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RESUMEN

Las mitocondrias de placenta humana presentan una actividad de nucleotidasa
asociada de manera estrecha a su membrana interna, la cual no es el resultado
de una contaminacion por otras fracciones celulares. Los objetivos de esle
trabajo fueron purificar esta enzima y caracterizar su actividad. Para el primer
objetiva se emplearon varios detergentes para solubilizar a esta enzima, pero
1o se consiguit purificar a la nucleotidasa; sin embargo, por métodos fisicos fue
posible abtener una fraccion enriquecida con la actividad, con la que se realizo
la caracterizacidn cinética de la actividad de nucleolidasa. Se observé que esla
enzima es inespecifica, ya que hidroliza a los nucledsidos de purina y pirimidina
tri- y difosfato, asl como al pirofosfato (PPi), aunque no hidroliza fos nucledsidos
monofosfato. La actividad de hidrdlisis de la nucleotidasa tiene un pH dplimo de
8.0, depende de cationes y es sensible a vanadato de sodio pero insensible a L-
fenilalanina, oligomicina o azida de sodio. Su comportamiento cinético en
presencia de ADP, ATP, GDP, GDP o PPi, se ajusta al modelo de Hill con
cooperalividad negaliva con un nimero de Hill {n) entre 0.3 y 0.5, una [S}ys de
1-10 mM en presencia de magnesio, calcio o manganeso y una Vmax de 200-
280, de 350-380 y de 170-200 nmolas de Pi /mg /min en presencia de
magnesio, calcio o manganesa respectivamente. El calcio, en el intervalo
micromolar, eslimula 5 veces la hidrolisis de La-PPi, mientras que en el intervalo
milimolar, el calcio o el magnesio producen un efecto mixto; por una parte
disminuyen en un 50 % la actividad de hidrdlisis de la nucleotidasa y por otra,
permiten una mejor fijacién del suslralo. Cuando se comparan las
caracteristicas cinéticas de la nucleotidasa de mitocondrias de placenta humana
con las reportadas para ofras nucleotidasas, se observa que existen mulitiples
diferencias, 1o que abre la posibilidad de estudiar tanto sus caracteristicas
eslructurales como su probable papel en el metabolismo esteroidogénico de la
placenta humana.



INTRODUCCION.

El desarrolio gestacional en los mamiferos depende de fa estrecha relacion que
existe entre la madre y el feto. La placenta es un drgano transitorio encargado
de llevar a cabo y mantener esta relacion a través de la sintesis de diversos
compuestos, entre los que destacan las hormonas proteicas (gonadotropina
coribnica y tirotropina coridnica, entre otras) y las esteroideas (pregnenolona,
progesterona, androstenediona, estrona y estriol, entre otras). Por estas
caracteristicas la placenta es un drgano esteroidogénico y productor de

hormonas proteicas (1).

De las distintas hormonas esteroideas, la progesterona es [a mas importante en
el mantenimiento del embarazo, ya que el aborto espontaneo del producto se ha
relacionado con ia disminucion de su concentracion en el torrente sanguineo
(2). No obstante, los diversos estudios realizados para conocer su sitio y

mecanismo de accién, éstos aun se desconocen.

La pregnenolona se sintetiza en la fraccion mitocondrial de los diferentes tejidos
esteroidogénicos. Su sintesis comprende una serie de pasos encaminados a la
transformacion de colesterol hasta progesterona. Sin embargo, cabe mencionar
que dichos pasos no son exactamente iguales en lodos los tejidos
esteroidogénicos; las diferencias involucran la compartamentalizacion, el tipo y
comportamiento cinélico de las enzimas que participan en este proceso, asi
como la cantidad de progesterona producida. Un ejemplo de eslas diferencias
se encontré al estudiar el transporie de colesterol de la membrana externa
mitocondrial a la interna en las glandulas suprarrenales, testiculo y ovario, en
donde se describié una proleina especifica denominada SIAR (del inglés:
Steroidogenic Acute Regulatory prolein) la cual no se ha identificado en la

placenta humana (3, 4). Esto sugiere que las mitocondrias de placenta humana



podrian emplear un mecanismo diferente para transportar el colesterol hasta su

membrana interna.

Actualmente, diversos grupos de investigacion han intensificado el estudio del
mecanismo de transporte de colesterol, as! como su transformacion a
pregnenolona, en las mitocondrias de placenla humana. Swierczynsky, et al (5)
demostraron que la adicion de ADP o ATP a Ia fraccion mitocondrial aislada de
placenta, estimula la sintesis de progesterona. Mds aln, los autores
demostraron que el efecto de estos nucledtidos se lleva a cabo en el espacio
intermembranal y no en el interior mitocondrial, sin embargo, los autores no
determinaron el mecanismo por el cual los nucledsidos de adenina tri y difosfato

llevan a cabo dicha estimulacién.

En nuestro laboratorio hemos demostrado que en la fraccién mitocondrial
aislada de placenta humana existen una actividad de ADPasa y ATPasa
distintas de la actividad propia de la ATPsintetasa (8, 9). Dichas actividades
estan asociadas de manera estrecha a la membrana interna mitocondrial y la
hidrélisis de los nucledtidos se realiza en el espacio intermembranal (9, 10). Un
resultado interesante, es que la hidrolisis de ATP a ADP induce el consumo de
oxigeno en la mitocondria, lo que provoca las transiciones de estado 4/estado
3/estado 4; eslo permite calcular el control respiratorio (CR), cuyo valor es 2-3
veces superior al reporfado por otros autores para el mismo sistema
mitocondrial en condiciones similares (11). Lo anterior demuestra que la
actividad de hidrolisis de ATP a ADP que ocurre en el espacio intermembranal,
no desacopla a |a mitocondria y que estd estrechamente regulada y asociada al
metabolismo mitocondrial. También se demostrd que las actividades de
hidrdlisis de los nucledtidos no son el resultado de una contaminacion por olras

fracciones celulares (9, 10).



Aunado a esto, el uso de NaF, L-fenilalanina y P, p5.di-(adenosina-5')
pentafosfato (ApS), inhibidores de la fosfatasa inespecifica (6), la fosfatasa
alcalina (8) y la miocinasa respectivamente (7) no modifica ni la hidrlisis de
ATP o ADP ni la estimulacién de consumo de oxigeno en las mitocondrias de
placenta humana (8, 9).

Por otra parle, resultados preliminares de aste laboratorio sugieren que la
actividad de hidrélisis de ATP y ADP pertenecen @ una misma enzima,

probablemente una 5'-nucleotidasa.

Las nucleotidasas son enzimas que calalizan la liberacion de fosfato de los
nucledsidos §'- tri, di y monofosfato, asi como su contraparte desoxinucledtidos
y compueslos lales como el UDP-glucosa y el FAD+ (30). Su distribucién en la
escala evolutiva es amplia, ya que se han reportado 5-nucleolidasas en
bacterias (12-15), protozoarios (16), peces (17, 18), plantas (19-21) y mamiferos
(22-28).

La nucleotidasas pueden encontrarse en forma soluble en el ciloplasma o
asociadas a la membrana plasmdtica a ftravés de un puente de
glucofosfoinositol (22). La clasificacion de estas enzimas involucra su
localizacion y susirato preferente; asi pues, se tiene que las formas solubles
que utllizan IMP se denominan c-N-i (del inglés citoplasmic nucleotidase 1),
mieniras que aquellas que prefieren AMP se denominan c-N-Il. Por otra parte,
las nucleotidasas de membrana se conocen como e-N (del inglés ecto-
nucleotidase) sin tomar en cuenta al tipo de sustrato ni la fraccién subcelular a
que estén asociadas (29).

La purificacion de varias nucleotidasas, tanto solubles (15, 23) como de
membrana (12-14), ha permitido conocer algunas de sus caraclerislicas

estructurales; el peso molecular del estado nativo de las diferentes
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nucleotidasas varia entre los 150 y 265 kDa, mientras que a parir de la
electroforesis en condiciones desnaluralizantes se delermind un peso molecular
de entre 40 y 80 kDa. A partir de estos resultados se ha sugerido que las formas
solubles son dimeros funcionales mientras que las nucleotidasas de membrana
pueden ser dmeros o tetrameros, donde la unidad basica funcional es el
dimero. Las diferentes subunidades se encuentran asociadas por medio de
puentes disulfure intercalenarios, los cuales son esenciales para la actividad
(30-31).

Actualmente, se conoce la estructura primaria de cualro nucleotidasas solubles
(de placenta humana {28], de higado de rata [27], de cerebro del pez
elasmobranquio, Discopyge ommata [18] y de E. coli [15]) y dos de membrana
(de Vibiio coslicola [14) y Vibno parahemoitico {12, 13]). Las dos enzimas de
mamifero muestran cerca del 90 % de identidad entre ellas, mientras que la &'
nucleotidasa de Discopyge cmmata tiene un 61 % de identidad con respecto a
cualquiera delas nucleotidasas de mamifero ({abla 1) (29).

Tabla 1. Relacion de identidad de varias 5'-nucleotidasas.

Fuente Locatizacién Numero de % de % de Cita
celular aminoacidos | identidad por | identidad con
grupo* respecio a
mamiferos
Placenta Citoplasma 548 90 28
Humana
Higado de Citoplasma 548 90 27
Rala
Discopyge Citoplasma 577 60 18
ommala
E. coli Citoplasma 525 60 22 15
V. coslicola | Memb. plas. 539 60 22 14
cara externa.
V. Mem. plas. 539 60 22 12,13
parahemolitic. | cara extema

*=os grupos son: mamiferos, peces y baclerias, respectivamente.

Las §-nucleotidasas de V. costicola (14), V. parahemollico (12, 13) y E coli
(15), tienen una identidad del 60 % sin imporlar su localizacion celular. En
5




relacion a las enzimas de mamifero, éstas presentan solo un 22 % de 1denlidad.
Sin embargo, esta comparacidn de la estructura primaria muestra la existencia
de regiones altamente conservadas, lo que sugiere la exislencia de un ancestra
comun y abre la posibilidad de estudiar el significade funcional de estas
regiones (29).

La funcidn metabadlica de este tipo de enzimas aun no es del todo conacids, sin
embargo, se ha sugerido que Ia actividad de tas formas solubles paricipa en et
control de los niveles de los nucledsidos 5-monofosfalo, mientras que las
nucleotidasas de membrana intervienen en la cascada de hidrolisis del ATP
hasta la adenaosina. Estas Ultimas han adquirido, recientemente, un gran inlerés
farmacoldgico (29).

Un avance en el conocimiento de la participacion de [a actividad de esta 5°-
nucleotidasa en el metabolismo mitoconarial de la placenta, resulls del estudio
del efecto de la osmolaridad sobre la hidrdlisis de los nucledsidos de adenina
Iri- y difosfato y su posible repercusian en el metabolismo mitocondrial. De eslos
estudios concluimos que tanto a hidrélisis de ATP como la de ADP, eslén
reguladas por el estado energético mitocondrial (32), to que, nusvamente,
sugiere que estas aclividades estan asociadas con el metabolismo milocondrial
de la placenta. Estos resultados son inleresantes, ya que se ha propuesio que
el potencial eleclroquimico desempefia un papel importante en la transferencia
de colesterol de Ja membrana externa mitacondrial a la intera.

Tres puntos importantes, el que (a aclividad de la nucleotidasa probablemenle
esté regulada por las condiciones metabdlicas de fa milocondria (32), que fa
hidrélisis de ATP produzca un eslimulo del consumo de oxigeno (9) y de la
sintesis de progesterona (5), hacen de esta proteina un modelo interesante
como para llevar cabo su purificacidn y el estudio cinético y estructural de la

enzima.



Asi puss, el objetivo de este trabajo  es purificar y caracterizar el
comporlamiento cinético de  la nucleolidasa de las mitocondrias de placenta
humanaa {é&rmino.



METODOLOGIA.

Afslamienlo de las mitocondnas de placenta humana a témino y do pariculas
submitocondrales. Las mitocondrias de placenta humana (MPH) se aislaron como se
reportd en (33). Las particulas submitocondriales (PSM) se obtuvieron por el metodo
descrito en (8). La concentracidn de proteina se delermino uliizando una modificacion del
método de Lowry reportado en {34). En esla 1écnica se trald a la muestra con 0.017 % de
detergente desoxicolalo (DOC) durante 10 minutos, seguido de la adicién de &cido
tricloroacético (TCA) frio a una concentracion final de 10 %. La proleina se recupero por
centrifugacion a 1,800 x g durante 30 min y se cuantificd empleando albumina sérica de

bovino (BSA) como referencia.

Solubilizacién de la nucleotidasa. Se utilizaron los siguientes detergentes para sotubilizar a
la nucleotidasa: desoxicolato de sodio (DOC), Zwiltergent 3-14, lubro! y tauril maltdsido.
Debido a que dichos delergentes no permilieron solubilizar a la enzima, los resultados se
describen en el Apéndice.

Fraccionamiento de las PSM. La PSM (20 mg/ml) se incubaron durante 10 min en
presencia de 4 mM de ATP, 3 mM de EDTA, pH de 9.2 gjustado con NH,OH (35). La
muestra se sonicd a 22 micrones en 2 periodos de 10 min cada uno en un sonicador
Soniprep 150 marca MSE. La temperatura durante la sonicacion se controld por medio de
un bafo de hielo y no sobrepasé los 39°C. La musstra presenté un aspecto translicido y
se centrifugd a 100,000 x g durante 90 min a 4°C. £1 90 % da la actividad de nucleotidasa
se localizd en e} sobrenadante, el cual se colectd para continuar con ta purificacion.

Aproximadamenle 80 mg tolales de proteina de este sobrenadante se aplicaron a una
columna de Sephacryl S400 HR (40 c¢m de altura X 2.5 cm de didmetro) equitibrada con
una solucion de glicerol al § % y Tris-HCI 30 mM, pH 8.0. La muestra se eluy6 con el
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mismo amortiguador a un flujo de 16 mifr a temperatura ambiente y se colectaron 50

fracciones de entre 5-6 ml cadauna.

La hidrélisis de nucledtidos de adenina, asi como de pirofosfato (PPi), se determind para
cada fraccion colectada en un medio que contenfa 30 mM de Tris-HC! pH 8.0, 5 mM de
MgClz y 5 mM de sustrato (ADP, ATP o PPi). El volumen final de la mezcla de reaccion fue
de 500 pl, la concentracion de proteina de 50 pg y la temperatura de 30°C. La reaccion
enzimatica se dio por terminada a los 15 min con la adicion de 6 % de TCA frio. La mezcla
se centrifugé durante 15 min a 1,800 x g a 4°C. Se tomo una muestra del sobrenadante
para determinar la concentracion de fosfalo libre empleando el método descrito por
Sumner (36).

Las fracciones que contenian la actividad de nucleotidasa se reunieron en un solo lote
para ser concentradas en una camara de ultrafiltracion Amicon, empleando una membrana
Diaflo YM30. El gas utilizado para elevar la presion en el interior de la camara fue
nitrdgeno y la temperalura de 4°C. La concentracion final de la preparacion fue de 3 mgml.
Durante este procedimiento, no se observd pérdida de actividad de nucleotidasa o de

proteina.

Determinacién del grado de pureza de la nucleolidasa. Para determinar el grado de pureza
de la nucleotidasa, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnalturalizantes segun el método reportado por Laemmli (37).

Efecto del pH sobre la actividad de nucieolidasa. Se realizaron cursos temporales en
presencia de los siguientes amortiguadores: MES (pKa = 6.1 a 22°C) para el intervalo de
55 a 7.0, Tris (pKa = 8.1 a 22°C) para el intervalo de 7.0 a 85 y AMPSO (pKa = 90 a
22°C) para el intervalo de 85 a 10.0. La mezcla de reaccion contenia 30 mM del
amortiguador, 1 mM de MgCl, y 6 mM de una solucion equimolar de Mg-ATP, Mg-ADP o

9



Mg-AMP. La concentracién final de proteina fue de 50 g y la temperatura de 30°C. La
reaccidn se tenming a diferentes tiempos (1, 2, 3, 4 y 5 min) adicionando 6 % de TCA frio
Se obtuvo un sobrenadante claro por medio da centrifugacion (1,800 x g durante 15 min a
4° C); el fosfalo libre se determiné por medio del método reporiado por Lanzetta (38),
empleando el colorante verde de malaquita. Es importante comentar que fue necesario
utilizar esta metodologia ya que los niveles de fosfato liberado a tiempos cortos no son
detectados por el método de Sumner (36). Sin embargo, cabe mencionar que fa
determinacidn de fosfato por el método reportado por Lanzelta es sensible a la reduccion
del colorante por el TCA, por tal motivo, fue necesario que las curvas de calibracion

tuvieran la misma concentracién final del acido que las mugstras.

El protocolo experimental descrito en esta seccidn para determinar la actividad de
nucleotidasa, asi como el fosfato libre, se emplea en todos los experimentos posteriores

que involucran la hidrélisis de nucledtidos o pirofosfato.

Efecto de diversos inhibidores sobre la actividad de nucleolidasa. Se determind el efecto de
oligomicina (2 pg totales), vanadato (2 mMy), azida de sodio (5 mM) o L-fenilalanina (30
mMy) en un medio que contenia 1 mM de MgCl;, 30 mM de Tris-HCI pH 8.0y 15 mM de
sustrato (Mg-AMP, Mg-ADP o Mg-ATP). Por ofra parte, para delemminar el efecto de la L-
fenilalanina en presencia de Mg-AMP, el amortiguador fue AMPSO 30 mM, pH 10.0

Determinacidn de los pardmetros cinéticos. Las conslantes cindticas de la actividad de
nuclectidasa se determinaron realizando cursos temporales en un medio que contenia 30
mM de Tris-HC, pH 8.0, 1, 10 0 20 mM de MgCl; libre y diferentes concentraciones de una
mezcla estequiométrica de Mg-ADP o Mg-ATP. Experimentos similares se realizaron en
presencia de calcio y se determinaron los parametros cinéticos en presencia de Ca-ADP o
Ca-ATP. Para el caso del Mn-ATP y Mn-ADP la concentracién de manganeso libre fue de
1 mM. De igual forma, para Mg-GDP, Mg-GTP y Mg-PPi, la concentracion de MgCl; libre

10



fue de 1 mM. El ajuste de los datos a los diferentes madelos cindticos presentados en este
trabajo, se realizaron con el programa Enzfitter (39).

Efecto del nucledtido o de calién libre (magnesio o calcio) sobre la actividad de
nucleotidasa. Se estudid el efecto de ADP libre o ATP libre sobre la aclividad de
nucleotidasa, realizando cursos temporales en un medio que contenia 2 mM del complejo
cation-ATP o catién-ADP, 30 mM de Tris-HCI, pH B.0 y diversas concentraciones del
nucledtido libre. De manera similar, el efecto de magnesio, calcio o imanganeso libre, se
estudid a través de cursos temporales en un medio que contenia 15 mM de sustrato
(cation-ADP o catién-ATP), 30 mM de Tris-HCI, pH 8.0 y distintas concentraciones del
cation libre, Los cdlculos para determinar la concentracion del complejo catidn-nucledtido,
del catidn y nucledtido fibres, se ltevaron a cabo con el programa Chelator (40).

Efeclo del calcio o magnesio en la hidrélisis de lantano-PPi. Se realizaron cursos
temporales utilizando 0.5 mM de una mezcla estequiométrica de La-PPi, en un medio que
contenia 30 mM de Tris-HC! pH 8.0, en presencia de diversas conceniracionas de calcio o
magnesio en el intervalo micromolar.
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RESULTADOS.

La fraccion obtenida de la sonicacion de las PSM en presencia de ATP, EDTA a pH

9.2 con NHOH se cargd en una columna de Sephacryl S400 HR. El perfil de

purificacion obtenido de la filtracion en gel se muestra en la figura 1. Como se puede

observar, la proteina se distribuye principalmente en dos picos, el primero de los

cuales contiene el 30 % de la proteina total y presenta su maximo en la fraccion cinco

y el segundo con menos concentracidn de proteina, en la doce. La actividad de

nucleotidasa se asocia solamente con el primer pico. Esto sugiere que la actividad de

nucleotidasa se asocia a estructuras de alto peso molecular, mientras que las

estructuras que tienen un mayor tiempo de retencion en la columna, no muestran

actividad.
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Figura 1. Perfil de purificacién obtenido de la filtracién en
columna, empleando la resina Sephacryl S400 HR. (o)
protelna, (4) actividad especifica, (@) actividad total.

En la tabla 1 se observa que
las fracciones 3 a 7 contienen,
cada una de ellas, entre el 10y
20 % de la actividad de
nucleotidasa y solamente del
4.7 al 85 % de la proteina
inicial. Cuando estas fracciones
se mezclaron y se concentraron
en {a camara de ultrafiltracion,
se obtuvo una preparacion que
presentaba el 80 % de la
actividad inicial de nucleotidasa

y un 30 % de la proteina inicial,

con un factor de purificacién de 2.16 y un rendimiento del 80 %. Cabe mencionar que

un factor de purificacion de 2 o més para una proteina de membrana es considerable,
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ya que la estrecha relacion que existe entre los lipidos y las zonas hidrofébicas de las
proteinas de membrana, dificulta la obtencién de una proteina pura, estable, con
actividad y en alta concentracidn. Sin embargo, aunque no es posible tener a la
protefina en condiciones de homogeneidad, este procedimiento muestra que se puede
obtener una fraccion substancialmente enriquecida con la actividad de nucleotidasa.
Aunado a esto, dicha fraccion cantiene algunos de los citocromos de [a cadena de
transporte de electrones, 10 que sugiere una estrecha relacion entre 1a nucleotidasa y
la membrana interna mitocondrial (datos no mostrados).

Tabla 2. Rendimiento de fa filtracién en columna utilizando {a resina Sephacryl $400 HR.

Fraccion Proteina Volumen Actividad Actividad | Rendimiento | Faclor de
(mg) (i) aspecifica® total® (%) purificacién
Iniciad 97.0 5 147 11363 100 1.0
Fracc. 3 4.6 7 448 20683 i8 38
Fracc. 4 78 7 285 2304 20 25
Fracc. 5 8.3 [ 268 2222 20 2.3
Fracc. 8 8.3 [} 188 15568 14 1.6
Fracc. 7 7.5 6 145 1089 10 12
Concentrado 38.5 10 253 8234 81 2.2

a = pinolas de Pl/mg /min
b = amolas de Pi /mg tolales /min

Para determinar el grado de pureza de esta preparacion, se realizd una electroforesis
en gel de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes. Como se puede observar
en la figura 2, Ia fraccion enriquecida (carril D), mostrd un incremento en la proporcion
de un polipéptido de aproximadamente 56 kDa de peso molecular aparente. Esta
banda contribuye en B0 % al conlenido tolal de proteina de esta preparacion, aunque
aparece de manera importante tanto en la preparacion mitocondrial (carvil B) como en
fas PSM {carril C). El incremento en el tamafo de esta banda es cercano a 2, que
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coincide con el faclor de pureza de la tabla 2. Aunado a eslo, experimentos de
isoslectroenfoque de una preparacion de PSM solubilizadas con el detergente
2wiltergent 3-14 (Apéndice), sugieren que hay una posible relacidn entre la actividad
de nucleotidasa y la presencia de esta banda de 56 kDa. Sin embargo, es necesario
incrementar la pureza de la preparacion y realizar nuevos experimentos para confirmar
la posible relacion entre esta banda proteica y la actividad de nucleotidasa.

Figura 2. Eleclroforesis en condiciones desnaturalizantes de las
MPH (B), las PSM (C) y la fraccién enriquecida en la actividad de
nucleatidasa (D). Patrén de peso molecular (A): miosina (205 kDa),
p-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97 kDa), albimina de
bovino (66 kDa), albumina de huevo (45 kDa)
y anhidrasa cabonica (29 kDa).
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A continuacion se determind el efecto del pH saobre la actividad de nucleotidasa en
presencia de diferentes sustratos (figura 3). Coma se puede apreciar, |a actividad de
hidrélisis de Mg-ATP (figura 3A) mostrd un maximo a pH de 8.0, para después
descender en un 40 % a pH de 10.0. Asimismo, la actividad en presencia de Mg-ADP
{figura 3B) mostrd un maximo a pH de 8.0 y una disminucion del 20 % a pH 10.0 Esta
diferencia en el comportamiento de ambas actividades puede atribuirse a Ia titulacion
de algun grupo funcional importante en la fijacidn del lercer fosfato del ATP; fendmeno
que no repercute para la fijacién del ADP.

50 | ATP 250 | AD AMP
c 250 250 1 ADP 400 | M
E
= 200} 20%
)]
£ 300
- L
a 150 | 150 L
QO 200
© 100 100
) | i
K
o) .
g sof/ 50 | 100
c
0 bbb 0 et eebtaieama 0 Lw. i-iows ST
56 7 8 910 56 7 8 910 56 7 8 910
pH
Figura 3. Efecto del pH sobre la actividad de nucleotidasa en presencia de Mg-ATP,
Mg-ADP o Mg-AMP.

Sin embargo, cabe notar que el valor de la actividad especifica para eslos dos
suslratos, a lo largo del incremento del pH, difiere en menos del 15 %. Por Ultimo, la
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actividad en presencia de Mg-AMP (figura 3C) presenta un comportamiento totalmente
distinto al mostrado para el ATP o ADP. Como puede observarse, la hidrélisis es baja
en el intervalo de pH de 5.5 a 8.0, mostrando un incremento de alrededor de veinte
veces a pH de 10.0. Un aumento en la aclividad en presencia de Mg-AMP en
condiciones alcalinas, sugiere la existencia de una fosfalasa alcalina como
contaminante. Para comprobar la presencia de esta enzima se ulilizo la L-fenilalanina,

un inhibidor especifico de la fosfatasa alcalina (6).

Como se puede ver en la figura 4, la
aclividad de hidrolisis de Mg-ATP o Mg-ADP
no se modifica en presencia de |.-
fenilalanina, por olra parte, la hidrdlisis del
Mg-AMP muestra una inhibicidn del 90 % en

in Vo

presencia de la concentracion maxima del

inhibidor (30 mM). Este resuitado demuesltra

que [a preparacion de nucleotidasa tiene

0 4 d 1 1 1 I 'l

0 5 10 15 20 25 30
L-fenilalanina (mM)

una fosfatasa alcalina como contaminante.
Sin embargo, la actividad de la fosfalasa

alcalina no interviene en la liberacion de

Figura 4. Efecto de la L-fenilalanina sobre la
hidrélisis de (@) Mg-ATP, (0) Mg-ADP y (4)
Mg-AMP. Para la actividad en presencia de  empleadas para determinar la actividad de

A P, =8.0, ,elpH = . . -
TPy ADP: elpH 18.8, para AMP. el pH la nucleotidasa sobre el PPi y los distintos

fosfalo, en las condiciones experimentales

nucledsidos tri- o difosfato. Por tanto esla

enzima contaminante no modifica los paramelros cinéticos obtenidos.

No obstante, para comprobar que tanto la hidrdlisis de PPi como de los diferentes
nucledsidos tri- o difosfato corresponde a la actividad de una sola enzima, se

realizaron cursos temporales en presencia de vanadalo de sodio (figura §). Se puede
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observar que la hidrdlisis de Mg-ATP y Mg-ADP disminuye en fama paralela al

incrementarse la concentracién del inhibidor, alcanzando una inhibicitn det 90 % en

t

»n

o

[=]
T

200

150

100

n
[=]

nmolas de Pi /mg /min

o

0 04 08 12 16 2
Vanadato (mM)

Figura 6. Efecto del vanadato de sodio sobre la

hididlisis del (¢) Mg-ATP, (0)Mg-ADPy (A)
Mg-AMP. La hidrdlisis de ATPyADP fuea pH
= 8.0, la de Mg-AMP, apli= 100.

de 2 mM de

Ademas, ambas actividades presentan el

presencia vanadato.

mismo  comportamiento;  hay una
importante disminucion da la actividad a
concentraciones bajas do varadato (0.4
mM), para después mostiar wuna menor
sensibilidad al compuesto. La inhibicidn
de ta hidrélisis de Mg-PPi por vanadato
presenta un compartamiento similar a los
v Mg-ATP

{datos no moslrados), lo que sugiere Gue

mosirados para Mg-ADP

la hidrélisis de los nucleGsidos tri-,
difosfalo y del pirofosfatose lieva a cabo

por la misma enzima. Por el conlrario, al

determinar la hidrélisis de Mg-AMP a pH 10.0 en presencia de 1 mM de vanadato de

sodio no se observé inhibicin.

Por otra parte, la adicidn de inhibidores como la oligomicina o la azida de sodin, no

modificd la aclividad de nucleotidasa. Eslo sugiere que la posibilidad de tener & la

ATP-sintetasa activa como contaminante, es nula.

Asi pues, se puede sugerir que la actividad de hidrolisis del PPi y de los distintos

nucledsidos tri- y difosfato reportada en esle trabajo, corresponde exclusivamente a la

nucleolidasa de la mitocondria de placenta humana.
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Con base en los resultados descrilos, se realizd la caraclerizacion cinélica de la
nuclootidase. La figura 6 muestra los cur sos lemporales de la actividad de hidrolisis de
la nucleotidasa, en presencia de distintas concentracionoes de Mg-ADP o Mg-ATP.
Como se puede apreciar, la actividad es lineal can respecto al tiempo y depende de fa
concentracion del sustrato. Aunado a esto, la hidrdlisis del sustrato no excede &l 5 %
de su concentracion inicial, lo que permite calcular la velocidad inicial de hidrdli sis en

presencia de las diferentes concenlraciones del sustialo.

1250
5 2000

1000 | 1600 |

750 1 1200 |

500 800

250 400 |

nmolas de Pi Img

0 1 2 3 4 5
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 8. Cursos temporales de la actividad de hidrélisis de la nucleolidasa en presencia
de Mg-ADP [(e)= 0.005, © ) =0025, (4)=6.0, ( )= 15.0mM} o de Mg-ATP{( ) =
0.01,(0) =025, (4)=6.0,( )= 15.0mM]

De la pendiente de eslos experimentos se delermind la actividad especifica de la
enzima y se elabord la curva de saturaciin en presenicia de Mg-ADP, Mg-ATP, Mg-
GDP, Mg-GTP oMg-PPi (figura 7). Como se puede observar, en la primera fase de Ia

curva sé alcanza una alla velocidad de hiddlisis en presencia de bajas
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Figura 7. Cinética de la actividad de hidrolisis de |a nucleotidasa enpresencia de A)
Mg-ADP B) Mg-ATP, C) Mg-GDP, D)Mg-GTP y E) Mg-PPi. El com partamiento cinético se
ajusta al modelo de Hill, con cooperalividad negativa. El recuadio miuesira el regrafico de
Lineweaver-Burk.
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nmolas de Pi /mg /min

Mg-PPi (mM)

Figura 7. continuacion,

concentraciones del sustrato.
Posteriormente, la variacion de la
velocidad de hidrdlisis con respecto a
la concentracion del sustrato disminuye.
El recuadro muestra la gréfica de los
datos segun la ecuacion de Lineweaver-
Burk, Se observa que los puntos no se
ajustan a una recta, lo que sugiere que
la nucleotidasa no sigue el modelo
cinético de Michaelis-Menten. Por ofra
parte, al utilizar la ecuacion de Hill, se
observa que los datos se ajustan a un

modelo de cooperatividad negativa.

Segun éste, la unién de cada molécula de sustrato a la enzima, decrece la afinidad

inlrinseca de los sitios vacios restantes. Los pardmetros cindlicos obtenidos mediante

aste ajusle se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Pardmetros cinéticos de la aclividad de nucleolidasa de MPH, en presencia de
distintos sustratos.

Mg© Ca” Mn*

[ K TV n Sks | K Tvma® | n Slos | K [Vma®T n {Slos
ADP | 185 261 | 051 1 237 | 112 | 350 | 043 [ 1.31 | 250 | 169 | 0.53 | 583
ATP | 1.14 280 | 050 | 128 1 118 | 380 | 050 { 139 | 316 | 197 | 073 | 479
GDP ] 2.00 240 | 033 | 8.13
GTP } 189 250 |1 0568 | 3.12
PP) 104 200 | 045 | 182
S = sustrato.
a=mM

b = nmolas de Pi /mg /min
n = nimero de Hill
{Slos = K"

0




Como se puede observar, para los distintos nuctedtidos en presencia de Mg”, la K se
encuentra en el intervalo de 1 a 2 mM. El numero de Hill (n) oscila entre 0.3 y 0.5, 1o
que indica una fuerte cooperatividad negativa, y la velocidad méaxima (Vmax) varia

entre 240 y 280 nmolas de Pi /mg /min.

De acuerdo con el modelo de Hill, la constante K comprende a los distintos factores de
interaccion (a, b, c, ...) entre los diferentes sitios cataliticos, asi como a la constante de
disociacion intrinseca (Ks), por lo que no se puede considerar como el pardmetro que
define la concentracion de sustrato que produce la milad de (a velocidad méaxima
(exceplo cuando n = 1). Asi pues, se debe hacer la siguiente consideracion para
oblener la concentracion de sustrato que produce la mitad de Vmax:

St v=Vmax[S]" ; cuando v = 0.5 Vmax
K+ (8"

0.5 Vmax, = Ymax [S]'ys

K +{8]"ss

0.5 Vmax (K' +[8]"0s) = Vmax [5]'ys

0.5 Vmax (K +[81'ye) = [S]"s
Vmax

0.5 (K' +[S1%0s) = [8]"0s

05K +0.5[8)'0s = [S'0s

05K = [S)'s - 0.5(8) s

0.5K = 0.5(S)os

K = [S)0s

lslﬂ5 = K. tin

Como se puede observar en la labla 3, 1a [S]os varia entre 1-10 mM para los diferentes

nucledtidos. Esto indica que la enzima no tiene preferencia entre una adenina o una
guanina o entre un nucledsido tri- o difosfato.
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Cuando el sustrato es Mg-PPi, el comportamiento cinético fue similar al descrilo arriba,
aungue se observd una clara disminucién tanto en la afinidad como en la capacidad
catalitica de la nucleotidasa (figura 7E y tabla 3). Esto sugiere dos cosas: i) que la
nucleotidasa es capaz de reconocer y fijar al Mg-PPi y que es este enlace (Pi-Pi) el
susceptible a la actividad de la enzima, y ii) que la base nilrogenada es necesaria para

mejorar la fijacidn del sustrato.

Cuando el magnesio se reemplazd por calcio o imanganeso en presencia de ATP o
ADP, la cinética de hidrélisis no se modificé (figura 8A y B). Las conslantes cinélicas
se muestran en la tabla 3. La K para Ca-ADP y Ca-ATP es aproximadamente 1 mi, la
[Shs = 1.3 mMy el n = 0.5; como se puede apreciar, eslos valores estan en el intervalo
descrito para el Mg-ADP y Mg-ATP. Sin embargo, la Vmax en presencia de Ca®
muestra un incremento de cerca de 1.3 veces con respecto a la calculada para et Mg®*.
Esto sugiere que el calcio podria desempeiar un papel en la regulacion de la actividad
catalitica de la nucleolidasa, ya sea al eslabilizar el estado de transicién de la
hidrélisis del sustrato, o al favorecer la liberacién de los produclos de la misma. El

efecto del Ca®* sobre la actividad de nucleotidasa sera discutido mds adelanle.

Con e Mn®, el comporiamiento cinélico se ajusté nuevamente al modelo de
cooperalividad negativa (figura 8C y D), donde la {S]ys luvo un valorentre 4y 5 mM y
la Vmax entre 160 - 200 nmalas de Pi /mg /min. Como se puede observar, el Mn™
permitié que el sustrato se fijara a la enzima en un intervalo de concentracion similar al
de los otros dos caliones; sin embargo, produce una velocidad maxima de solo el 50 -
60 % con respecto al Ca** o Mg®, respectivamente (tabla 2). Esto puede deberse
a que este catién no es capaz de llevar a cabo una buena eslabilizacién del eslado

de transicion para la hidrélisis o no permite una adecuada liberacién de los productos.
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Figura 8. Cinética de actividad de hidrolisis de la nucleotidasa en presencia de A)
Ca-ADP B) Ca-ATP, C) Mn-ADP y D) Mn-ATP. El comportamiento cinélico se ajusta al
modelo de Hill, con cooperatividad negativa, En el recuadro se muestra el regrafico de
Lineweaver-Burk.

23



El efecto que tiene el exceso de ion divalente en la aclividad de a nucleolidasa se
muestra en la figura 9. Aqui se puede observar, que concentraciones altas (30 mM) de
magnesio o calcio producen una inhibicion de cerca del 50 % de la Vinax de la
nucleotidasa, tanto en presencia de ADP como de ATP.

£

= 250 400

E

o 200

£ 300 f

- 150

%‘, 200 }

o 100

_8 50 | 100 }

g

: 0 A 1 1 1. 1 2 0 L i ) 1 b 2
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

MgCl, libre (mM) CacCl, libre (mM)

Figura 9. Efecto de concentraciones milimolares de magnesio o calcio sobre la actividad de
nucleotidasa en presencia de ($) cation-ATR y (0) cation-ADP.

Del regrdfico dei logaritmo natural de la velocidad (in Vo) contra la concentracién del
calidn libre, se obliene, por extrapolacion, la actividad en ausencia de ion tibre. £} valor
de la velocidad obtenida por este método difiere en menos del 10 % con respecto al
obtenido en presencia de 1 mM de magnesio o calcio libre. Esto indica que las

condiciones empleadas en los experimentos para delerminar los pardmetros cinélicos
son las adecuadas.

Para verificar si el efeclo del calcio o magnesio es solamente sobre la capacidad
calalitica de la enzima, se realizaron estudios cinéticos en presencia de diferentes
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concentraciones de ambos cationes. 1.a figura 10 muestra el efeclo del magnesio o
calcio libre sobre la hidrdlisis del ADP o ATP.

Coimo se puede observar, en todas las condiciones, 1a cinética de hidrolisis se ajusté al
modelo de Hill con cooperatividad negativa. Aunado a esto, se ve claramente que el
pardmetro mas sensible al incrementar la concentracion de! cation libre es la Vmax.

Los paramelros calculados a partir de estas curvas se muestran en la tabla 4. Se
aprecia que 1a K se encuentra en el intervalo de 0.1 a 0.5 mM, mientras que la Vmax
disminuye en un 50 %. Asimismo, la n disminuye hasla 0.2, lo que sugiere que la
enzima incrementa su cooperalividad negativa. Por ultimo, 1a [Sjos disminuye entre 18
a 22 veces para ADP y entre 9 a 16 veces para el ATP, lo que indica que se requieren
menores concentraciones de sustrato para alcanzar {a mitad de {a velocidad mdxima.
Esto sugiere que los caliones como el Ca®* o el Mg® podrian tener un efecto

regulatorio sobre 1a actividad de esta enzima.

El efecto de fos adenin nucledsidos tri y difosfato sobre la actividad de nucleotidasa,
se muestra en la figura 11. Se puede observar que el ADP libre no inhibe la actividad
de nucleotidasa (figura 11A). Por el contrario, el ADP produce una estimulacion de 1.4
veces sobre 13 actividad de nucleotidasa. Sin embargo, este fenémeno puede deberse
a un aumento dei complejo Mg-ADP que ocurre al incrementarse 1a concentracidn de
ADP libre, y que provoca un aumento de la actividad. Asi pues, el ADP libre, més que
estimular la actividad por interaccion fisica con la enzima, incrementa la concentracion
del sustrato Mg-ADP.Por ofro lado, no se observé un efecto inhibitorio provocado por
el ADP libre.

1]



£
250 |
E
o
200 +
E
O 150 |
Q
©
¢ 100 |
S
g 50 |
£
0 1 1 1 A -\ 1 0
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Mg-ADP (mM) Mg-ATP (mM)
400 300
‘E
E 250
o 300
£ 200 |
o
) 150 |
Q
T
) 100 }
S 400
)
E 50 |
£
0 0 1 1 A 1 A,
0 2 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15

Ca-ADP (mM)

Ca-ATP (mM)

Figura 10. Cinética de la actividad de hidrdlisis de la nucleotidasa en presencia de diversas
concentraciones de cation libre y cuatro distintos sustratos. (0) = 1, (e) = 10y (&) =20
mM del cation libre.
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Tabla 4, Efecto de concentraciones milimolares de magnesio y calcio, sobre el
comportamiento cinético de la nucleotidasa de MPH, en presencia de ADP o ATP.

Catién mM ADP ATP
K¢ Vmax® n [Sles K Vma® n [Slos
1 1.55¢ 261* 0.51* 2.371* 1.14* 280 0.50* 1.28*
Mg* 10 0.28 130 061 013 0.44 130 040 013
20 0.25 120 0.61 0.1 0.24 120 0.57 0.08
1* 1.42° 350* 0.43* 1.3¢* 1.18* 380 0.50* 1.39*
ca? 10 047 130 0.50 0.22 0.38 135 0.64 0.22
20 0.25 100 0.57 0.09 0.16 15 0.70 007
a=mM
b = nmolas de Pi/mg /min
n = némero de Hill.
{Slos = K"
* = datos tomados de latabla 2 para fines comparativos.
.E ) .
E 125 | 160 {
1 ) L
2w 1 ¥ " 25 il \
= 100 ¢
a 7 & 2
[ E o ° 75 g gy 0 0 °
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c ADP libre (mM) ATP libre (mt4)
0 i 1 i 'l 0 1 i 1 Lt
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
ADP libre (mM) ATP libre (mM)

Figura 11. Efecto de la presencia de nucledtido libre sobre la aclividad de hidrolisis de la
nuclectidasa. El recuadro muestra la aparicion del complejo Mg-nucledtido con respecto
a la adicion de nucledtido libre.
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De manera similar, el incremento de ATP libre (figura 11 B) estimula la actividad de
nucleotidasa, y esta se asocia con un aumento del sustrato Mg-ATP (rocuadro de la
figura 118). Sin embargo, después de alcanzar la indxima concentracion posible de
Mg-ATP (2 mM de ATP libre), se observa que el ATP libre pravoca una inhibicion de
aproximadamente el 30 % de la actividad. Esto sugiere que la nucleotidasa se inhibe
por el ATP libre pero no por el ADP libre. Sin embargo, hasta el momento se
desconoce si el ATP libre inhibe a través de su interaccién directa con el sitio catalitico

o con algin otro lugar de ia proteina.

Por ultimo, para estudiar el efecto que tienen los cationes divalentes (Mg” y Ca™)
sobre la actividad de nucleolidasa, se determind la hidrdlisis del complejo La-PPi. Esle
disefio experimental se basa en dos fenémenos importantes: i) la nucleolidasa en
capaz da hidrolizar al complejo La-PPiy ii} la afinidad def PPi por el La* es mayor que

por los cationes divalentes empleados:

Complejo Hog K (25°C)y*
La-PPi 16.72
Mg-PPI 545
Ca-PPi 540

*= log de Ia cte. de disociacion a 25°C

Esto ultimo asegura que no se tendran mezclas de sustratos ( La-PPj, Mg-PPi o Ca-
PPi, por gjemplo) y que el efecto observado serd exclusivamente debido al Ca*' o Mg™
que se halle presente en forma libre. Es importante mencionar que este protocolo
experimental no se puede aplicar para los nucledlidos, ya que las constantes de
disociacion para los diferentes cationes divalentes son muy similares, por lo que se
pruducen mezclas de los diferentes sustratos, Mg-ATP y Ca-ATP, en el mismo medio.
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aumento de la aclividad de solo 2 veces

con respecto al control. Cuando la

una disminucion en la actividad de la
enzima. Esto se debe a que la solubilidad del complejo La-PPi disminuye bruscamente,
provocando que salga de solucion, de tal forma que la enzima no liene sustralo
disponible. De cualquier forma, eslos resultados sugieren que la nucleotidasa es
sensible a la estimulacidn por concentraciones micromolares de cationes divalentes y,
en especial, por calcio. Esto permite sugerir que la enzima pasee, por lo menos, un
sitio de fijacidn para calcio o magnesio y que la unidn de estos cationes pudieran
promover, por una parte, un incremento en la actividad catalitica, y por otra, una mejor
fijacion del sustrate. Aunado a esto, el calcio, en comparacion con €l magnesio, pueds
astabilizar mejor al estado de transicion de la hidrdlisis del sustrato o aumentar la
liberacién de los productos de la enzima. Aunque estas sean hipdtesis por comprobar,
se tiene la evidencia de que los cationes divalentes, en especial el calcio, desempenan
un papel regulador de 13 actividad de la enzima.



DISCUSION

Los resultados obtenidos en esle trabajo, han mostrado que fa S'-nucleotidasa
asociada a la membrana interna milocondrial de la placenta humana a lérmino cataliza
la hidrdlisis de los nucledsidos tri- y difosialo y del PPi, es calalizada por una,

La actividad de esta nucleotidasa dspende del pH y presenta un maxime para Mg-ATP
y Mg-ADP a pH 80, valor que coincide con lo reportado para la nucleotidasa
membranal de Vibrio parahemolyticus (12, 13) y Vibrio costicola (14), pero dista del
valor oblenido para ofres tejidos de mamiferos (22-26). La aclividad de la nucleotidasa
de MPH muestra un descenso a pH 10.0. Esta disminucion de la actividad no se debe
a una disociacion del complejo Mg-nucledlido, ya que a partir de pH 7.0 se alcanza la
maxima concentracion de susirato posible, misma que se mantiene hasta pH 10.0 (40).
De tal forma, este descenso en Ia aclividad se puade deber a un efecto directo sobre fa
proteina, por ejemplo, la desprotonacion de un grupo importante para la fijacion del
sustrato. La disminucion en la actividad de hidrdlisis del Mg-ATP a pH 9-10, sugiere
que se afecta un grupo importante para la fijacion del fosfato gama.

Aunado a esto, la hidrélisis de Mg-ATP, Mg-ADP y Mg-PPi, s sensible a vanadato de
sodio en el intervalo milimolar. La inhibicion de la hidrolisis de estos sustratos es
similar, lo que sugiere que el efecto del vanadalo es sobfe la misma enzima. Esta
inhibicion puede explicarse por el hecho de que las nucleotidasas presentan un
intermediario fosforitado durante la hidrdlisis det sustralo (41-43). En este sentido, el
vanadato, que es un analogo del estado de transicion del fosfato, puede estar
ocupando el sitio de fosforilacion de la enzima, lo que provaca su inhibicidn. Sin
embargo, es necesario realizar nuevos experimentos para comprobar la existencia de

este intermediario fosforilado en la nucleolidasa de las mitocondrias de placenta
humana.
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Un argumento que se desprende de los estudios cinéticos y que apoya la existencia de
una sola enzima que hidroliza tanto al ADP como al ATP es el valor de la relacidn que
hay entre la Vmax de! complejo nucledsido trifosfato-cation y la Vimax del complejo
nucledsido difosfato-cation, la cual es de 1.0. Esto indica que el efecto de la base
nitrogenada o el calién sobre la actividad enzimética, es en la misma proporcion; lo
que sugiere que se trala de una sola enzima la responsable de hidrolizar los distintos

sustratos estudiados.

Por otra parte, la presencia de oligomicina y azida de sodio no modificaron la actividad
de hidrdlisis de Mg-ATP y Mg-ADP, lo que sugiere que la ATP-sintetasa no participa
en la liberacidn de fosfato. Asimismo, la actividad de la fosfatasa alcalina es
despreciable en las condiciones experimentales empleadas en este trabajo. Asi pues,
aunque la nucleotidasa no esta pura, los resultados sugieren que ofras enzimas no

participan en laliberacion de fosfato.

En cuanto al comportamiento cinético de la enzima, se observa que en presencia de
cualquiera de los sustratos utilizados se obtiene una cooperatividad negativa segun el
modelo de Hill. Dicho modelo se basa en la existencia de 2 o mas sitios activos en la
enzima y que la unién de cada molécula de sustrato a la enzima, decrece la afinidad
intrinseca de los sitios vacios restantes. Asi pues, la K calculada no representa el valor
de la concentracidn de sustrato a la cual se tiene la mitad de la Vmax, ya que se
desconocen el numero de sitios activos en la enzima, la constante de disociacion
intrinseca asi como el valor de los distintos factores de interaccion. Por esla razones
se calculd la [S]ps, cuyo valor para los nucledsidos tri- y difosfato varia entre 1y 10
mM, mientras que para el Mg-PPi es de 180 mM. Esto sugiere dos hechos: i} que el
enlace susceptible a Ia actividad de la nuclectidasa es el fosfato anhidro (Pi-Pi} y ii)
que la base nitrogenada sirve para mejorar la fijacion del sustrato y favorecer la
ruptura del enlace Pi-Pi. Estas hipdtesis son apoyadas por ¢l hecho de que la
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nucleotidasa no es capaz de hidrolizar al Mg-AMP, el cual no contiene un enlace Pi-Pi,
Aunado a esto, la alta inespecificidad que muestra la nucleotidasa de MPH es

compartida por olras nucleotidasas de otras fuentes (tabla 5).

Por otra parte, el hecho de que el Mg®, el Ca* o el Mn®' favorezcan de igual forma el
pegado del complejo nucledtido-catién al sitio activo, pero produzcan un efecto distinto
sobre la Vmax, sugiere que su participacién en la actividad de la nucleotidasa es
posterior a la fijacién del sustrato, por ejgmplo, en la estabilizacion del estado de
fransicién o en la liberacion de los productos. En esle sentido, el Ca™ es el cation que

mas favorace |a catalisis enzimatica.

Lo anterior puede ser el reflejo de la naturaleza del cation que se emplea para formar
el complejo que sirve como sustrato. De los 3 cationes empleados, el Ca™* es el que
presenta el mayor radio idnico (0.95 A} y un numero de coordinacion de 8, lo que
indica que es capaz de formar un mayor nimero de interacciones con atomos vecinos,
en comparacion con el Mg® y Mn®* (radio idnico de 0.65 A y 0.80 A respectivamente, y
un nimero de coordinacion de 6 para ambos) (44, 45), En este sentido, un numero de
coordinacién de 8 permile una variacion muy grande en el arreglo geomsétrico
alrededor del calion; coma una consecuencia inmediata, se incrementa la posibilidad
de formar arreglos geométricos irregulares en presencia de Ca™, lo que lo hace un
ligando mas versatil que los otros dos cationes, permitiéndole adaptarse a ligandos
iregulares como las moléculas orgénicas o las proleinas (46). Asi pues, el Ca™ parece
un excelente candidato para interacluar mds estrechamente con la proteina y los
nucledtidos y permitir asi, una mejor estabilizacion del estado de transicion o liberacion
de los productos de la calalisis.

Por otra parte, €l Mg®* y Ca”, en el intervalo milimolar, tienen un efecto mixto sobre el

comportamiento cinético de la enzima. Provocan que la Vmax disminuya en un 50 %,
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mientras que el valor de la [S]ys disminuye alrededor de 80-95 %. Lo anterior sugiere
que en estas condiciones experimentales, el equilibrio se desplaza hacia la
conformacion que favorece la fijacion del sustrato; asimismo, se dificulta quo la enzima
lleve a cabo la caldlisis, debido probablemente, a que no se permite que adquiera la
conformacién adecuada para esta actividad. Sin embargo, es necesario realizar
nuevos experimentos para definir el efecto de la presencia de estos cationes en el

intervalo milimolar sobre la actividad enzimatica.

La actividad de hidrélisis del La-PPi por la nucleotidasa, se estimula por Ca** o Mg®
en el intervalo micromolar. Esto sugiere la existencia de uno o varios sitios para la
fijacion de cationes distinto al presente en el sitio activo. Este(os) sitio(s) parecen ser
més afines al Ca”, lo que puede ser, nuevamente, reflejo de su naturaleza atémica.
Aunque se tienen que realizar nuevos experimentos para determinar el sitio especifico
de accion de los cationes, se puede considerar que el Mg y el Ca®, ademéas de
formar parte del sustrato, tienen un papei regulador de la aclividad de la enzima.
Asociada a esta modificacién de la actividad de nucleotidasa por medio de cationes, el
modelo de Hill para una cooperatividad negativa, predice un segundo nivel de
regulacion cinética: con una combinacion apropiada de los diferentes factores de
interaccion entre los sitios activos, la enzima podria incrementar su actividad de una
manera muy importante con la variacion de la concentracion de sustrato cuando éste
s@ encuentre en bajas concentraciones, pero exhibirla una marcada inhibicidon de su
actividad a altas concentraciones del mismo (47). Esto podria favorecer la respuesta
de la enzima en un intervalo de concentracidén de sustrato muy estrecho. Como
consecuencia de esto, en condiciones fisiologicas (concentracion de ATP ~ 10 mM), la
nucleotidasa no alcanza su Vimax, lo que reduciria el consumo de ATP por esta
enzima. Sin embargo, se tienen que realizar nuevos estudios para determinar los
mecanismos que tiene la placenta para regular la actividad de la nucleotidasa de MPH
y el papel que desemperia esta enzima en el metabolismo esteroidogénico.
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Por dltimo, se sabe que el ATP libre, en el intervalo milimolar, inhibe la actividad de la
nucleotidasa de MPH; no obstante, hay que hacer nuevos estudios con ATP marcado

radiactivamente, que permitan calcular la Ki para el ATP y olrcs nucledsidos trifosfato.

Cuando se comparan las propiedades de la nucleotidasa de mitocondrias de placenta
humana con las reportadas para enzimas similares de olras fuentes, se observa que
muestran una diferencia significativa tanto en la afinidad y actividad como en el tipo de
sustrato que utilizan (tabla 5). En este sentido, el espectro de compuestos que son
hidrolizados por las 5'-nucleotidasas comprende a los §'-nucledtidos de purina y
pirimidina, ya sean mono-, di- o frifosfato, asi como a los respeclivos
desoxinucledtidos, y en algunos casos, hasta complejos tales como la UDP-glucosa o
el FAD' (30). Este hecho sugiere que las hucleotidasas pueden participar en una gran
variedad de fendmenos metabdlicos (29). Aunado a esto, el comporiamiento cinélico
de la nucleotidasa de MPH contrasta con lo reportado para olras enzimas similares.
Sin embargo, cabe hacer notar que en presencia de moduladores aloslérico tales
como el difosfoglicerato (DPG) el comportamiento cinélico de olras nucleotidasas se
ajusta al modelo de MichaelisMenten (41, 42, 23). Lo anlerior indica que las
nucleotidasas descritas presentan interacciones enlre las distintas subunidades que
las constituyen. No obstante, es necesario determinar si la nucleolidasa de MPH esta
formada por varias subunidades y si las interaccCiones enlre ellas es lo que produce la
cooperatividad negativa y estudiar si también es modulada por moléculas como el
DPG.

Asimismo, la mayorfa de la nucleolidasas dependen de algun cation para llevar a cabo
su actividad. De los diferentes caliones que se han estudiado, el Mg™ es el mds
importante para la aclividad de las nucleotidasas, pero puede ser suslituido por Ca”,
Mn?, Co® o Cu™ en diferente proporcion (tabla 5).
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El panorama se complica atin mas cuando se involucra la localizacién celular de las
nucleolidasas, la cual puede ser citopldsmica o unida a la membrana, ya sea
plasmatica o mitocondrial. Zimmerman (29) propone una clasificacidn para estas
enzimas de acuerdo a su localizacién y al principal sustralo que hidrolizan; asi pues,
se tienen a Jas eclo-enzimas (e-N), que se asocian a la membrana plasmética a través
de un puente de glucoinositol, y a dos formas solubles, las cuales pueden hidrolizar
IMP (c-N-1) o AMP (c-N-Hl). Sin embargo, esta clasificacién no involucra a las
nucleotidasas que en los Witimos afos se han encontrado asociadas a la membrana
interna mitocondrial de higado de rata (24-26) y de placenta humana. Asi pues, la
relacidn que existe entre las distinias 5'-nucleotidasa se resolverd cuando se oblengan
y se comparen las estructuras primarias de las enzimas de mamiferos (22-27),
bacterias (12-15), plantas (19-21), peces (17, 18) y protozoarios (16).
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APENDICE

A continuacién se describe el método experimental para solubilizar a la nucleotidasa
de mitocondrias de placenta humana por medio de detergentes.

Pruebas de estabilidad. Para determinar la estabilidad de la nucleotidasa, se incubaron
alas PSM obtenidas en presencia de 0.5 M de KCI, en un medio que contenia glicerol
al 20 %, Tris-HC! 30 mM pH B.0 y fosfolipidos al 0.5 %. A esla preparacion se le
agregaron concentracionas de 0.01 a 0.09 % de! detergente desoxicolato (DOC) 0 0.01
a 0.5 % de 2wittergent 3-14. La concentracion de proteina en el ensayo fue de 5 mg/mi
y ta temperatura de 4 o 30°C. Se realizaron cursos temporales y se determind la
actividad de nucleotidasa como se describe en la seccién de Metedologia.

7 En la figura 1 de este apeéndice se
muestra el efecto de la mayor

65 '5“‘.“' . rIng ¢ concentracion de los  diversos

o W::ﬂ detergentes sobre la actividad de
> 6t nucleotidasa de mitocondrias ds
£ placenta humana. §e observa que fa
55 | aclividad es estable con respecto al
tiempo en presencia de cualquiera

5 L . . . ) de los detergentes utilizados. Esto

0 20 40 60 8¢ 100 120 Indica que dichos detergentes no

Ti em p 0 (m in) inactivan a la nucleotidasa.

Figura 1. Curvas de estabilidad de la actividad de
nucleolidasa en presencia de (s ) zwittergent . X
3-14, () DOC, (o) control. Ademds, se empled el lubrol

(concentracién maxima del 0.1 %), la
digitonina (concentracién maxima de 0.15 %) y ef Tween 20 (concentracion maxima de
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1.0 %), los cuales disminuyeron de manera importante la actividad de nucleotidasa sin
solubilizarla (datos no mostrados). Debido a esto, dichos datergentes no se siguieron
ulilizando en la purificacion de esta enzima.

Pruebas de solubilidad. l.as PSM se incubaron en las condiciones descritas en el
apartado anterior y en presencia del DOC o Zwittergent 3-14; posteriormente se
centrifugaron a 170,000 x g durante 1 hora a 4°C, y se obtuve una fase solubla y un
precipitado. En la tabla 6 se muesira el porcentaje de proteina y de actividad de
nucleotidasa presente en el sobrenadante. Como se observa, el Zwittergent 3-14 (0.5
% = 14 mM) fue el que solubilizd, con alto rendimiento y estabilidad, a la actividad de
nucleotidasa.

Tabla 6. Efecto de dos diferentes detergentes sobre la estabilidad y solubilidad de la
nucleotidasa de PSM de placenta humana.

Establlidad a 4°C Proteina en el Actlvidad de
Detergente durante 1-1.5 hr. sobrenadante nucleot. en sobrenad.
Desoxicolato (DOC) 100% 30-35 % 45-50 %
Zwittergent 3-14 100 % 80-90 % 90-98 %

Con esla preparacion se utilizaron técnicas especificas para la purificacidén de
proteinas solubles, que se describen a continuacion.

Cromatografia de intercambio ibnico (DEAE-Sephacel)). L.a columna se equilibrd con
30 mM de imidazol, pH 7.0, glicerol al 20 % y 2 mM de Zwittergent 3-14, Se aplicaron 3
mg/mi de la preparacion solubilizada con Zwiltergent 3-14 a la columna y se favd con
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30 ml del mismo amortiguador y posteriormente, se aplicd un gradiente continuo de
KCI ( 50-400 mM) con un flujo de 14 mithr. La actividad de nucleotidasa se eluyd a alta
fuerza ionica (figura 2). Sin embargo, la nucleotidasa no se separd del resto de las
proteinas mitocondriales presentes en la columna. Esto puede deberse a que el
detergente, aun siendo zwiteridnico, puede opacar las cargas de las diferentes
proteinas, lo que ocasiona que todas eluyen en el mismo intervalo del gradiente de
KCl.

100 = Isoelecloenfoque. Esta

(3) técnica sirve para separar a

§ 180 & las proeinas en estado
' | 60 g_ nativo con base en la carga
S ® que presentan a un pH
E 1 40 2 determinado. El isoelectro-
2 5‘ enfoque se lleyd a cabo en
0. 120 ('3 un medio que contenia
. g— glicerol al 20 % vy los

0 5 10 15 20 25 anfolitos necesarios para

Numero de fraccién formar un gradiente de pH

Figura 2. Peril de purificacion obtenido de la cromatografia
de intercambio iénico empleando la resina corrida fue de 6 horas. La
DEAE-Sephacell. () = proteina, (0) = actividad total.

de 2 a 13. El tiempo de la

preparacion se fracciond a
lo largo del gradierite de pH y se obtuvo en el intervalo Acido (pH6.4) una muestra con
la maxima aclividad total de nucleotidasa (figura 3A). La electroforésis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, muestran el enriquecimiento en una
de las bandas proteicas, que probablemente se trale de la nucledlidasa (figura 3B). Sin
embargo, el patron de fraccionamiento de la preparacionno fue reproducible,
debido probablemente a la composicion heterogénea de las micelas formadas por las
protelnas el detergente y los fosfolipidos.
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Cromatografia hidiofdbica (fenil-sepharosa). La separacion de la nucleotidasa en esla
columna se basa en las interacciones de las zonas hidrofdbicas de ta proleina y de la
resina. En este caso, las interacciones se debilitan conforme disminuye 1a fuerza idnica
del amortiguador da elucidn. Para este fin, se prepard un amortiguador que contenia
concentraciones crecientss de EGTA. Los resultados mostraron que la proteina se
asocié fuertemente a la (esina y los tratamientos que se ulilizaron para despegarla
inaclivaron ala enzima.

Gradientes de gficerol. Se realizaron diversos gradientes de glicerol en fos cuales se
vari6 el porcentaje de Zwitiergent 3-14 presente.

a) Gradiente de glicerol de 20 al 50 %, Tris-HCl 30 mM pH 8.0, con 2.5 mM (0.09
%) 0 5.0mM (0.18 %) de Zwittergent 3-14.

b) Gradiente de glicercl de 15 al 40 %, Tris-HCI 30 mM pH 8.0, con 2.5 mM (0.09
%) o 50mM (0.18%) de Zwittergent 3-14.

¢) Gradiente de gliceralde 15 at 35 %, Tris-HCI 30 mM pH 8.0, con 2.5 mM (0.09
%) o 5.0mM (0.18%) de Zwittergent 3-14

La concentracidn de proteina solubilizada con Zwittergent 3-14 fue de 5 mg/ml y se
centrifugé a 100,000 xg a 4°C durante 15 horas. Se colectaron fracciones de 1.5mly
se midid la actividad y 1a concentracién de proteina, En los distintos experimentos
(figura 4) el patrén de hidrolisis de Mg-ATP o Mg-ADP se asocié al de proteina, lo que
indica que no se separ® la nucleotidesa del resto de tas proleinas. Nuevaments,
parece que la heterogeneidad de las miscelas fue un factor importante en ei patrdn de
distribucion de la actividad de nucleotidasa a lo largo de todo el gradiente de glicerol.
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Figura 4. Patrén de punficacitn o btenldo a partir de gradientes de glicerol. A, gradientade
glicerot del 20 al 50 %, la concentratidn de zwittergent 3-14 fue de 5.0 mM a lolargo de
todo ol gradiente. B, gradiente de glicerot del 15 al 40 %, la concentracian det delergente
fue de 2.5 mM a lolargo detodo el gradiente. {#) = proleina, (4) = actividad tota, (©)=
aclividad espacifica.

Uso del colesterol en las membra nas mitocondriales. La incorporacion de colesterol,
asi como el efecto que tiene enlas membranas bioldgicas es ampliamente conocido.
En alta concentracién y a temperatua de alrededor de los 4°C, provoca que la
membrana se vuelva rigida. Estacualidad se tratd de aprovechar en el fraccionamiento
de la membrana mitocondrial. Delal foma, se incubo la fraccion proteica enriquecida
con la aclividad de nucleotidasa, descrila en la seccidn de Metodologla, en presencia
de colesterol y fosfolipidos como se Fradescrito en (48). Esta preparacidn se sonicd a

22micrones en 2 periodos de 1 minuto cada uno, en un sonicador Soniprep 150 marca
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MSE. La temperatura durante la sonicacion se controlé por medio de un bario de hielo
y no sobrepasd los 30°C. Esta preparacion se aplicd a una columna de Sephacryl $400
HR (equilibrada con glicerol al § % y 30 mM de Tris-HCI, pH 8.0). El patrén de
actividad y proteina fue similar al obtenido en los experimentos descritos en la seccion
de Resultados. Esto indica que el colesterol no mejora el fraccionamiento de las
membranas milocondriales obtenido por la lécnica descrita en la seccion de
Metodologla.

Efecto del delergente Zwitlergent 3-14 sobre la preparacion proteica enriquecida con la
actividad de nucleotidasa y de colesterol. Se uso el Zwillergent 3-14 durante la
sonicacion de la preparacion enriquecida con la aclividad de nucleotidasa y colesterol,
con el fin de mejorar la disgregacion de {a membrana mitocondrial y favorecer la
separacion de la nucleotidasa. La muestra se aplic a una columna de Sephacryl S400
HR en las condiciones descritas en la seccion de Metodologia. El patron de
distribucion de la actividad de nuclectidasa fue semejante al de la proteina, lo que
sugiere que el detergente es el que provoca que la distribucién de las proteinas en las
micelas sea heterogénea. De tal forma, este mélodo no puede ser empieado para la
purificacién de la nucleotidasa.

Por ofra parte, se realizaron experimenios con el detergente lauryl malldsido
{concentracidon méaxima del 1 %), en presencia de 100 mM de NaCl. Aunque esle
detergente no modifica la actividad de nucleotidasa, ésla no se separa del resto de las
proteinas (datos no mostrados). Por tanlo, no se puede emplear esle lensoactivo

durante la purificacion de la nucleotidasa de mitocondrias de placenta humana.
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Como se puede apreciar en esta seccion, la dificultad de separar a la actividad de
nucleotidasa del resto de las proteinas de la membrana de las mitocondrias de
placenta humana, puede deberse a la heterogeneidad de [as micelas formadas durante

la interaccion de los detergentes con la membrana mitocondrial,

Por tal molivo, se tienen que probar nuevos enfoques para la purificacion de la
nucleotidasa, tales como el uso de anticuerpos especificos anclados en una columna.
Aunado a eslo, se tienen reportes de que otras nucleotidasas estdn asociadas a
diferentes membranas bioldgicas a través de un puente de glucoinositol, el cual se
rompe con la fosfolipasa C (22). En esle sentido, se someterd a la fraccion
enriquecida con ta actividad de nucleotidasa a la accién de esta enzima y se
determinara el efecto que tiene sobre la liberacidn de la actividad de nucleotidasa al

sobrenadante.
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