATP, transporte de iones, 

solutos, etc. Es decir, la energia derivada de la luz es utilizada para sintetizar el ATP 

(fotofosforilacién) por la ATP sintetasa, por medio de un circuito de protones andlogo al de las 

mitocondrias y membranas bacterianas. Alternativamente, en la bacteria fotosintética 

Rhodospirillum rubrum, la energia del gradiente electroquimico de protones se acopla a la sintesis 

de PPi a través de la H" pirofosfatasa de membrana (Baltschefsky, 1967a) 

1.1. Caracteristicas de Rhodospirillum rubrum 

1.1.1. Colocaci6n Taxonémica 

La bacteria empleada en este trabajo es Rhodospirillum rubrum. De acuerdo a la 

clasificacion de Woese (1987), Woese et al. (1990); la cual esta basada en la similitud de la 

secuencias del acido ribonucleico ribosomal, R. rubrum esta clasificada de la siguiente manera: 

Dominio: Bacteria 

Phylum: Bacterias Purpuras 

Subdivision: Alfa 

Género: Rhodospirillum 

Especie" rubrum. 

1.1.2. Caracteristicas Morfolégicas de Rhodospirillum rubruin 

a) Estructura: La forma de la célula es espiral, mide 0.8 sm de ancho por 7 a 10 um de 

largo, tiene flagelos polares y es una bacteria gram negativa. Como todas las bacterias, presenta 

una pared celular separada por el espacio periplasmico, de la membrana celular (Crofts, 1974).



Cuando Ia bacteria es crecida en condiciones de iluminacién, la membrana plasmatica desarrolla 

invaginaciones que se denominan cromatoforos, éste sistema intracitoplasmico de membrana se 

toma en cuenta como un criterio de clasificacién entre especies. En el espacio periplasmico hay 

proteinas que participan en la cadena de transporte de electrones, por ejemplo el citocromo Cp. 

b) Crecimiento: La bacteria R. rubrum es aerdbica facultativa. El crecimiento anaerdbico 

ocurre en la luz mediante fotosintesis y el aerébico en la obscuridad con obtencién de la energia 

de la oxidacién de compuestos organicos. El color del cultivo es rojo en condiciones 

fotosintéticas y color rosa en condiciones respiratorias, requiere como factor de crecimiento a la 

biotina. Su reproduccién es asexual por biparticion. 

c) Otras caracteristicas: Las quinonas que contiene son ubiquinonaj y rodoquinona. El 

carotenoide predominante es espiriloxantina. El espectro total de las células es Unico en dos 

aspectos: 1) tiene una banda de absorcién prominente a los 550 nm debido a la espiriloxantina 

(caroteno) y 2) una banda de absorcién sencilla y simétrica de bacterioclorofila a los 885 nm. 

1.1.3. Preparaciones de Membrana 

La pared celular de las bacterias fotosintéticas es relativamente impermeable a numerosos 

reactivos, lo cual limita la utilidad experimental de las células completas. Por tanto, se han 

desarrollado dos tipos de preparaciones de membrana que eliminan la pared. 

a) Preparacion de esferoplastos o protoplastos. La pared puede ser digerida por 

tratamiento con lisozima (Karunairatnam et al., 1958) , quedando intacta la membrana plasmatica. 

Mediante este tratamiento los constituyentes citoplasmicos son retenidos en el interior y se 

eliminan los componentes periplasmicos como el citocromo ca (Fig. | B).
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Fig. 1 Esquema General de Bacterias Fotosintéticas que Muestra la Obtencion de 

Cromatéforos y Esferoplastos a Partir de la Célula Entera. Tomado de Crofts, (1974).



b) Preparacion de cromatéforos. Los cromatéforos son aislados mediante la ruptura 

mecanica de las bacterias (Schachmann et al., 1952; Newton y Newton, 1957). En la figura 1, se 

observa el diagrama para la obtencién de esta preparaciOn, donde se muestra que se obtienen 

vesiculas membranales selladas que contienen en el interior al citocromo cz (Fig. 1 C). Su tamafio 

aproximado es de 100 nm y tienen una polaridad inversa a la de la membrana de la bacteria integra 

o del esferoplasto (Mitchell, 1967 y Scholes et al., 1969). 

Mediante la utilizacién de estas preparaciones de membrana, se ha podido obtener mucha 

informacion que ha ayudado al mejor conocimiento de la bacteria. 

La preparacién de cromatoforos es de especial interés ya que contiene al aparato 

fotofosforilante y, por tanto, a la ATP sintetasa y a la pirofosfatasa de membrana, ambas 

acopladas al gradiente electroquimico de H’, por esta razon en este trabajo se utilizaron 

cromatoforos . 

1.2. Hipétesis de Transduccién de Energia 

El tema central de la Bioenergética en los ultimos treinta afios ha sido el entender los 

mecanismos por los cuales la energia de la oxidacién de sustratos, o la proveniente de la absorcion 

de la luz, se acopla a la sintesis de ATP. 

Aunque la sintesis de ATP ocurre en sistemas enzimaticos solubles, la produccién 

principal de ATP esta asociada a complejos enzimaticos ligados a ciertos tipos de membranas 

llamadas “membranas transductoras de energia”, como la membrana plasmatica de las células 

procariéticas, la membrana mitocondrial interna y la membrana tilacoidal del cloroplasto 

(Nicholls, 1982).



Peter Mitchell propuso, en 196), la hipdtesis quimiosmdtica para explicar el acoplamiento 

entre la transferencia de electrones y la sintesis de ATP en las membranas transductoras de 

energia. Esta hipétesis utiliza conceptos de fisiologia de membrana, de bioquimica tradicional y de 

reacciones vectoriales que dan lugar a la transferencia de grupos quimicos a través de la 

membrana (Mitchell, 1961, 1967). Mitchell postulé que el flujo de electrones sucede en una 

membrana cerrada que es poco permeable a protones (H’). El arreglo de las moléculas que 

transfieren electrones e hidrégenos es alternado, de tal forma que a una molécula acarreadora de 

electrones le sigue una de hidrégenos y asi sucesivamente. El H” necesario para formar hidrégeno 

con el electron se toma en un lado de !a membrana y al encontrarse con un acarreador de 

electrones, se suelta del otro lado de la membrana, produciéndose asi un gradiente de H’ formado 

por dos componentes: el quimico y el eléctrico. La energia total del gradiente de H" es la suma de 

ambos componentes y es !a Ilamada fuerza protonmotriz. Esta es la fuerza que se utiliza para la 

sintesis de ATP mediante la accién de una enzima de membrana denominada H*-ATP sintetasa, 

que forma el ATP a través de un flujo inverso de H’ ( Fig.2). 

Esta hipotesis explica el mecanismo de transduccién energética en bacterias, mitocondrias 

y sistemas fotosintéticos como cloroplastos y bacterias fotosintéticas. Asi mismo, se puede 

extender para explicar el transporte de iones en la membrana plasmatica de las células 

eucaridticas. 

Muchas investigaciones han mostrado que los postulados basicos de esta hipdtesis son 

ciertos; sin embargo, algunos detalles siguen en controversia, especialmente en lo que se refiere al 

mecanismo de sintesis de ATP por la H’-ATP sintetasa (Boyer et. al., 1977; Boyer, 1993).
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Fig. 2 Acoplamiento entre la Fosforilacién y el Transporte de Electrones. La teoria 

quimiosmotica propone un bombeo de H” hacia un lado de la membrana por la cadena 
transportadora de electrones durante la respiracion, creando un gradiente electroquimico de H" , 
el cual es utilizado por la H’-ATP sintetasa para sintetizar ATP.



A la fecha se conoce solamente un sistema alternativo a la ATP sintetasa, en las 

membranas transductoras de energia, éste sistema es la pirofosfatasa membranal y se descubrid 

en los cromatéforos de las bacterias fotosintéticas. Esta enzima puede usar el gradiente 

electroquimico de H’ para sintetizar PPi (Baltscheffsky et al, 1966). Su actividad es reversible , o 

sea, al hidrolizar PPi genera un gradiente electroquimico y en este sentido es semejante a la H 

ATPasa. 

La ATP sintetasa es una enzima compleja tanto en su estructura oligomérica (8 

subunidades al menos) como en su mecanismo cinético y en su regulacion (ver Senior, 1988, Futai 

et al, 1989 y Boyer, 1997, para revisiones detalladas al respecto). En cambio, la pirofosfatasa 

aparenta ser una enzima més simple, tanto estructuralmente (1 solo polipéptido que contiene el 

sitio catalitico y el canal de H"), como en los reactivos y productos que intervienen en la reaccion 

que cataliza (Pi y PPi), por lo que el estudio de este sistema es una opcidn para el estudio de la 

transduccién energética y de los mecanismos de sintesis de uniones covalentes de alta energia. 

1.3, Caracteristicas del Pirofosfato 

El pirofosfato es el compuesto quimico mas simple que contiene una unién fosfoanhidrido 

Oo O 

I | 

HO- P- OO - P- O° a pH 7.0 

Oo 0 

Esta union fosfoanhidrida es la forma quimica basica en la cual se transmite la energia en las 

células. Para entender el significado bioldgico del pirofosfato es necesario conocer algunos 

aspectos termodinamicos de su hidrolisis, particularmente en las condiciones de pH y fuerza



iénica semejantes a la de las células. Debido a Ja alta afinidad del grupo PPi por cationes 

divatentes y a las concentraciones relativamente altas de Mg” en el citoplasma, el pirofosfato 

probablemente se encuentra presente en las células formando un complejo 1:1 con el Mg” (Lahti, 

1983). 

La energia libre de la hidrdlisis (AG’) del pirofosfato es cercana a la del enlace gama del 

fosfato del ATP, sin embargo en presencia de Mg”, el AG” para el pirofosfato se vuelve menos 

negativo, debido a que el producto de su hidrélisis (2Pi) no forma complejo fuertemente con el 

Mg", a diferencia del ATP en donde el producto (ADP) si se une fuertemente al Mg” (Sillén y 

Martell, 1971). Flodgaard y Fleron (1974) obtuvieron valores muy precisos de AG” para la 

hidrolisis del PPi a pH 7.4 y 25 °C. En presencia de Mg”, el AG” = -4 Kcal mol pero en 

ausencia de Mg” el AG” = -5.7 Keal mol. De Meis (1984) reporté valores similares a los 

anteriores y encontré que la K observada y el AG’ de la hidrélisis del PPi varian 

considerablemente dependiendo del pH y la concentracion de cation divalente en el medio. 

Teniendo en cuenta sus propiedades termodinamicas, no hay razon para excluir al 

pirofosfato como una posible fuente de energia para las células. 

1.3.1. El Papel del Pirofosfato en el Metabolismo Celular 

En general se consideraba un dogma bioquimico que el PPi producido en muchas 

reacciones biosintéticas (sintesis de polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos, urea, lipidos) era un 

producto secundario que debia ser hidrolizado inmediatamente por la pirofosfatasa inorganica 

localizada en el citoplasma de las células, para hacer a estas reacciones biosintéticas 

energéticamente favorables (Kornberg, 1957). De tal forma que la energia del enlace anhidro del 

PPi no seria utilizada.



En 1962, se inicid un nuevo capitulo en la historia del papel del pirofosfato, con el 

hallazgo de Sui y Wood de la enzima carboxitransfosforilasa que utiliza PPi en la bacteria 

Propionibacterium shermanii y que cataliza la reaccion: 

Fosfoenolpiruvato + Pi + CO72 == Oxaloacetato + PPi 

Otro ejemplo de una enzima que utiliza PPi fue reportado en 1968 por tres laboratorios 

independientemente (Evans y Wood, 1968; Hatch y Slack, 1968; Reeves, 1968). Estos 

investigadores descubrieron la piruvato fosfato dicinasa, que cataliza la siguiente reaccion tanto, 

en microorganismos como en plantas: 

Fosfoenolpiruvato + AMP + PPi === Piruvato + ATP + Pi 

Posteriormente se han identificado mas reacciones enzimaticas en las que el PPi sustituye 

al ATP o que son dependientes de PPi. En la Tabla 1 se muestran estas reacciones, asi como los 

organismos en los que se han detectado, algunas de ellas son responsables de la fosforilacién de 

intermediarios esenciales de la glucolisis y gluconeogénesis (Baltscheffsky y Nyrén, 1984). Asi 

mismo se encontré, que la glucosa-6 fosfatasa del higado es capaz de llevar a cabo la sintesis de 

glucosa 6-fosfato en una reaccién dependiente de PPi (Lawson y Veech, 1979). También se 

descubrié que estas enzimas dependientes de PPi estan ampliamente distribuidas en plantas 

(Edwards et. al., 1985). En resumen, estos hallazgos muestran que el pirofosfato puede usarse 

como donador de energia para muchas reacciones y que en algunas otras puede ser utilizado, 

incluso, en lugar del ATP. 

Es posible que las reacciones quimicas que utilizan la energia del PPi estén mas extendidas 

de lo que se ha mencionado en la Tabla 1. Por otra parte, la idea de que la irreversibilidad de los 
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Tabla 1 

Reacciones en las que el PPi se Utiliza como Donador de Energia 

REACCION 

1 PPi+ oxaloacetato === P-enolpiruvato + Pi + CO2 

ATP + oxaloacetato === P-enolpiruvato + ADP + CO2 

2 PPi + AMP + P-enolpiruvato === piruvato + ATP + Pi 

ADP + P-enolpiruvato ==== piruvato + ATP 

3 PPi + fructosa-6-P === fructosa-1,6-diP + Pi 

ATP + fructosa-6-P === fructosa-1,6-diP + ADP 

4 PPi + acetato == acetilfosfato + Pi 

ATP + acetato === acetilfosfato + ADP 

5 PPi + serina ==—— fosfoserina + Pi 

  

6 ATP + Sulfato === APS + PPi 

acetato + PPi === acetilfosfato + Pi 

ADP + acetilfosfato == acetato + ATP 

7 ATP + acilato + CoA === AMP + PPi + acil-CoA 

8 glucosa + PPi —> glucosa 6-P + Pi 

(Continua en la siguiente pagina) 

ENZIMA 

Carboxitransfosforilasa 

P-enolpiruvato carboxicinasa 

Piruvato, fosfato dicinasa 

Piruvato cinasa 

PPi fosfofructocinasa 

ATP fosfofructocinasa 

PPi acetilcinasa 

ATP acetilcinasa 

PPi serina cinasa 

ATP - sulfurilasa 

acetato: PPi fosfotransferasa 

acetato cinasa 

Acetil-CoA sintetasa 

glucosa 6-fosfatasa 
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Continuacién de la Tabla 1 

Organismos en que se presenta 
la reaccion 

Propionibacterium shermanii 
Entamoeba histolytica 
Pseudomonas marina 

Alcaligenes 
Bacteroides fragilis 
Rhodospirillum rubrum 
Hojas de pifia 
Cafia de azicar 
Bacteroides symbiosus 

Acetobacter xylinum 

Desulfotomaculum 
Organismos que tienen como productos 

metabdlicos finales acetato, propionato 

y butirato 

Higado 
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procesos biosintéticos depende de que el PPi sea hidrolizado y por tanto de la presencia de una 

baja concentracion de PPi celular, no concuerda con la evidencia experimental. Esto result6 ser 

mas claro cuando se pudo cuantificar la cantidad de PPi en las células. 

La concentracién de PPi en diferentes células (entre ellas de microorganismos, de animales 

y de plantas) se encuentra entre 0.1 y 2 mM (Baltschefisky y Nyrén, 1984). Un caso sobresaliente 

es el de la arqueobacteria Methanobacterium thermoautotrophicum que contiene una 

concentracion de PPi que va de 2.5 a 40 mM en diferentes condiciones de cultivo (Keltjens et al., 

1988). Como se puede observar, la concentracién de PPi es comparable a la de otros 

intermediarios del metabolismo energético, tales como el ATP, 2 a 10 mM (Matthews et al., 

1982; Zweier y Jacobus, 1987). 

EI hecho mas sobresaliente en la historia del papel del PPi como donador de energia se 

establecid cuando H. Baltscheffsky y von Stedingk (1966) detectaron la sintesis del PPi 

dependiente de luz por una pirofosfatasa membranal en la bacteria fotosintética purpura no 

sulfurosa Rhodospirillum rubrum. La sintesis de PPi acoplada a la cadena respiratoria también se 

describid en mitocondrias de levadura, de animales y de plantas (Mansurova et al., 1975 b) y el 

acoplamiento a la cadena de transporte fotosintético fue encontrado en cloroplastos de plantas 

(Rubtsov et al., 1976). 

Otro descubrimiento importante en los ultimos afios fue la identificacion del transporte de 

PPi a través de la membrana interna mitocondrial en intercambio por ADP via el translocador de 

nucledtidos de adenina (Kramer, 1985), asi como la generacién de un potencial electroquimico a 

expensas de la energia liberada por la hidrdélisis de PPi, a través de las membranas de bacterias 
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fotosintéticas (Moyle et al., 1972), de la membrana interna de la mitocondria y de las membranas 

de plantas (Rea y Poole, 1985; Wang et al., 1986). 

Estas evidencias acumuladas muestran que el PPi no es solamente un producto secundario 

de las reacciones de pirofosfordlisis, sino que es un compuesto energético que juega un papel 

importante en los organismos. Por lo tanto, aquel dogma bioquimico es insostenible . 

1.3.2. Utilizaci6n del Pirofosfato 

Tomando en consideracién lo anterior, podemos decir que el pirofosfato producido por la 

célula puede seguir los siguientes caminos: 

a) Ser hidrolizado por la pirofosfatasa citoplasmica o soluble, donde la energia liberada de 

la hidrdlisis del enlace anhidro se pierde como calor. 

b) Ser hidrolizado por la pirofosfatasa de membrana translocadora de H* como la de la 

bacteria fotosintética R. rubrum. La energia del gradiente electroquimico producido al 

hidrolizarse el PPi por esta enzima puede ser utilizado para mantener varias reacciones 

dependientes de energia como son: la reversa de transporte de electrones (Baltscheffssky, 1967) , 

la transhidrogenacion (Keister y Yike, 1967a), la reduccion de NAD (Keister y Yike, 1967b) y la 

sintesis de ATP (Keister y Minton, 1971). 

c) Puede ser utilizado directamente como fuente de energia en reacciones metabdlicas o 

sustituir al ATP como donador de energia (Tabla 1). 

1.4. Las Pirofosfatasas 

La pirofosfatasa es una enzima que cataliza la hidrdlisis y la sintesis de pirofosfato, de acuerdo 

con la siguiente reaccion: 
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pirofosfatasa 

PRO ~&Pi + CPi 

Existen dos tipos de pirofosfatasa en la célula, una citoplasmica y otra membranal. La 

citoplasmica solo hidroliza PPi, mientras que la pirofosfatasa membranal sintetiza ¢ hidroliza PPi 

de una manera acoplada a la energia de la cadena de transporte de electrones. 

1.4.1. Pirofosfatasa Citoplasmica 

La pirofosfatasa citoplasmica es una enzima ubicua en la naturaleza. Esto se entiende 

claramente si se considera su importancia en el metabolismo celular, al desplazar el equilibrio de 

las reacciones biosintéticas en el sentido termodinamicamente favorable (Kornberg, 1957). El 

mecanismo de reaccién, las propiedades estructurales y las propiedades cinéticas de esta 

importante enzima han sido estudiadas principalmente en la pirofosfatasa de levadura 

(Cooperman, 1982) También se ha descrito su caracterizacion molecular, se ha secuenciado el 

gen y se ha determinado su localizacién cromosoma! (Kolakowski et al., 1988). En levadura, esta 

enzima es un homodimero con 285 aminoacidos y un peso molecular de 32,042 Da por 

subunidad. Cataliza la hidrdlisis de PPi, el intercambio Pi-HO y el intercambio Pi-PPi ; para llevar 

a cabo estas actividades requiere de Mg” para formar el sustrato Mg-Pi 0 Mg-PPi, ademas de 

unir dos atomos de Mg” a sitios reguladores de la enzima (Barry y Dunaway-Mariano, 1987). 

1.4.2. Pirofosfatasa Membranal 

Se pueden distinguir tres tipos de Pirofosfatasa de membrana : 

A) la del tipo de la bacteria Rhodospirillum rubrum 

B) la de mitocondria 

C) la de vacuola 
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Todas ellas tienen como caracteristica comin ser enzimas transductoras de energia; es decir, 

para llevar a cabo su funcion se encuentran acopladas al gradiente electroquimico de H" generado 

por la cadena transportadora de electrones, de una manera semejante a la H'-ATP sintetasa. 

A continuacion se describiran las principales caracteristicas de cada una de ellas. 

A) Pirofosfatasa Membranal de Rhodospirillum rubrum . 

La primera pirofosfatasa de membrana que se reportd fue la de la bacteria fotosintética 

R. rubrum (Baltscheffsky y von Stedingk, 1966). Sin embargo, ahora se tiene conocimiento de 

que también esta presente en la membrana de otras bacterias fotosintéticas como 

Rhodopseudomonas palustris, Rhodopseudomonas viridis y Chromatium vinosum. 

La enzima de &. rubrum es la pirofosfatasa, de tipo membranal, mas extensamente estudiada 

en cuanto a su funcidn. Esta enzima puede llevar a cabo las siguientes reacciones parciales: a) 

Sintesis de PPi, b) Hidrdlisis de PPi, c) Intercambio Pi-PPi y d) Recambio Pi-H20, las cuales han 

permitido conocer mas acerca del mecanismo de reaccion de la enzima. 

a) Sintesis de Pirofosfato 

En los cromatoforos (vesiculas de membrana con polaridad invertida respecto al organismo) 

de la bacteria R. rubrum , se lleva a cabo la formacion de PPi. Esta sintesis se efectta utilizando la 

energia del gradiente electroquimico de H* generado por el transporte de electrones fotosintético 

(Baltscheffsky y von Stedingk, 1966) (Fig. 3). La reaccion tiene un pH 6éptimo de 7.5 y requiere 

iones Mg”" (Guillory y Fisher, 1972). La sintesis de PPi es inhibida por antimicina (inhibidor del 

transporte de electrones) y desacoplantes (disipadores del gradiente electroquimico), pero no por 

oligomicina (inhibidor de la ATPasa), que por el contrario, la estimula (Baltscheffsky y von 

Stedingk, 1966). 
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Fig. 3 Esquema de la Transduccién Energética en la Bacteria Fotesintética Rhodospirillum 
rubrum. Se muestra a la pirofosfatasa (PPiasa), al Centro de Reaccion Fotoquimico (CR), a la 
cadena de transporte de electrones y a la ATPasa en la membrana del cromatoforo. QH): 

ubiquinol, bs¢0: citocromo bs«0, bs¢6: citocromo bsg , Fe-S: proteina hierro-azufre de Rieske, ¢1: 
citocromo ¢}, C2: citocromo Cz, F;: parte hidrofilica de la ATPasa (catalitica), Fo: parte hidrofobica 

de la ATPasa (canal de H’). 
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Guillory y Fisher (1972) encontraron que el patrén de saturacién de luz para la sintesis del 

PPi es diferente al de la formacion de ATP por la ATP sintetasa, que coexiste con la pirofosfatasa 

en la membrana de los cromatéforos. Estos autores demostraron ademas que la formacién de PPi 

se satura a menor intensidad luminosa que la requerida para la sintesis de ATP. Hay que tener en 

cuenta que R. rubrum crece en condiciones naturales a bajas intensidades luminosas, lo que puede 

sugerir que esta via alterna, que sintetiza PPi, tenga un significado fisioldgico importante. 

Recientemente se ha descrito un método para cuantificar la cantidad de PPi sintetizado, que 

utiliza enzimas acopladas (Nyrén y Lundin, 1985). Utilizando éste método se ha encontrado que 

se puede inducir la sintesis de PPi por gradientes artificiales de pH o eléctricos (Strid et al., 1987). 

A diferencia de lo que sucede con la sintesis de ATP inducida por este tipo de gradientes, la 

sintesis de PPi no necesita un umbral de potencial de membrana para Ilevarse a cabo; esto sugiere 

que requiere una fuerza protonmotriz menor que la necesaria para la sintesis de ATP, reflejando 

un menor AG® de la reaccién, o bien, que la pirofosfatasa requiere un menor numero de H’ que la 

H'-ATP sintetasa (Strid et al., 1987). Otra posibilidad para explicar este dato seria que, a 

diferencia de la H’-ATP sintetasa la pirofosfatasa carece de un inhibidor natural (Schwerzmann y 

Pedersen, 1986) 

Estudios comparativos de la H’-ATP sintetasa con la pirofosfatasa (Nyrén et al., 1986), 

reportan que a bajas intensidades de luz (10 Wim’), la velocidad de sintesis de PPi es el doble que 

la del ATP y que ambas actividades compiten por el gradiente de H’ 

La sintesis de PPi y la de ATP utilizan aparentemente el mismo sitio de acoplamiento en la 

cadena de transporte de electrones, ya que en la oscuridad se puede inducir un flujo reverso de 
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electrones por la hidrdlisis de cualquiera de los dos compuestos. El resultado de esta reaccién es 

una reduccién de citocromo b y la oxidacién de citocromo ¢2 (Baltscheffsky, 1968). 

b) Hidrélisis de PPi 

Esta reaccién se lleva a cabo fundamentalmente en condiciones de oscuridad y la enzima 

requiere iones Mg" no sdlo para formar el complejo Mg-PPi, que es el sustrato de la enzima, sino 

también como activador (Randahl, 1979; Celis et al., 1985). La actividad hidrolitica esta 

parcialmente reprimida en la luz, atin en condiciones en las que no hay sintesis de PPi (Nishikawa 

et al., 1973). Es inhibida por Pi, NaF, por los andlogos de PPi: IDP y MDP, asi como por butanol, 

en R. rubrum la actividad de hidrélisis de la pirofosfatasa es considerablemente més alta que la de 

la H'-ATP sintetasa y sdlo se igualan cuando ambas actividades se estimulan por desacoplantes 

(Baltscheffsky, 1969b). El pH dptimo para la reaccién de hidrdlisis es de 6.5 (Celis y Romero, 

1987). 

La pirofosfatasa transloca H’ a través de la membrana en una reaccién acoplada a la hidrdlisis de 

PPi, dejando el interior del cromatOforo cargado positivamente con respecto al exterior, de manera 

semejante a como lo hace la H*-ATP sintetasa. La estequiometria H’'/PPi reportada para la hidrdlisis de 

PPi es de 2 (Sosa y Celis, 1995). 

Asociadas a la hidrélisis de PPi y a Ja correspondiente formacién de gradiente de H’, se han 

descrito varias reacciones dependientes de energia que incluyen: la transhidrogenacién (Keister y Yike, 

1967a), la reduccién de los citocromos b y c (Baltscheffsky, 1967), la reduccién de NAD* ligada a 

succinato (Keister y Yike, 1967b), el bombeo de H” (Moyle et al, 1972), y la formacién de ATP 

dirigida por PPi (Keister y Minton, 1971) (Fig. 4). Estos datos indican que la pirofosfatasa media la 
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transduccion de energia entre la sintesis (o la hidrélisis) de PPi y otras reacciones que generan (o que 

consumen) energia en la membrana. 

¢) Intercambio Pi-PPi 

Keister y Minton (1971), encontraron que los cromatéforos de R. rubrum catalizan el intercambio 

Pi-PPi en la oscuridad. La reaccién es inhibida por desacoplantes de la fosforilacion tales como CCCP, 

el antibiotico $-13, el MDP y el NaF; teniendo un pH optimo de 8.0. Se estimula por oligomicina y se 

inhibe por adicién de ADP. El intercambio requiere iones Mg” para formar el complejo Mg-Pi, que es 

el sustrato verdadero para la reaccién, y también Mg” libre para obtener la maxima actividad. Se 

requiere aproximadamente de un 75% de PPi hidrolizado para alcanzar el recambio maximo. (Celis et 

al , 1985). 

Celis y Romero (1987), encontraron que otros cationes divalentes como el Mn" y el Co™ pueden 

mantener la reaccién de intercambio sustituyendo al Mg”’, pero con una eficiencia del 50% Por otro 

lado, cationes libres como el Zn" yel Fe** ejercen un efecto inhibitorio sobre la reacciOn. 

d) Intercambio Pi-H,O 

Los cromatoforos de R. rubrum catalizan un rapido recambio del oxigeno del pirofosfato por el 

oxigeno del agua. Esta reaccién es inhibida por inhibidores de la pirofosfatasa de membrana como el 

NaF y el MDP (Harvey y Keister 1981). Se requiere de MgCh en una relacion Mg”*"/Pi de 0.8 para 

alcanzar las velocidades Optimas. 

Harvey y Keister (1981), utilizando inhibidores especificos, encontraron que esta actividad de 

intercambio se debe exclusivamente a la PPiasa membranal, a pesar de que la ATP sintetasa tiene el 

potencial suficiente para Ilevarla a cabo. 
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EI desacoplante CCCP no presenta un gran efecto sobre la reaccién, por lo que podria sugerirse 

que el intercambio Pi-H2O no depende de un gradiente de protones. Esto podria estar apoyado por el 

hecho de que la luz no estimula el recambio 

Regulacién de la enzima membranal por cationes divalentes 

Como todas las pirofosfatasas , citoplasmicas y membranales , la pirofosfatasa de membrana de 

R. rubrum requiere Mg” para que se formen sus sustratos, Mg-PPi para la hidrélisis o Mg-Pi para la 

sintesis (Lahti, 1983). Sin embargo, parece que el Mg” libre ejerce también un papel regulatorio sobre 

las propiedades cataliticas de la enzima. 

Randahl (1979) reporté que el Mg”* libre puede actuar como activador en la hidrélisis de PPi y 

que este catién puede unirse a la pirofosfatasa y protegerla contra la inhibicion causada por agentes 

como NEM y Nbf-Cl. 

Otros cationes divalentes libres también pueden inducir cambios en las propiedades cinéticas de la 

enzima . Por ejemplo el Zn”’ puede formar el complejo Zn-PPi (tan buen sustrato como el Mg-PPi) y 

cuando esta en forma libre inhibe la hidrdlisis y el intercambio Pi-PPi (Celis y Romero, 1987, Romero y 

Celis 1995). 

Ordaz et al. (1992), indican que la presencia de Mg”* y Zn’", no sdlo protegen a la enzima de su 

desnaturalizacion a 70 °C sino que ademas la activa. Al ser solubilizada la enzima se sigue observando 

este efecto protector hasta temperaturas de 65°C. Los datos anteriores sugieren la existencia de un sitio 

regulador en la enzima para estos cationes divalentes. 

Mediante estudios cinéticos se ha encontrado (Sosa et al., 1992) que el Mg”" libre es un activador 

esencial y ordenado de la actividad hidrolitica de la pirofosfatasa de membrana, donde primero debe 

entrar el Mg” a la enzima para después incorporarse el sustrato Mg-PPi” y asi poder hidrolizarse: 
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Mg” + E> E-Mg + Mg-PPi” — Mg-PPi-E-Mg —> Hidrélisis 

Mediante estudios de modificaciones quimicas se ha determinado que el sitio para Mg” libre esta 

dentro o muy cercano al sitio activo (Romero y Celis, 1992) . 

Canal de H" de la Pirofosfatasa Membranal 

EI hecho de que la pirofosfatasa transporte H’ acoplada al gradiente electroquimico de H’, indica 

que contiene un canal de H’. Las caracteristicas de este canal han sido muy poco estudiadas y no se 

sabe practicamente nada acerca del camino de los H’. 

Ei DCCD inhibe a la pirofosfatasa (Nyrén et al, 1991; Baltscheffsky et al, 1992) y en analogia con 

su efecto en la ATP sintetasa (Sebald y Wachter, 1978), su sitio de inhibicion debe ser algun carboxilo 

de su region hidrofébica bombeadora de H’. 

Es de esperar, que el canal de H" de la pirofosfatasa sea semejante al de la ATP sintetasa, cuando 

menos funcionalmente. 

Solubilizacion y Purificacion de la Pirofosfatasa Membranal 

Al ser la pirofosfatasa una enzima integral de membrana, su purificacion ha sido dificil. Rao y 

Keister en 1978 lograron solubilizarla por primera vez empleando el detergente colato en presencia de 

Mg"". 

Posteriormente (Nyrén et al., 1984), describieron otro método de solubilizacién en el que 

utilizaron el detergente Triton X-100, etilenglicol y altas concentraciones de Mg’, obteniéndose un 

mayor grado de pureza mediante cromatografia en hidroxiapatita; sin embargo, la enzima obtenida no 

era sensible a DCCD, en contraste con su actividad en la membrana del cromatoforo 

Finalmente en 1991, Nyrén et al., publicaron un nuevo método de purificacién. Este método 

consistia en solubilizar a la enzima con una mezcla de MEGA-9 y colato, precipitar con polietilenglicol, 
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una cromatografia de hidroxiapatita y una cromatografia de afinidad. Su grado de purificacién fue de 

92 veces y la actividad especifica de 20.4 moles de Pi min’ mg” de proteina. La actividad hidrolitica 

de esta enzima es sensible a DCCD (90% de inhibicién con 50 1M). Se estimula por fosfolipidos y 

Triton X-100, siendo la cardiolipina el lipido que brinda la mayor activacion (9 veces). Al reconstituir 

esta enzima en liposomas, se obtiene una actividad hidrolitica estimulada por desacoplantes y sensible a 

DCCD. La enzima purificada corre en geles de poliacrilamida con SDS y tefiidos con plata como una 

sola banda con un peso molecular aparente de 56 000 Da aunque este peso puede estar siendo 

subestimado si se considera que las proteinas hidrofébicas pegan mucho SDS. La estructura 

oligomérica aun esta en discusion. 

La actividad fisiologica y catalitica de la pirofosfatasa membranal parece ser equivalente a la de un 

factor de acoplamiento convencional;.por tanto, la resolucion estructural, molecular y bioquimica de 

esta peculiar enzima es de gran interés, 

B) Pirofosfatasa de Membrana Mitocondrial 

Se ha descrito la sintesis de PPi acoplada a la cadena respiratoria de mitocondrias de levaduras 

(Mansurova et al., 1975a), de animales (Mansurova et al., 1975b), y de plantas (Kowalczyk y 

Maslowski, 1984). Cabe comentar aqui, que también se ha reportado la sintesis de PPi acoplada a la 

cadena de transporte de electrones fotosintética de los cloroplastos de plantas (Rubtsov et al., 1976). 

Acorde con esta sintesis de PPi en mitocondrias, se ha descubierto transporte de PPi a través de la 

membrana interna mitocondrial en intercambio con ADP via el translocador de nucledtidos de adenina 

(Kramer, 1985). 

La pirofosfatasa de mitocondria ha sido estudiada principalmente por Baykov, Avaeva y 

Mansurova de la Universidad Estatal de Moscu. El éxito en el estudio de las pirofosfatasas 
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mitocondriales ha radicado en la implementacién de técnicas para su separacin y purificacién. Existen 

dos formas de pirofosfatasas presentes en la mitocondria: la de membrana, que no esté muy 

fuertemente unida (mirando hacia fa matriz en la membrana interna) y la soluble, localizada en la 

matriz. 

La pirofosfatasa de membrana mitocondrial esta unida a la membrana de manera més laxa, que la 

ATP sintetasa. A los dos minutos de sonicacién ya no se encuentra sintesis de PPi en particulas 

submitocondriales, pero si, sintesis de ATP. Asimismo, cuando se !avan las particulas con sacarosa 

0 25 M, Ia actividad de hidrdlisis y la de sintesis de PPi decrecen considerablemente, lo que indica que 

esta enzima esta laxamente unida a la membrana (Mansurova et al., 1977). 

En las mitocondrias de corazén de res (Mansurova et al. 1977), se ha encontrado que las 

pirofosfatasas tienen los siguientes pesos moleculares: la pirofosfatasa I, soluble y que corresponde al 

32% del total de la actividad pirofosfatasa, pesa 60 kDa con dos subunidades « (28 kDa) y 8 (30 

kDa), y con una estructura asignada de a8. La pirofosfatasa II, con una masa molecular de 185 kDa, se 

ha podido resolver en 4 tipos de subunidades o (28 kDa), 8 (30 kDa), y (40 kDa) y 5 (60 kDa). La 

estructura probable es aBy25. Las subunidades a y 8 son idénticas para ambas enzimas, lo cual se ha 

determinado por su estructura primaria (Volk y et al., 1983). 

La pirofosfatasa I y Il de corazon de res tienen en comun las subunidades cataliticas «8. Estas 

enzimas tienen las siguientes semejanzas: a) ambas utilizan al complejo Mg-PPi como sustrato para la 

hidrdlisis, b) necesitan ademas 2 iones Mg” por sitio activo para la catélisis, c) los parametros cinéticos 

que describen el pegado del Mg-PPi y Mg” a ambas enzimas son muy semejantes, d) tienen idénticos 

puntos isoeléctricos y un pH optimo de entre 7-9, e) las dos enzimas son inhibidas por NaF y Ca”’ y f) 

se inactivan rapidamente en ausencia de reactivos protectores de grupos sulfhidrilo (Volk et al., 1982). 
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Sin embargo, existen diferencias en cuanto al peso molecular y al contenido de lipidos (la 

pirofosfatasa II contiene fosfatidilcolina). En experimentos de reconstitucién utilizando particulas 

submitocondriales sin pirofosfatasa, sdlo la forma II reconstituye la sintesis de PPi y el acoplamiento a 

la cadena respiratoria; mientras que la I no lo hace (Mansurova et al., 1977). Aparentemente, la 

pirofosfatasa II tiene un componente adicional que facilita su incorporacién a la membrana, cuya 

naturaleza podrian ser los fosfolipidos asociados 0 bien, las subunidades y y 5. 

A este respecto, Shakhov et al. (1981) al estudiar el efecto de los lipidos sobre las pirofosfatasas de 

corazon de res, encontraron que la forma I aumenta su actividad y estabilidad térmica en presencia de 

fosfolipidos (con fosfatidilcolina se obtiene 1a maxima activacion) y que la preincubacion de la enzima 

con fosfolipidos convierte la forma I en la I (determinado electroforéticamente), capaz de incorporarse 

a particulas submitocondriales y sintetizar PPi. 

Todos estos datos parecen sugerir que estas dos proteinas son la misma y existen in vivo como 

formas interconvertibles 

Finalmente, la pirofosfatasa membranal de mitocondria de corazén de res es estructuralmente la 

. . : : +, 
mas compleja que se conoce y parece estar involucrada en la respuesta mediada por Ca” a ciertas 

hormonas (Mansurova, 1989). 

En las mitocondrias de higado de rata (Volk y Baykov, 1984) existen también estas dos enzimas; 

sin embargo, la extraccién con colato produce una pirofosfatasa soluble I de matriz y dos formas 

membranales con masas moleculares de 120 kDa (II) y 210 kDa (II). La pirofosfatasa I, que 

comprende las subunidades a' (28 kDa) y 8' (35 kDa) tiene una posible estructura a'26'2. Se sugiere 

que la forma II sea parte de la pirofosfatasa III que tiene una estructura mas compleja. 

26



Se ha encontrado también que la pirofosfatasa de membrana mitocondrial de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae comparte muchas de las caracteristicas de la pirofosfatasa membranal 

de mitocondrias animales (Lundin et al., 1992). Se ha clonado el gen que codifica para la pirofosfatasa 

mitocondrial en la levadura S. cerevisiae utilizando hibridizacion en condiciones de baja astringencia 

con el gen PPAI de la pirofosfatasa citoplasmica de levadura (Lundin et al., 1991). Este nuevo gen, 

PPAZ, esta localizado en el cromosoma 13 y codifica para una proteina con una secuencia similar en un 

49% ala enzima citoplasmica. 

A diferencia de la enzima citoplasmica, la pirofosfatasa mitocondrial de levaduras tiene una 

secuencia lider rica en residuos basicos e hidroxilados, tipica de proteinas mitocondriales. Por otro 

lado, en levaduras que sobreproducen el gen PPA2 se obtiene un incremento en la actividad de 

pirofosfatasa de 47 veces. Esta actividad se estimula por desacoplantes. Las células con el gen PPA2 

eliminado son viables, aunque no pueden crecer con fuentes de carbono respiratorias, ademas, estas 

células pierden su DNA mitocondrial (Lundin et al., 1992). 

©) Pirofosfatasa de Membrana Vacuolar. 

Se ha descrito una pirofosfatasa translocadora de H’ en las membranas vacuolares o tonoplastos 

de plantas (Walker y Leigh, 1981; Wagner y Mulready, 1983; Rea y Poole, 1985, Wang et al., 1986), 

aunque también se ha encontrado en vacuolas de levaduras. 

Esta pirofosfatasa es una proteina intrinseca de membrana que cataliza simultaneamente la 

hidrélisis de PPi y la translocacién electrogénica de H al interior de las vacuolas. Hasta la fecha no se 

ha demostrado que sintetice PPi Su actividad es independiente de la ATP sintetasa translocadora de 

H’, que también se localiza en estas membranas. 

27



EI potencial de membrana (con el interior positive) que se genera a través del tonoplasto, ya sea 

por esta pirofosfatasa o por la H'-ATPasa, controla el transporte secundario de iones y regula el pH 

vacuolar. 

Esta pirofosfatasa es especifica para el complejo Mg-PPi como sustrato, requiere de Mg” libre 

como cofactor esencial para expresar su actividad y mantener su estructura (en presencia de Ms”, la 

enzima es termoestable y se protege contra la protedlisis). Estos datos sugieren un sitio para Mg” libre 

que atin no ha sido determinado, ni el numero de cationes necesarios para expresar la actividad optima 

(Maeshima, 1991). Se ha reportado que depende de K para estimular la hidrdlisis de Mg-PPi y que se 

inhibe por fluoruro y MDP como las demas pirofosfatasas (Walker y Leight, 1981). El nitrato, que es 

un inhibidor especifico de la ATPasa de vacuola, no tiene ningun efecto sobre esta pirofosfatasa. La 

enzima es insensible a oligomicina, molibdato y vanadato 

Bajo ciertas condiciones se ha encontrado que el pH generado por la pirofosfatasa es de magnitud 

semejante al producido por la ATPasa en vesiculas de tonoplastos de raiz de avena (Wang et al., 

1986). Dupaix et al. (1989), han logrado utilizar el gradiente de H’ producido por fa pirofosfatasa para 

sintetizar ATP a través de la ATPasa en tonoplastos de Catharanthus roseus . 

La pirofosfatasa del tonoplasto de varias especies ha sido purificada (Maslowski y Maslowska, 

1987; Sarafian y Poole, 1989; Maeshima y Yoshida, 1989) y en geles de poliacrilamida-SDS se 

muestra como un solo polipéptido con un peso molecular aparente de entre 64 y 73 kDa. La enzima 

corresponde a un constituyente que va del 1% (Britten et al., 1989) al 10% (Maeshima y Yoshida, 

1989) de la proteina total de la membrana de la vacuola. 

La enzima pura es estimulada por fosfolipidos y se inhibe por DCCD, el polipéptido pega 

[“C]DCCD La secuencia amino terminal (30 aminoacidos) de la pirofosfatasa vacuolar de frijol 
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mungo ha sido determinada. De esta seccién, 25 aminoacidos son no polares, indicando que este 

extremo pueda ser parte de un dominio membranal de la proteina involucrado con el bombeo de H’. 

Esto se apoya en el hecho de que este fragmento no muestra semejanza con la pirofosfatasa 

citoplasmica de levadura (Maeshima y Yoshida, 1989). 

Sarafian et al. (1992), clonaron y secuenciaron el cDNA que codifica para la pirofosfatasa de 

membrana vacuolar de Arabidopsis thaliana. La proteina traducida a partir de la secuencia de 

nucledtidos esta constituida por 770 aminoacidos y tiene un peso molecular de 80,800 Da. Es una 

proteina integral altamente hidrofébica, con un perfil hidropatico que predice 3  cruces 

transmembranales. Aparentemente, el gen que codifica para esta proteina esta presente en una sola 

copia en el genoma de Arabidopsis. No se han encontrado semejanzas entre la secuencia de la 

pirofosfatasa de vacuola, translocadora de H’ y alguna de las bombas de H" o enzimas dependientes de 

PPi, lo que sugiere un origen evolutivo diferente para esta translocasa. 

Acerca del tamafio molecular nativo y funcional de la pirofosfatasa vacuolar, Sato et al., 1991, 

reportaron una masa molecular de entre 135-139 kDa.. Para realizar esta determinaci6n utilizaron tanto 

filtracion en HPLC de la enzima pura de vacuola de calabaza, como inactivacion por radiacion de la 

enzima en la membrana vacuolar. Dicho peso molecular sugiere que esta pirofosfatasa pudiera estar 

funcionando como un dimero, donde ef monomero es de 75 kDa. Estos datos concuerdan con los de 

Maeshima (1990), que al entrecruzar a la pirofosfatasa vacuolar con dimetil suberimidato producia un 

complejo correspondiente a un dimero cuyo mondmero es de 73 kDa. Sin embargo, estos datos estan 

en desacuerdo con Sarafian et al. (1992) que reportan en betabel, utilizando también anilisis de 

inactivaciOn por radiacion, un tamafio funcional para la proteina de 82 kDa, lo que sugiere un 
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monémero como minima unidad funcional y un tamafio para el transporte de H’ de 3 6 4 veces mas 

grande . 

Semejanzas estructurales entre los diferentes tipos de pirofosfatasas membranales. 

Maeshima (1991), demostré que anticuerpos fabricados contra la pirofosfatasa vacuolar de frijol 

mungo no reaccionan ni con !a pirofosfatasa de mitocondrias de higado ni con la citoplasmica de 

levadura. Sin embargo, Nore et al., 1991, encontraron que estos mismos anticuerpos reaccionan con la 

pirofosfatasa de membrana de R. rubrum y no con la pirofosfatasa citoplasmica del mismo organismo. 

Esto indica, que aunque originadas de diferentes especies, estas dos enzimas de membrana son 

semejantes topologica y estructuralmente . 

1.5. El Pirofosfato y la Pirofosfatasa de Membrana en la Evolucién de los Mecanismos 

Transductores de Energia 

Desde hace tiempo, varios autores consideran que el PPi podria ser el compuesto donador de 

energia mas antiguo tanto para los sistemas prebidticos como para las primeras formas de vida (Milier 

y Parris, 1964; Lipmann, 1965). La simplicidad de su estructura comparada con la del ATP, asi como 

su posible presencia en los minerales de la tierra primitiva, permiten suponer que el PPi fue importante 

en las transformaciones bioenergéticas primigenias. Esta suposicion debe considerarse ahora seriamente 

a la luz de la evidencia experimental actual, donde encontramos sintesis de PPi y utilizacion del PPi 

como fuente de energia en diferentes sistemas vivos. 

Por otra parte, también se ha planteado el posible papel de la_pirofosfatasa de membrana en la 

evolucion del mecanismo de acoplamiento de la éxido-reduccién y la fosforilacion. A este respecto, el 

grupo de Baltscheffsky (1982), ha propuesto que originalmente el sistema de transporte de electrones y 

el sistema de la pirofosfatasa de membrana eran fuentes de energia separadas (Fig. Sa). Posteriormente, 
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Fig. 5 Posible Mecanismo Evolutivo del Acoplamiento de Energia en Membranas 
Transductoras. a) Situacion hipotética en la que solo la Pirofosfatasa existia. b) Situacion 
intermedia en la que coexisten la Pirofosfatasa y la H’ ATPasa en la membrana. c) Situacion en la 

que sdlo subsiste la H’ ATPasa. (Tomada de Baltscheffsky y col., 1982). 
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gracias al funcionamiento en reversa de la fosfatasa, se did un acoplamiento entre las dos entidades que 

fancionaban auténomamente, lo que condujo al primer almacén de energia con la configuracién del 

PPi, Esta hipotesis postula que el primer transporte de H' a través de la membrana estuvo 

representado por la pirofosfatasa que contenia un canal especifico para el paso de H’. Durante la 

evolucién, surgié la H’-ATP sintetasa, esto cred una situacién en la que coexistieron las dos enzimas 

(Fig. 5b) (como es el caso de R. rubrum actualmente) pero con el tiempo, se perdid la pirofosfatasa 

(Fig. Sc) (tal es el caso de otros sistemas actuales, como Rhodobacter capsulata que solo tiene H’- 

ATP sintetasa). Esta hipotesis parece ldgica; sin embargo, se necesita un estudio mas profundo de estas 

dos enzimas para probarla y poder asi ubicar evolutivamente a la pirofosfatasa de membrana. 

Una pregunta de gran significado, tanto en el sentido evolutivo como en el mecanistico, es si la 

traslocacién de H’ de la pirofosfatasa utiliza el mismo canal de H” en la membrana del cromatéforo o 

uno mas o menos similar al que usa la ATPasa. 

La importancia energética del PPi en el metabolismo celular ha emergido como una alternativa a la 

del ATP. Es cada vez mayor el numero de experimentos que involucran diversos aspectos del PPi en 

la bioenergética. Asi pues, la simplicidad relativa del PPi y de las pirofosfatasas nos ofrecen una 

oportunidad experimental y conceptual para facilitar nuestro camino hacia un mejor y mas completo 

entendimiento de cdmo las células utilizan y transforman la energia. 

1.6. Antecedentes Directos 

1.6.1, Inhibidores de la Pirofosfatasa 

La pirofosfatasa de membrana se inhibe por los siguientes compuestos: NaF, inhibidor clasico 

de la pirofosfatasa citoplasmica y membranal y analogos del sustrato como son MDP e IDP, estos 

inhibidores actian a nivel del sitio activo de la enzima. También se han utilizado DCCD y 
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dietilestilbestrol como inhibidores de la regién hidrofébica de la enzima. El] DCCD inhibe a la 

pirofosfatasa membranal a nivel de canal de H’ y es también el inhibidor clasico de la region hidrofobica 

de la FoF, ATPasa (Sebald y Wachter, 1978). Este compuesto inhibe a la enzima purificada (Nyrén y 

Strid, 1991) y a la pirofosfatasa membranal de cromatdforos (Baltschefisky, et al., 1982). Sin embargo, 

el DCCD tiene una amplia reactividad con otras proteinas (Azzi y Nalecz, 1984) lo que en ciertos 

ensayos hace probiematico su empleo. 

El dietilestilbestrol interactia con los dominios hidrofébicos de la pirofosfatasa membranal (Strid, 

et al., 1987 y1989) y parece que también con los de proteinas solubles haciendo su efecto inespecifico. 

Resulta pues deseable encontrar otro inhibidor del dominio hidrofébico de la pirofosfatasa 

membranal, que brinde informacion sobre esta region de la enzima. 

1.6.2. Efectos del Inhibidor Trifenilestaiio 

Los compuestos organicos de estafio han sido reconocidos y usados como fungicidas, bactericidas 

y acaricidas (Saxena, 1987). Parece que muchas de las manifestaciones de intoxicacion por estos 

compuestos, que tienen tres atomos de carbono enlazados al estafio, se deben a la inhibicion de algunas 

enzimas, especialmente aquellas que sintetizan y/o utilizan ATP y a la alteracion de las membranas 

celulares (Wulf y Byington, 1975). 

La accion principal de estos compuestos en sistemas bioldgicos es inhibir la fosforilacién oxidativa 

y la translocacién de H’ de las ATPasas (Aldrige et al., 1981; Saxena, 1987; Cain et al.,1977: 

Lorenson y Jacobs, 1984; Emanual et al., 1984), alterando el funcionamiento mitocondrial. 

La inhibicion de la fosforilacion oxidativa por compuestos organicos de estafio se lleva a cabo por 

dos vias’ inhibiendo la sintesis de ATP y promoviendo una reaccion de intercambio anién-OH a través 

de la membrana mitocondrial intema (Stockdale et al., 1970). La primera forma de accién involucra 

33



probablemente una accién parecida a la de la oligomicina, o sea, la union directa a un componente de la 

ATPasa (Cain et al.,.1977; Emanual, et al., 1984). El segundo mecanismo puede involucrar la difusion 

de estos compuestos hidrofobicos en la bicapa de fosfolipidos de la membrana transductora de energia, 

causando un intercambio anién-OH (convirtiendo un gradiente de pH transmembranal a un potencial 

transmembranal), Esto produce un movimiento de cationes o aniones dirigidos por este gradiente de 

potencial y consecuentemente una disminucién de la fuerza protonmotriz (Stockdale et al., 1970; 

Selwyn et al., 1970; Brierley et al., 1978). 

Gould (1976) demostrd que, a bajas concentraciones de trifenilestafio, se inhibe la formacion de 

ATP y el transporte de electrones acoplado en cloroplastos de espinaca, también se ve inhibida la 

actividad de la ATPasa dependiente de Mg” y el intercambio ATP-Pi. Observé también que 

cloroplastos a los cuales se les habia quitado el sector F, no eran capaces de acumular H en la luz, sin 

embargo la adicion de trifenilestafio permitia recuperar esta capacidad, indicando que el sitio de accion 

del compuesto era el canal de H’ de la ATPasa (Fo) interfiriendo con el transporte de H' através de las 

membrana. De hecho la actividad ATPasa del factor de acoplamiento (F;) aislado es insensible al 

trifenilestafio. 

Estudios realizados por Lerma y Gomez Lojero (1982), sobre los efectos de inhibicién del 

trifenilestafio sobre la fotofosforilacién de la Spirulina maxima indicaron que este compuesto puede 

bloquear el canal de H’ de la ATPasa en una via similar como fa que ocurre en los cloroplastos. 

Los compuestos organicos de estafio inhiben la sintesis e hidrolisis del ATP y el intercambio ATP- 

Pj en particulas submitocondriales, pero no inhiben la actividad hidrolitica de el sector F; de la ATPasa 

aislada. El sitio de unién del trifenilestafio en el sector Fo y la naturaleza del grupo modificado por el 

compuesto de estafio no se conocen (Yagi y Hatefi, 1984). 
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Se ha postulado que el mecanismo de inhibicién de la ATPasa de particulas submitocondriales de 

corazon de bovino, por compuestos crganicos de estafio y venturicidina, difiere de aquellos con DCCD 

y oligomicina (Matsuno-Yagi y Hatefi, 1993 a,b). Estos ultimos reactivos bloquean la translocacion de 

H’ a través de Fp y la transferencia de energia entre F; y Fo inhibiendo la hidrdlisis de ATP unisitio y 

multisitio en particulas submitocondriales. Sin embargo, la venturicidina y los compuestos organicos de 

estafio inhiben solamente la hidrdlisis de ATP multisitio, y en concentraciones comparables, tienen 

poco efecto sobre !a hidrolisis de ATP unisitio 

Los compuestos de azufre son capaces de proteger a la ATPasa mitocondrial de la inhibicién por 

trifenilestafio (Byington, 1971), estos compuestos también protegen las células rojas de mamiferos de 

la hemdlisis inducida por compuestos organicos de estafio (Byington et al., 1974). 

EI trifenilestafio, por sus caracteristicas,es un inhibidor potencial de la pirofosfatasa de membrana, 

por tanto consideramos conveniente probarlo en los cromatdoforos de R. rubrum. 

OBJETIVO 

E! estudio del mecanismo de accion de las enzimas puede lograrse mediante una multitud de 

métodos experimentales, uno de los que ha brindado gran informacién es el uso de inhibidores 

especificos de las enzimas para entender la forma en que funcionan, es por esta razon que en este 

trabajo el Objetivo es: 

Estudiar el efecto del trifenilestafio sobre la pirofosfatasa membranal de R. rubrum con el objeto de 

encontrar un inhibidor mas especifico para la enzima que brinde informacién adicional del 

funcionamiento de la enzima. 
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Caracterizar la inhibicién por trifenilestafio en la pirofosfatasa de membrana de R. rubrum. 

Analizar si la inhibicién por trifenilestafio es a nivel del sitio activo o a nivel del canal de H’ de la 

enzima. 

Comparar el efecto inhibidor del trifenilestafio con el del DCCD sobre la pirofosfatasa membranal 

y la pirofosfatasa de membrana solubilizada de R. rubrum. 
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II MATERIALES Y METODOS 

2.1. Cultivo de Bacterias 

En todos los experimentos se utilizé la cepa silvestre (ATCC 11170) de la bacteria 

fotosintética Rhodospirillum rubrum. 

2.1.1. Medios de Cultivo 

Para el crecimiento de esta bacteria se prepararon dos clases de medio de cultivo: A) 

sdlido y B) liquido. 

A) Medio sdlido: 

Extracto de levadura o de carne (Bioxon de México)-----------~ 3% 

Peptona de Gelatina (Bioxon de México)-------------------+r-22-" 2% 

Agar bacteriolégico (Bioxon de México)-------------------------- 2% 

Biotina-------------+-------------22 enon nnn noone enn en nn nce 0.01 g/ml 

EI medio se esteriliza en la autoclave por 15 min a 120°C y 15 atmdsferas de presién, en 

frascos con tapa de rosca de 15 a 20 ml de capacidad, que contienen aproximadamente 10 ml de 

éste 

B) Medio liquido 

Se prepara el medio liquido por el procedimiento reportado por Cohen-Bazire et al. 

(1957) el cual es una modificacién del propuesto por Hutner (1950). 

Para la preparacién de este medio se parte de las siguientes soluciones madre: 

a) Base concentrada: 

N(CH2COOH));------------------ 52 mM 

MgS0.7H20--------------------- 58 mM 
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CaCl6H:0-----------o-enennnennn 29 mM 

(NH4)6Mo70244H0------0------" 0.074 mM 

FeSO47H,0------es-eeseceeneoo=* 0.35 mM 

* Metales '44'-----------------"0-=+ 50 ml/1 (ver adelante su composicion) 

Se ajusta el pH a 6.8 con NaOH. 

+Metales '44'. La solucion de metales utilizada en la base concentrada contiene lo siguiente: 

EDTA ----------#-+------- 6.5 mM 

FeSO, 7H,0-------------- 17.9 mM 

ZnSO, 7H,0-------------- 0.038 mM 

MnSOg--------------20"° 10.1 mM 

CuSO, 5H20-------------- 1.5 mM 

Co(NOs)2 6H20---------- 0.85 mM 

NazB,407 6H20------------ 0.57 mM 

Se afiaden aproximadamente 4 gotas de acido sulfiirico para que se disuelvan los metales y 

se ajusta el pH a 6.8. El MnSQs se puede sustituir por MnCl, 4H20 a una concentracion de 

10.8 mM. 

b) KH>PO, 1.0M, pH68 

c) Acido succinico 0.84 M, pH 6.8 

d) (NH4)2S04 0.75 M 

e) Nal 0.85 M 

f Acido L-glutamico 0.679 M, pH 6.8 

g) Acido L-aspartico 0.150 M, pH 6.8 
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Para preparar 12.5 | del medio liquido, se afiaden las siguientes cantidades de las 

soluciones anteriores: 

Concentraci6n final a la que 

queda en el medio: 

a) Base concentrada 250 mi 

b) KH,PO, 250 mi 20.0 mM 

c) Acido succinico 250 ml 16.9 mM 

d) (NHs)2S04 62.5 ml 3.7 mM 

e) NaCl 125 ml 8.5 mM 

f) Acido L-glutamico = 25 ml 1.35 mM 

g) Acido L-aspartico 25 ml 0.3 mM 

ademas de: 

Extracto de carne 12.5 g 0.125 % 

Acido nicotinico 12.5 mg 10 uM 

Tiamina 6.25 mg 1.5 uM 

Biotina 0.125mg 0.04 uM 

Teniendo en cuenta que hay soluciones que no tienen ajustado el pH, se ajusta el pH a 6.8. 

EI medio se esteriliza por 45 min a 120 °C y 15 atmosferas de presidn, en frascos del volumen que 

se requiere. En el medio caliente se forma un precipitado que se disuelve a la temperatura 

ambiente. E] medio es transparente y de color semejante al del extracto de levadura. 
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2.1.2. Siembra de Bacterias 

Las bacterias se siembran en placa por el método de dilucién para formar colonias unicas 

De ahi se toma una de ellas y se siembra por puncidn en los frascos con medio solido. Se incuban 

en la oscuridad por 12 h para permitir que el crecimiento aerdbico de estos microorganismos 

elimine parcialmente el 02 del medio. Terminado este periodo, las bacterias sembradas se exponen 

a la luz de focos con filamento de tungsteno de 40 watts, colocadas a una distancia de 30 cm. Una 

vez observado el desarrollo de ia colonia en la puncién, estos cultivos pueden mantenerse asi por 

largo tiempo (entre 6 y 12 meses) como reserva, o bien, utilizarse para cultivos posteriores. 

Para obtener grandes cantidades de bacterias se cultivan en medio liquido de la siguiente 

manera: a los frascos que contienen las bacterias en el medio sdlido, se ies agrega el medio liquido 

y se agitan. Se dejan toda la noche en la oscuridad y a continuacién se colocan a la luz de los 

focos con filamento de tungsteno de 40 watts a 30 cm de distancia. Después de 7 a 10 dias se 

obtiene crecimiento de las bacterias en el medio liquido. Este medio se transfiere a frascos de 100 

ml de capacidad, a los cuales se les agrega medio fresco hasta colmar su capacidad Se repite el 

proceso oscuridad-luz y se deja crecer a las bacterias hasta la fase logaritmica tardia. El indculo 

bacteriano, asi obtenido, se traslada a frascos de | | y de 9 | sucesivamente, siguiendo los pasos 

descritos con anterioridad. Los frascos se cierran con tapones de hule hermeéticos y se deja el 

minimo de aire entre el tapon y el medio de cultivo, para evitar al maximo la presencia de 02, ya 

que el crecimiento fotosintético de estos microorganismos se realiza en condiciones de 

anaerobiosis. Esta es la razon por la cual, previo al crecimiento en la luz, siempre se deja crecer a 

los cultivos en la oscuridad por 12 h, aprovechando que la bacteria, por sus procesos metabdlicos 

oxidativos, elimina el 02 que esta presente en el medio Los cultivos se mantienen a 30 °C 
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2.1.3. Cosecha de Bacterias 

Las bacterias cultivadas en los frascos de 9 1 de capacidad se cosechan en una centrifuga 

de flujo continuo Sharples en la fase de crecimiento logaritmica tardia, la cual se determina por 

medio de curvas de crecimiento, esto es, midiendo la densidad Optica del cultivo a diversos 

intervalos de tiempo en un fotocolorimetro. 

Una vez cosechadas, las bacterias se lavan con MOPS 50 mM, KCI 50 mM pH 7.0 para 

eliminar por completo los residuos del medio. Para volver a obtenerlas en una pastilla se 

centrifugan a 8 000 x g por 15 min Las pastillas se pesan y esto se considera como peso himedo 

Se almacenan asi a -70 °C. 

2.2, Obtencién de Cromatéforos 

Se siguid el método descrito por Baccarini-Melandri et al (1970), para la obtencion de 

cromatoforos 

A) Las bacterias se resuspendieron en amortiguador glicilglicina 200 mM pH 7 4 en una 

proporcién 1/10 (bacterias/amortiguador), que contiene 1 mg de DNasa por 100 g de peso 

humedo de bacterias y MgSO, | mM 

B) Para romper fas células se hace lo siguiente: se sonica la suspension en lotes de 15 ml 

por 2 5 min en un sonicador Branson (Sonifier 250) puesto al maximo y enfriando con agua a 4°C 

(Scholes et al , 1969). 

C) Se centrifuga a 20 000 x g durante 20 min para remover las células sin romper, 

capsulas, etc. que quedan en el sedimento. 

D) El sobrenadante de la centrifugacién anterior, se sedimenta a 100 000 x g por 80 min 

obteniéndose asi una pastilla de cromatoforos. 
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E) La pastilla de cromatéforos se resuspende en glicilglicina 200 mM, EDTA 5 mM y 

EGTA 5 mM a pH 7.4 y se centrifuga nuevamente a 100 000 x g por 80 min, para quitar los 

cationes divalentes presentes en la preparacion. 

F) La pastilla de cromatéforos obtenida del paso anterior se resuspende en glicilglicina 

200 mM pH 7.4 y se centrifuga a la misma velocidad. Finalmente, los cromatdforos se 

resuspenden en glicilglicina 50 mM pH 7.4 a una concentracién aproximada de 60 mg de 

proteina/ml. 

La preparacién de cromatdforos se guarda a 4 °C y se usa en los 3 dias siguientes, 

periodo durante el cual no hay cambios en la actividad hidrolitica 

2.3. Determinacion de Proteina 

La cantidad de proteina se cuantifica por el método de Lowry et al.(1951), utilizando 

como estandar ASB. 

2.4, Solubilizaci6n de la Pirofosfatasa Membranal y Precipitacién con Polietilenglicol 

Se sigue la metodologia descrita por Nyrén y Strid (1991). 

Se toman 10 ml de cromatdforos (a una concentracién de proteina de 60 mg/ml), los 

cuales se incuban en 70 ml de Tris-HCI 50 mM pH 8.4 que contiene MEGA-9 15 % (p/v) , 

colato 0.5% , etilenglicol 25 % (v/v), MgCl, 0.75 M , EDTA 0.5 mM y DTE 0.2 mM en un bafio 

con hielo, con agitacién lenta, durante 20 min. Posteriormente esta suspension se centrifuga a 200 

000 x g por una hora y el sobrenadante, que contiene a las proteinas solubilizadas, se colecta. 

Las proteinas solubilizadas se precipitan con PEG 4000, para lo cual se prepara una 

solucion de PEG 50 % en Tris-HCI 0.1 M pH 8.4 a 4 °C. La solucién de PEG se agrega al 

sobrenadante (proteina solubilizada) para quedar a una saturacion de 11.75 % y la mezcla se agita 
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durante 20 min en un bafio con hielo, antes de ser centrifugada a 30 000 x g por 20 min. La 

pastilla se elimina y el sobrenadante se lleva a 14 % de saturacion, se agita y se centrifuga como 

en el paso anterior. 

El precipitado enriquecido en pirofosfatasa se colecta y resuspende a una concentracién de 

proteina de 25 mg/ml en Tris-HCl 50 mM, pH 8.4 a 4°C, glicerol 30 % (v/v), EDTA 0.2 mM, 

DTE 0.4 mM, triton X-100 2 % (v/v) y MgCl, 0.1 M. Esta preparacién corresponde a la 

pirofosfatasa solubilizada y se almacena a - 80 °C. 

2.5. Purificacién Parcial de la Pirofosfatasa Citoplasmica 

Para la purificacion parcial de !a pirofosfatasa citoplasmica de R. rubrum se sigue 

basicamente el método descrito por Klemme y Gest (1971), a excepcion de Ja columna de o- 

aminohexil agarosa-PPi. 

EI procedimiento se realiza de la siguiente manera: 

a) 80 g de bacterias (peso humedo) se resuspenden en 450 ml de Tris-HCl 50 mM pH 8.6, 

MgCl, 10 mM y ZnSO, 0.4 mM, se les agrega DNasa (1 mg de DNasa por cada 10 gramos de 

peso humedo de bacterias) y se sonican en lotes de 15 ml por 2.5 min en un sonicador Branson 

(sonifier 250) puesto al maximo y enfriando con agua a 4 °C (Scholes et al., 1969). 

b) La suspension anterior se centrifuga 80 min a 100 000 x g a 4 °C para eliminar restos 

celulares. 

c) Se recupera el sobrenadante y se ajusta el pH a 8.6 . 

d) El sobrenadante se distribuye en tubos de ensayo en volumenes de 15 ml y se calientan 

a 60 °C en un bafio de temperatura constante durante 5 min. En esta etapa se desnaturalizan 

muchas proteinas, pero la pirofosfatasa citoplasmica resiste el tratamiento. La presencia de ZnSO, 
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a una concentracién de entre 0.2 mM a 0.4 mM es esencial para la proteccidn de la pirofosfatasa 

contra la inactivacion térmica. 

e) La proteina desnaturalizada se elimina por centrifugacion a 20 000 x g por 20 min a 

4c. 

f) Precipitacion con (NH,)2 SO.. El sobrenadante resultante de la etapa anterior se lleva a 

40 % de saturacién con (NH4)2SQ, sdlido y la proteina precipitada es separada por centrifugacion 

(20 000 x g, 20 min). La concentracién del (NH4)2SOx en el sobrenadante se aumenta a 50 % y la 

proteina precipitada se separa nuevamente. La proteina se lleva a 65% de saturaciOn, es 

centrifugada de !a misma manera y Ia fraccion de proteina precipitada se disuelve en 15 ml de 

Tris-HCl 20 mM, pH 8.6, ZnSO, 0.1 mM y 2-mercaptoetanol 2 mM. Por ultimo, la muestra se 

dializa en 4 litros del mismo amortiguador a 4 ° C con agitacion lenta durante toda la noche. 

g) Se prepara una columna de afinidad w-aminohexil agarosa-PPi de la siguiente manera: 

1. Se utiliza un volumen de 110 ml de o-aminohexil agarosa y se lava con agua bidestilada 

varias veces. 

2. A la solucién de w-aminohexil agarosa se le agregan 220 ml de PPi Na 0 1 M pH 6.0 

Se agita suavemente y se verifica que el pH se mantenga entre 4.5 y 6.0 

3. Después se le agrega un volumen pequefio de EDC 0.1 M gota a gota durante 5 min y 

se continua agitando suavemente por una hora verificando que el pH se mantenga entre 

4.5 y 6.0. Se deja agitando suavemente a temperatura ambiente por 24 horas. 

4. Posteriormente el gel se lava con: NaCl 0.5 M, agua bidestilada y Tris-HCI 20 mM pH 

8.6 (se usan en el orden que estan escritos). 

44



5. Por ultimo se empaca en una columna de (2.8 x 23.5 cm), equilibrada con Tris-HCI 20 

mM pH 8.6, ZnSO, 0.1 mM y 2-mercaptoetanol 2 mM. 

h) Después la columna se lava con: 

1. 50 mi Tris-HCI 20 mM pH 8.6 

2. 200 ml Tris-HCl 20 mM pH 8.6 con MgCl 0.4 M 

3. 100 ml Tris-HCI 20 mM pH 8.6 con NaCl 1 M 

4. 200 ml Tris-HCl 20 mM pH 8.6 

5. 50 ml Tris-HCI 20 mM pH 8.6 con ZnSO, 0.1 mM y 2-mercaptoetanol 

2 mM 

i) La muestra dializada se carga a la columna y se lava con los siguientes amortiguadores 

1 200 ml Tris-HCI 20 mM, pH 8.6 

2 200 ml Tris-HCl 20 mM, pH 8.6, PPiNa 100 mM, ZnSO, 0.1 mM y 2-mercaptoetanol 

2mM 

3. 150 ml Tris-HCI 20 mM, pH 8.6, que contenia ZnSO. 0.1 mM y 2-mercaptoetanol 

2 mM 

j) Para eluir a la pirofosfatasa citoplasmica se hace un gradiente de concentracion de sales 

de 0 a 1.2 M de NaCl y se colectan fracciones de 200 gotas por tubo. 

k) A las fracciones resultantes se les mide la proteina a 280 nm en un espectrofotometro 

(LKB-Biochrom-Uitrospec IT) y la actividad de pirofosfatasa que contengan. 

1) Las fracciones con actividad pirofosfatasa se combinan y se dializan en 4 | de Tris-HCI 

20 mM, pH 8.6, ZnSO, 0.1 mM y 2-mercaptoetanol 2 mM. La enzima dializada se guarda en 

alicuotas a -80 °C. 
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2.6. Determinacién de la Actividad Hidrolitica de la Pirofosfatasa 

La actividad hidrolitica o actividad de pirofosfatasa, se cuantifica como la liberacién de Pi 

a partir de PPi a 30°C, en presencia de MgCl. 

La determinacién de la actividad se Heva a cabo en la oscuridad. Para lograr estas 

condiciones se utiliza un cuarto iluminado con luz verde de seguridad (Schiff, 1972). 

Las condiciones exactas del medio de reaccién se especifican en los pies de figura de los 

resultados. En general contiene: Tris-maléico 50 mM pH 6.5 6 9.5, PPiNa 2 mM, MgCl, 3 mM y 

la preparaci6n que contenga a la pirofosfatasa (que puede ser cromatoforos, pirofosfatasa 

solubilizada o pirofosfatasa citoplasmica). 

La reaccién se inicia al afiadir PPi, el medio se incuba a 30 °C durante 10 min y la reaccion 

se detiene al afiadir TCA a wna concentracin final de 6 %. Por ultimo, se centrifuga a 1500 x g 

por 10 min y se cuantifica en el sobrenadante el Pi presente con el método de Sumner (1944). La 

actividad especifica se refiere como nmoles Pi min’ mg” de proteina 

Las variables del ensayo que se utilizaron dependiendo de la preparacion que contiene a la 

pirofosfatasa son las siguientes: para el caso de la pirofosfatasa membranal en el cromatéforo se 

utiliza 0.5 mg de proteina, en el caso de la pirofosfatasa solubilizada se emplearon 0.27 mg de 

proteina y para la pirofosfatasa citoplasmica, 8.0 1g de proteina. Para la determinaci6n de la 

actividad de la pirofosfatasa citoplasmica se utiliza pH 8.6 y 37 °C que son las condiciones 

optimas para la enzima. Cualquier otra modificacién se especifica en los pies de figura de la 

seccion de Resultados y Discusién. Todos los experimentos se repiten por lo menos tres veces. 
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2.7, Determinacién de la Actividad Hidrolitica de la ATPasa 

La determinacion de la actividad hidrolitica o ATPasa se lleva acabo en la oscuridad. Ei 

medio de reaccién contiene lo siguiente: Tris-acetato 50 mM, pH 8.0, MgCl 3 mM y 0.5 mg de 

proteina de cromatéforos. La reaccion se inicia al agregar ATP 2 mM pH 8.5 . El medio se incuba 

a 30°C durante 15 min y la reaccién se detiene con TCA a una concentracion final de 6 % . Por 

ultimo, se centrifuga a 1500 x g durante 10 min. El Pi presente en el sobrenadante desproteinizado 

se mide colorimétricamente con el método de Sumner (1944). 

2.8. Inhibicién de la Actividad Pirofosfatasa y ATPasa por Trifenilestatio y DCCD 

Las soluciones ctandlicas de cloruro de trifenilestafio recristalizado se preparan antes de 

cada experimento. En todos los casos, la concentraci6n final de etanol en el ensayo es de 1% . 

Los ensayos de inhibicién por trifenilestafio se realizan preincubando por 5 min a los 

cromatoforos 0 a la pirofosfatasa citoplasmica (en su medio de reaccin) con trifenilestafio 0 con 

etano! (para el caso del control), antes de iniciar la reaccién con la adicion de] sustrato. La 

determinacion de la actividad se realiza como ya se indicéd en los numeros 2.6 y 2.7 de esta 

seccion Para el caso de la pirofosfatasa solubilizada, la preincubacién fue de 3 horas Las 

modificaciones de las condiciones de cada experimento estan indicadas en los correspondientes 

pies de figura 

Para el caso de la inhibicion por DCCD, el compuesto también se prepara en solucion 

etandlica, quedando la concentracién final de etano] al 1%. Las variantes con respecto a la 

inhibicion con trifenilestafio son. un tiempo de preincubacién de 3 h y un pH de 7.5, que es el 

Optimo para la reaccion de inhibicion. 
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Los valores correspondientes al 50% de la actividad en presencia del inhibidor, se refieren 

como Iso. 
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Ili RESULTADOS Y DISCUSION 

3.1 Efecto del Trifenilestafio en la Pirofosfatasa Membranal de Rhodospirillum rubrum. 

EI primer experimento que se realizé para probar el efecto del trifenilestafio sobre la 

pirofosfatasa membranal en los cromatéforos, se disefié utilizando dos pHs. Esta decision se tomé 

considerando que la enzima tiene un pH optimo para la hidrolisis del Mg-PPi? que va desde 6.5 a 

9.0, con una actividad especifica de 200 nmoles Pi min’ mg” (Celis y Romero, 1987), por lo que 

en un primer intento se utilizaron los pH, extremos. 

En la Fig. 6. se muestra que la actividad hidrolitica de la pirofosfatasa de membrana se 

inhibe por el trifenilestafio. A pH 9.5, la enzima es inhibida hasta el 90 % por concentraciones 

micromolares de trifenilestafio con una Iso de 14.4 1M, mientras que a pH 6.5 se observa una 

menor inhibicidn con una Iso de 43.8 1M. 

Considerando que se habia reportado la inhibicién de 1a H’ ATPasa por trifenilestafio en 

otras membranas transductoras de energia, como se indicé en la introduccion, probamos el efecto 

del compuesto organico de estafio sobre la ATPasa de cromatéforos y lo comparamos con la 

inhibicién obtenida con la pirofosfatasa membranal a pH 9.5 y con la pirofosfatasa citoplasmica 

del mismo organismo. 

En la Fig. 7 se observa que la H'-ATPasa se inhibe de manera muy semejante a la 

pirofosfatasa membranal, con valores de Iso de 10 uM y 14.4 uM respectivamente, mientras que 

la pirofosfatasa citoplasmica solo se inhibe ligeramente. Este es el primer reporte de inhibicion de 

la ATPasa de cromatoforos de R. rubrum por trifenilestafio. 

Considerando que el trifenilestafio actha sobre la H’-ATPasa a nivel de su canal (Gould, 

1976) y observando los patrones de inhibicién para ambas enzimas, se podria sugerir que los 
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Fig. 6 Efecto del Trifenilestafio sobre la Actividad de {a Pirofosfatasa Membranal de 

Rhodospirillum rubrum . El medio de reaccién contiene: Tris-maléico 50 mM pH 9.5 (@) o pH 

6.5 (&), MgCl, 3 mM, las concentraciones indicadas de trifenilestatio y 0.5 mg de proteina 
cromatoforos. La reaccion se inicia afiadiendo 2 mM de Na-PPi y se incuba por 10 min a 30°C. La 
actividad se mide como se indica en Materiales y Métodos. Las actividades especificas de la 
pirofosfatasa membranal sin inhibidor fueron de 117 nmoles Pi min’mg'' a pH 9.5 y de 178 
nmoles Pi min! mg” a pH 6.5. 
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Fig. 7 Efecto del Trifenilestafio sobre la Actividad de la Pirofosfatasa de Membrana, 

Citoplasmica y H’-ATPasa de Rhodospirillum rubrum. Las condiciones experimentales para la 

pirofosfatasa membranal son iguales que en la figura 6 a pH 9.5 (@). Para la pirofosfatasa 

citoplasmica (A), el medio contiene Tris-Cl 50 mM, pH 8.6, MgCl, 3 mM y Na-PPi 2 mM. El 

medio de la H’-ATPasa (@) contiene Tris-acetato 50 mM; pH 8, MgCl3 mM y ATP 2 mM. La 

temperatura de incubacién es de 30°C para la pirofosfatasa membranal y ATPasa y 37°C para la 

pirofosfatasa citoplasmica. Las actividades especificas de cada una de las enzimas sin inhibidor 

fueron: 117 nmoles Pi min’ mg” para la pirofosfatasa membranal, 200 moles Pi min! mg” para 

la pirofosfatasa citoplasmica y 13.66 nmoles Pi min? mg" para la H’-ATPasa. 
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canales de la pirofosfatasa y H’-ATPasa puedan ser funcionalmente semejantes. Esto se veria 

apoyado analizando el efecto del trifenilestafio sobre la pirofosfatasa citoplasmica ya que ésta es 

una enzima soluble que, si bien tiene un sitio activo semejante al de la pirofosfatasa membranal, 

carece de un canal de protones. 

3.2. Efecto del pH. 

Retomando los datos de !a Fig. 6 donde se observa que la inhibicion por trifenilestafio es 

mas efectiva a pH basico que a pH Acido y con el objeto de encontrar un pH 6ptimo para la 

inhibicion, decidimos realizar una curva de pH. En la Fig. 8 puede observarse que la maxima 

inhibicién es a pH 9.5 mientras que entre pH 5.5 y 6.0 la inhibicion es de alrededor del 50 %. Este 

hecho podria indicar que el compuesto reacciona de mejor manera con algun residuo de 

aminoacido de la enzima a pH basico, también podriamos interpretar que el trifenilestafio inhibe el 

canal de H’ de la pirofosfatasa, por tanto, el H’ competiria por el trifenilestafio en la inhibicion, de 

tal manera que a pH basico, hay menos protones y la inhibicién es mayor. 

Con base en el perfil de pH obtenido, los experimentos de inhibicin se realizaron a pH, de 

85a95 

3.3. Sustrato Zn-PPi 

Los experimentos anteriores se realizaron usando al sustrato clasico de las pirofosfatasas’ 

el Mg-PPi?. Sin embargo, se ha demostrado que el Zn-PPi* es tan buen sustrato como el Mg- 

PPi* a su pH optimo de 5.25, con una actividad especifica de 200 nmoles Pi min mg’', donde la 

hidrélisis de Mg-PPi” es del 10 % de su maximo. El perfil de pH de la hidrélisis de Zn-PPi* es de 

tipo campana, obteniendo a pH 9.5, un 15 % de la actividad Optima (Celis y Romero, 1987, 

Romero y Celis, 1995). 
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Fig. 8 Dependencia del pH en la Inhibicién de la Pirofosfatasa Membranal por 
trifenilestatio. Las condiciones experimentales son como en la figura 6, con Tris-maléico 50 mM 
a los valores de pH indicados y a una concentracion de 50 2M de trifenilestaiio.



Ademas del diferente perfil de pH, la hidrdlisis del Zn-PPi” presenta diferencias en cuanto 

a su cinética y en cuanto a que es insensible al NaF, por lo que debe haber diferencias en cuanto a 

su sitio de unién a la enzima con respecto al sustrato Mg-PPi?. Teniendo en cuenta esto, 

consideramos importante saber si existian diferencias en cuanto a la inhibicion por trifenilestafio 

utilizando este sustrato. 

Para poder hacer comparativos los resultados obtenidos para la hidrolisis de Mg-PPi’, se 

hicieron curvas de inhibicion por trifenilestafio a pH 6.5 y 9.5, a pesar de no estar en el pH dptimo 

para la hidrolisis de Zn-PPi*. 

En la Fig. 9 se presentan los resultados, donde se observa que la hidrélisis de Zn-PPi” se 

inhibe un 87 % con 100 uM de trifenilestafio a los dos pH, usados, aunque el decaimiento de la 

actividad es diferente dependiendo del pH (siendo mas efectivo nuevamente, a pH 9.5). 

En la Tabla 2, se muestra una comparacion de los Iso obtenidos para ambos sustratos. A 

pH 9.5, los valores de Is con ambos sustratos son similares, a pH 6.5 la sensibilidad al inhibidor 

es ligeramente menor para Zn-PPi’, sin embargo, se encuentran Jos valores en el mismo orden de 

magnitud. Lo anterior sugiere que la hidrdlisis de ambos sustratos esta acoplada al transporte de 

protones de la misma forma. 

TABLA 2 

Mg-PPi* Zn-PPi 

Tso pH 6.5 43.8 uM 26.5 uM 

Iso pH 9.5 144uM 134 uM 
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Fig. 9 Efecto del Trifenilestafio Sobre la Pirofosfatasa Membranal Utilizando como Sustrato 
Zn-PPi’. Los cromatéforos (0 5 mg de proteina) se incuban en Tris-maléico 50 mM, pH 6.5 (™) 

o pH 9.5 (@), ZnCl, 2 mM y 2 mM Na-PPi. Las actividades especificas fueron 71.5 nmoles Pi 
min'' mg” a pH 6.5 y 15.5 nmoles Pi min mg’ a pH 9.5. 
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3.4, Efecto de la Concentracién de Proteina 

Debido a que los experimentos se realizan en la membrana de los cromatdforos, en donde, 

ademas de la pirofosfatasa se encuentran otras proteinas y fosfolipidos, el efecto del trifenilestafio 

podria ser indirecto a través de estas otras moléculas. Una manera de dar evidencias a favor o en 

contra de esta posibilidad, es registrando la inhibicién por trifenilestafio a diferentes 

concentraciones de proteina. 

En la Fig. 10 se presentan las curvas de inhibicién a 3 concentraciones diferentes de 

proteina, observando que la inhibicién es mayor a baja concentracion de proteina, En el recuadro 

observamos los valores de Iso de estas curvas, graficados en contra de la concentracién de 

proteina en miligramos. La relacién directa entre el inhibidor y la concentracion de proteina nos 

indica que el efecto del trifenilestafio es un efecto directo sobre la enzima. 

Gould, J. (1976) demostré que la inhibicion de la ATPasa en cloroplastos depende de la 

concentracion de proteina Nuestros valores de Iso estan de acuerdo con otros obtenidos para las 

ATPasas Experimentos realizados por Yagi y Hatefi (1984) demostraron que el cloruro de 

trifenilestafio a una concentracion de 10 11M produce el 50% de inhibicion en la actividad de la 

H’-ATPasa de particulas submitocondriales (usando 10 mg/ml de particulas submitocondriales). 

En cloroplastos, la concentracién que se requiere para inhibir el 50% de la actividad de la H'- 

ATPasa es de | 1M, utilizando 10 jg de clorofila/m! (Gould, J.,1976) y en el caso de Vibrio 

alginoliticus la Iso reportada para trifenilestafio fue de 0.33 uM (Capozza, G., et al , 1991). 
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Fig. 10 Efecto de la Concentracion de Proteina en la Inhibicién de ta Pirofostatasa de 

Membrana por Trifenilestafio. Los experimentos fueron realizados a pH 8.6 bajo las mismas 

condiciones de la Fig. 6 Las concentraciones de cromatéforos fueron 0.25 mg (@), 0.5 mg (Ml) y 

1 mg (A) de proteina total. El recuadro muestra la relacion entre la Iso y la concentracion de la 

proteina del cromatoforo. 
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3.5, Efecto del Trifenilestafio sobre las Propiedades Cinéticas de la Pirofusfatasa 

Membranal. 

Para estudiar el efecto del trifenilestafio sobre las constantes cinéticas de la enzima en el 

cromatoforo, se realizé el experimento de la Fig.11. En la Fig. 11 A se muestra el efecto de dos 

concentraciones de trifenilestafio (10 y 25 UM) sobre la velocidad de la hidrdlisis de pirofosfato en 

cromatoforos, utilizando concentraciones de Mg-PPi” de 0 a 1 mM, manteniendo libre 1 mM de 

Mg?". La representacién en doble-reciproca del experimento (Fig. 11 B), muestra un efecto de 

inhibicion no competitiva. Es decir, las pendientes de las rectas son diferentes y no comparten un 

punto de interseccién comun sobre el eje 1/Vo. El valor de la interseccién sobre dicho eje es 

mayor para la enzima inhibida que para la no inhibida (control), lo que indica que la Vmax decrece 

en presencia del trifenilestafio. En cambio, todas las rectas se unen en un punto en el eje de las x, 

indicando que la K,, no sufre modificacién 

Los valores de Km y Vmax aparentes obtenidos son los siguientes’ 

Kn [mM] Vinax (nmoles Pi min’! mg”) 

Control (sin trifenilestafio) 10 452.6 

+ 10 uM trifenilestafio 1.0 3440 

+ 25 uM trifenilestafio 0.86 242 3 

Estos resultados indican que el trifenilestafio se une a la enzima en un sitio diferente al 

sitio activo. En analogia con el efecto reportado del trifenilestafio sobre la ATP sintetasa, en 

donde éste inhibidor actia a nivel del canal de H’ (Gould, 1976), el hecho de que en la 

pirofosfatasa membranal se comporte como un inhibidor no competitivo, hace suponer que 

también aqui actua de la misma forma.
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concentraciones de Na-PPi y MgCl se calcularon para obtener las concentraciones de MgPPi* 

indicadas en la abcisa y mantener 1 mM de Mg?’ libre en el medio. El medio de reaccion contiene 
Tris-maléico 50 mM, pH 8.6, 0.5 mg de proteina de cromatoforos y el tiempo de incubacidn es de 

4 min. B. Grafica de Doble -reciprocas. Control (@), trifenilestafio 102M (m™) y trifenilestafio 
25 2M (A). 
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En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, Sosa y cols. (1992) demostraron 

que el Mg”’ libre es un activador esencial y ordenado de la pirofosfatasa membranal de R. rubrum 

y en ese mismo afio, Romero y Celis (1992) proponen que el sitio activador de la enzima se 

encuentra dentro del sitio activo. Con base en estos trabajos, decidimos ver si la variacién en 

concentracion de Mg”" libre modificaba el efecto inhibitorio del trifenilestafio. En la Fig. 12 se 

muestra el experimento realizado utilizando dos concentraciones de trifenilestafio (10 y 25 1M). 

Para realizar el experimento se mantuvo la concentracién de Mg-PPi* cerca de 1 mM y la 

concentracion de Mg”" libre se incrementé de 0.03 mM hasta 1.0 mM. Como se observa, en las 

dos concentraciones de trifenilestafio usadas, la inhibicion no disminuye, sino que al contrario se 

observa un ligero aumento. El hecho de que el Mg” libre no reduzca la inhibicién por 

trifenilestafio, sugiere que el sitio de accién del compuesto no es el mismo que el sitio para Mg” 

libre que se localiza dentro del sitio activo. 

3.6. Efecto de los Compuestos Tiol en la Inhibicién por Trifenilestafio. 

Algunos trabajos indican que los compuestos tiol son capaces de revertir la inhibicion 

ejercida por los compuestos organicos de estafio sobre las ATPasas (Stockdale, et al., 1970, Cain, 

et al, 1977; Siebenlist y Taketa, 1983; Yagi y Hatefi, 1984). Los monotioles y ditioles como 

2-mercaptoetanol, dihidrolipoamida y DTT revierten la inhibicién por cloruro de trifenilestafio de 

la actividad de intercambio ATP-”Pi de las particulas submitocondriales (Stockdale, et al, 1970) 

y también revierten la inhibicién de la fosforilacion oxidativa y ATPasa mitocondrial por el cloruro 

de dibutilestafio (Cain, et al., 1977; Byington, 1971). 

Con base en esta informacién,utilizamos al DTE y al 2-mercaptoetanol para ver si estos 

compuestos podian prevenir la inhibicion de trifenilestafio sobre la actividad de la pirofosfatasa 
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Fig. 12 Efecto del Mg” Libre sobre la Inhibicion de la Pirofosfatasa Membranal por 
Trifenilestaiio en Cromatéforos. El medio contiene: Tris-maléico 50 mM, pH 9 5, NaPPi 1 mM 
y trifenilestafio a 10 1M (@) 0 25 uM (®) La concentracién de MgCl, se varia de 1 mM a 2 mM 
y la concentracién del Mg” libre fue calculada. En todas las concentraciones de Mg”” libre, hay 
aproximadamente 1 mM de Mg-PPi* presente en el medio. 
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membranal en los cromatoforos de R. rubrum La Fig. 13 muestra el efecto de estos agentes 

reductores sobre la inhibicion de la pirofosfatasa membranal por trifenilestafio. La inhibicion de la 

actividad enzimatica por trifenilestafio en presencia de DTE fue menor que en presencia de 

trifenilestafio solo, alcanzando una inhibicién del 10% con 25 UM de trifenilestafio, la cual no 

aumenta con concentraciones mayores del inhibidor. En presencia de 2-mercaptoetanol, la 

actividad de la enzima disminuye al ir aumentando la concentracion del inhibidor, alcanzando 

hasta 75 % de inhibicién con 100 UM de trifenilestafio pero los niveles de inhibicion nuevamente 

son menores que con el inhibidor solo. Estos resultados se pueden interpretar de dos formas a) 

que los compuestos tio! modifican grupos SH de la enzima donde actua y asi previenen el efecto 

inhibidor del compuesto, o bien, b) que los agentes reductores pudieran interactuar directamente 

con el trifenilestafio y asi afectar su accién inhibitoria sobre la pirofosfatasa. Para decidir entre 

estas dos posibilidades se disefiaron los siguientes experimentos. En el primero los cromatoforos 

se preincubaron durante 10 minutos con DTE o 2-mercaptoetanol y se lavaron por 

ultracentrifugacion antes de medir la actividad de pirofosfatasa en presencia de diferentes 

concentraciones de trifenilestafio (25, 50 y 100 pM) Si los compuestos reductores estuvieran 

modificando grupos SH de la proteina durante los 10 minutos de preincubacion, esta modificacion 

no permitiria tener una inhibici6n posterior por trifenilestafio. 

Los resultados del experimento se muestran en la Fig. 14 A, en donde se observa que en 

presencia de ambos agentes reductores, la inhibicién por trifenilestafio es igual al control, por lo 

que el DTE y el 2-mercaptoetanol, no previenen la inhibicion por trifenilestafio por modificacion 

de grupos SH en la proteina. En el segundo experimento, los cromatoforos fueron preincubados 

con trifenilestafio a concentraciones de 25, 50 y 100 1M durante 10 minutos, posteriormente los 
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Fig. 13 Efecto de Agentes Reductores sobre la Inhibicién por Trifenilestafio de la 
Pirofosfatasa Membranal de Cromatéforos. Las condiciones experimentales son las mismas 
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cromatoforos se lavaron por ultracentrifugacién y la actividad de la pirofosfatasa se determind en 

presencia de DTE y 2-mercaptoetanol. Esto se hizo para que el trifenilestafio ejerciera su efecto 

inhibidor en el sitio donde actia y ver si la adicién posterior de los agentes reductores podian 

sacar al inhibidor de su sitio de acciédn. Los resultados (Fig. 14B) muestran que la inhibicién es 

practicamente la misma independientemente de la adicion de DTE y 2-mercaptoetanol por lo que 

esto indica, que una vez que el trifenilestafio esta en su sitio inhibitorio, no puede ser desplazado 

por los compuestos reductores y que el efecto que se observé en Ia Fig. 13 en donde el DTE y el 

2-mercaptoetanol disminuyen la inhibicién de la pirofosfatasa por trifenilestafio, se debe a una 

interaccién directa entre los compuestos reductores y el trifenilestafio libre en el medio 

previniendo su accidén inhibitoria y no a un efecto sobre algun grupo tiol de la enzima. Se ha 

reportado que entre los compuestos organicos de estafio y los compuestos tiol se pueden producir 

compuestos de estafio-azufre inactivos (Wulf y Byington, 1975, Chandra y col. 1989), alterando 

de esta manera el efecto inhibitorio de los compuestos organicos de estafio sobre las enzimas, lo 

que apoya los resultados obtenidos en este trabajo. 

3.7. Efecto del Trifenilestatio sobre la Pirofosfatasa Membranal Solubilizada. 

Una vez definida la inhibicion de la pirofosfatasa por trifenilestafio en la membrana del 

cromatoforo decidimos probar si esta inhibicion se obtenia en la enzima solubilizada En la Fig. 

15, se observa que la pirofosfatasa membranal solubilizada también es inhibida por trifenilestafio, 

sin embargo, es menos sensible a este compuesto que cuando se encuentra en la membrana del 

cromatoforo. La concentracion requerida para obtener una inhibicién del 50% de la pirofosfatasa 

solubilizada es 6 7 veces mas alta que la concentracion que se requiere para inhibir a la enzima 

membranal, con un valor de Iso = 94 uM. Estas diferencias en sensibilidad ai trifenilestafio entre
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fio y se lavan por ultracentrifugacion. La actividad de la 

Trifenilestafio, Los cromatéforos se 

100 uM DW de trifenilesta 

preincuban 10 minutos con 25 uM 

pirofosfatasa se mide sin el agente reductor, con DTE 1 mMo 2-mercaptoetanol 1 mM _ Todas 

las actividades se cuantifican como se describe en Materiales y Métodos. 
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Fig. 15 Inhibicion por Trifenilestafio y DCCD de la Pirofosfatasa Membranal Solubilizada. 
La enzima solubilizada (0 27 mg proteina) se preincuba 3 horas con las concentraciones indicadas 
de los inhibidores y se agrega el sustrato para iniciar la reaccion. El experimento se realiza a pH 
75 Pirofosfatasa membranal sin solubilizar en presencia de trifenilestafio (A), pirofosfatasa 
solubilizada en presencia de trifentlestafio (MH) y DCCD (@). 
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ambas formas de la enzima pueden deberse a varios factores: 1) el canal de protones de la enzima 

puede estar poco modificado por la solubilizacién con el detergente y por lo tanto ser menos 

sensible al inhibidor, 2) la solubilidad del trifenilestafio en la membrana pudo ser mas alta que en 

las micelas del detergente en la enzima solubilizada y 3) podria haber un efecto inhibitorio 

indirecto sobre la membrana que resulta en una inhibicién mas eficiente. 

3.8, Comparacién entre la Inhibicién por Trifenilestafio y DCCD 

En la Fig. 15 se incluye el efecto inhibitorio de DCCD sobre la pirofosfatasa solubilizada. 

Como ya mencionamos en la Introduccion, este compuesto modifica algun grupo carboxilo en la 

region del canal de H’ de la enzima (Baltscheffsky et al, 1982) 

De acuerdo a Nyrén et al (1991) la pirofosfatasa solubilizada y purificada es inhibida por 

DCCD con una Isp de aproximadamente 5 1M. En nuestro experimento, se obtiene una Iso = 360 

uM para la inhibicién por DCCD, sin embargo la preparacién que utilizamos es parcialmente pura 

y contiene 2% de Triton X-100, lo que puede estar interfiriendo con la sensibilidad al DCCD. 

De cualquier manera, al comparar la inhibicion ejercida por el trifenilestafio y el DCCD 

(Fig 15), es muy claro que la pirofosfatasa solubilizada es mas sensible a trifenilestafio que al 

DCCD bajo las mismas condiciones (Iso= 94 }1M contra Iso= 360 [1M respectivamente) 

Para determinar si realmente el efecto inhibitorio del trifenilestafio era mas potente que el 

del DCCD, se comparé su efecto sobre la pirofosfatasa membranal de los cromatéforos, bajo las 

mismas condiciones Los valores de Iso obtenidos fueron. 40 4M para la inhibicidn con 

trifenilestafio y 87 uM para la inhibicién con DCCD. Ademas, con trifenilestafio la inhibicion es 

casi total (97% con 100 1M), mientras que con DCCD queda una actividad residual asintotica del 

25% (atin con 500 1M de DCCD). Los resultados de este experimento indican que la hidrdlisis de 
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pirofosfato en los cromatéforos es mas sensible a la inhibicion por trifenilestafio que a la de 

DCCD. 

Baltscheffsky et al (1982), obtienen una Isp de 15 UM para la inhibicién por DCCD de la 

pirofosfatasa membranal de cromatoforos y la maxima inhibicion con 500 4M del compuesto es 

de 80%. Como puede apreciarse, la Iso para la inhibicion por DCCD que obtenemos es 5.8 veces 

mayor que la reportada por ellos Es conveniente hacer notar que en multiples experimentos, 

utilizando condiciones similares a las suyas y variandolas, en ningun caso hemos obtenido sus 

valores de Iso. Por otro lado, el porciento de la actividad residual encontrada por Baltscheffsky et 

al (1982), y el nuestro no difieren notablemente (20 y 25%, respectivamente). 

En resumen, los resultados comparativos entre la inhibicién con trifenilestafio y DCCD en 

la pirofosfatasa de R. rubrum, indican que el trifenilestafio es un inhibidor mas efectivo que el 

DCCD, bajo condiciones similares 
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IV CONCLUSIONES 

El trifenilestaiio es un potente inhibidor de la pirofosfatasa membranal de los cromatéforos 

de la bacteria Rhodospirillum rubrum, también inhibe a la pirofosfatasa solubilizada, aunque con 

menor eficiencia. 

Teniendo en cuenta las caracteristicas altamente lipofilicas de este inhibidor, asi como los 

efectos ya reportados de este compuesto sobre el canal de H' de ATPasas, el sitio mas probable 

de inhibicion de! trifenilestafio sobre la pirofosfatasa de membrana debe ser un componente 

membranal de la enzima. Esto se apoya en los siguientes resultados que se obtuvieron: 

1) La pirofosfatasa de membrana del cromatoforo es inhibida, mientras que la pirofosfatasa 

citoplasmica de la misma bacteria, que carece de canal de H' no lo es (Fig 7). 

2) El sitio activo de la pirofosfatasa membranal parece no ser el sitio de interaccion del inhibidor 

con la enzima dado que la K,, para el sustrato no se afecta considerablemente (Fig. 11). 

3) La presencia de Mg” libre, activador de la enzima que acta en el sitio activo, no disminuye la 

inhibicion por el trifenilestafio (Fig. 12). 

Sin embargo, se requiere mas evidencia experimental para identificar el sitio especifico en 

la proteina, responsable del pegado del trifenilestafio 

En las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, el trifenilestafio es un 

inhibidor mas eficaz que el DCCD. 

El presente trabajo es una contribucién a [a caracterizacion de nuevos inhibidores de la 

seccion hidrofébica de la pirofosfatasa que esta asociada a la transtocacién de H’ Su empleo, 

permitira entender mas acerca del mecanismo de translocacion de H' y de la transduccion 

energética por la enzima, mecanismos que a la fecha han sido poco explorados. 
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Otra conclusién que obtuvimos , aunque no era parte de los objetivos de este trabajo, es 

que la ATPasa del cromatdforo también se inhibe por trifenilestafio. Este es el primer reporte al 

respecto. 
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