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CAPITULO I

INTRODUCCION

El sistema enzimAtico llamado Adenosintrifosfatasa ( ATPasa ) estd ligado
estrechamente con las membranas celulares. Desde que fuera descubierto por J.C. Skou
se hay descripto preparaciones enzimiticas principalmente de microsomas (1), mem-
branas celulares y fragmentos de membranas ( 2,3 ).

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio en eritrocitos de ratas ali-
mentadas con una dieta de composicibén definida, mostraron que el F~ inhibe alostérica-
mente a la ATPasa unida a la membrana de los eritrocitos. Si las ratas se han criado con
una dieta comercial compleja, la cinética de la inhibicibn por F~ es distinta con un grado

N
de cooperatividad significativamente menor (4).

Estos dos tipos de comportamiento, con dietas diferentes, se observaron en las
ATPasas ( Mg;2+ ) dependientes, ATPasa ( Na* + Kt + MgZ+ ) y en la ATPasa ( Na* + k¥ ). *

En experimentos posteriores el agregado de grasa de certo y/o aceite de hfgado de
bacalao a la dieta comercial mostr6 resultados cinéticos anilogos a los encontrados con la
dieta de composicidn definida. Y al revés, en ratas crecidas con la dieta de composicibtn
definida pero privadas de estos dos componentes, la inhibicién por F~ de la ATPasa fué
similar a la observada con la dieta comercial. Estos resultados sugirieron que los cam-
bios cinéticos podfan estar relacionados con las grasas de la dieta. Concretamente, la

dieta comercial serfa un ejemplo de dieta deficiente en grasas frente a la definida, suficiente



o suplementada de grasas.

Esta tesis esti orientada a estudiar mé4s profundamente los hallazgos arriba des-
criptos e intentar relacionarlos con un modelo de comportamiento de la ATPasa y de
enzimas relacionadas, seglin se encuentren en membranas de ratas deficientes o suficien-
tes en grasas. A lo largo del trabajo se han ulitizado la dieta suplementada en grasas y la
misma pero sin el agregado de grasas y se las ha identificado como dietas control y defi-
ciente en grasas, respectivamente.

J.C. Skou ha propuesto para explicar el mecanismo de accién de la ATPasa, la
formaci6én de un intermediario donde hay enzima unida a un fosfato rico en energfa E A/ P:

ATP+ E &= ATP . E
ATP ., E= ADP+E P
E~P —SE+ Pi

El Na* estimularfa la formacién del intermediario fosforilado yel K' su hidrélisis
(5). Este esquema tiene similitudes con otros ( 6,7,8) en cuanto a los roles para Na* y
Kt y en la formulacién de un intermediario fosforilado.

Las preparaciones de ATPasa catalizan la hidrblisis activada por K" de varios fos-
fatos orginicos simples: glicerofosfato, p-nitrofenilfosfato, acetilfosfato (9 - 12 ). Si bién
hay diferencias en ci ertas propiedades de la actividad ATP4sica y de la actividad fosfatd-
sica, los trabajos recientes propugnan que la fosfatasa estimulada por K* es verdaderamente
una reaccién parcial de la ATPasa ( Na*t + K+ ) (13 ) en donde la fosfatasa actuarfa sobre

la protefna fosforilada por ATP quién serfa el sustrato de la enzima. La fosfatasa tendrfa



facultades de traslocar K*. de afuera hacia adentro ( 14 ).

En esta tesis se estudiaron también las actividades fosfatdsicas en ;as dietas normal

R

y &eflclente\_en grasas ya que era dable suponer que la fosfatasa como parte integrante del
sistema ATPasa tenfa posibilidades de mostrarse diferente también.

Los experimentos cinéticos proveen datos donde explicaciones alternativas pueden
muy bien darse. En la fosfatasa, ademis de los pardmetros cinéticos se midieron energfas

*de activacibn y se grafic6 segtin Arrhenius intentando correlacionar los datos termodinimi-

cos con los cinéticos.

* ATPasa ( Mg2+ ) = Adenosfntrifosfatasa dependiente de Mg2+ .
+ +y — |
ATPasa ( Na* + Kt + M32 ) = Adenosintrifosfatasa dependiente de Mg2+ y activada por
Na® + Kt
t+KY) = r+ Kt -
ATPasa ( Na + ) = Adenosintrifosfatasa activada por Na™ + ; se obtiene por dife

rencia de las dos anteriores.



CAPITULOI1

MATERIALES Y METODOS

1) Animales de experimentaci6n : Se utilizaron ratas machos de una colonia iniciada con
ratas Sprague Dawley provenientes del bioterio de Oklahoma Medical Research Foundation,
Oklahoma City, Oklahoma, U.S. A,

A partir de los 20 dfas de edad se dividieron en dos lotes; uno recibi6 la dieta control
o suficiente en grasas y el otro la dieta deficiente en grasas. Se utilizaron las ratas luego
de 15 semanas, cuando el grupo que habfa recibido dieta libre de grasas mostraba los
signos caracterfsticos de deficiencia; el crecimiento fué més lento que en los controles y
desde la semana doceava el peso corporal habfa alcanzado un nivel estacionario a diferencia
de las ratas controles que segu{ag creciendo. El peéo promedio a las 15 semanas fué 270 g.

en las ratas deficientes y 360 g. en las ratas controles. Las ratas deficientes mostraron

decamaciones en la piel.

2 ) Composicidtn de las dietas : La dieta bésica usada por Caputto y col. ( 15 ) desprovista
de aceite de hfgado de bacalao y suplementada con 450 mg. de alfa tocoferol, 60 mg. de

Vit. A y 6 mig. de Vit. D,, respectivamente, por kilo de dieta se us6 como dieta suficiente

en grasas

Como dieta deficiente en grasas se us6 la misma dieta sin grasa de cerdo. En va-

rios experimentos el aceite de mafz reemplaz6 a la grasa de cerdo.



Componentes de la dieta por kilo de dieta :
Casefna
Almfd6n
Az(Gcar
Mezcla de sales
Mezcla de vitaminas
Aceite de hfgado de bacalao
Grasa de cerdo libre de alfa tocoferol

Aphacel ( Cel ulosa sephacel )

Componentes de la mezcla de vitaminas para 1 kilo de dieta :

AzGcar

Cloruro de colina
Inositol
Nicotinamida
Pantotenato de calcio
Piridoxina

Tiamina
Riboflavina

Acido f6lico
2-metilnaftoquinona
Biotina

Vitamina B12

140 g
330 g
350 g
25 g
10g
15 g

g



Las vitaminas A y D estdn presentes en las cantidades necesarias, en el aceite de
hfgado de bacalao.

Componentes de la mezcla de sales para 1 kilo de dieta :

Carbonato de calcio 13,6 g
Fosfato monopotisico 5,6 g
Cloruro de potasio 2,8¢g
Cloruro de sodio 1,7g
Carbonato de magnesio 520 mg
Sulfato de magnesio 400 mg
Fosfato férrico 350 mg

= Fluoruro de sodio ' 25 mg
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Sulfato de cobre 22,5 mg
Cloruro manganoso 8,7 mg
Sulfato de aluminio y potasio 4,2 mg
Ioduro de potasio 2 mg

La dieta comercial Molinos Rfo de la Plata ""Laboratorio' contiene los siguientes
componentes :

Componentes de la dieta por kilo de dieta :

Trigo 470 g
Avena 400 g
Harina de carne 80 g



Leche desecada 30g
Levadura de panaderfa desecada 10g
Cloruro de sodio 10g

La dieta se encuentra suplementada por kilo de dieta con las siguientes vitaminas :

Nicotinamida 5g
Citrato de colina 1,6¢g
Pantotenato de calcio 1,5¢g )
Tiamina 900 mg
Acetato de alfa tocoferol 500 mg
Riboflavina 150 mg
Vitamina Kl . 10 mg
Vitamina Byo 0,5 mg
Vitamina A 400,000 I. U,
Vitamina D 2.1501.U,

Los animales bebieron agua desionizada.

3 ) Obtenci6n del ghost de glbbulos rojos : Se obtuvo sangre por puncién cardfaca que se
recibi6 en frfo en un tubo que contenfa 0,1 ml. de heparina por cada 10 ml. de sangre

( Heparina: 100 mg. /10 ml, de solucibn fisiolégica ). Se lavé tres veces con ClNa 0,9% en
frfo y con una pipeta Pasteur se sac6 la cubierta superior de glébulos blancos. Con los
glbbulos rojos asf obtenidos se prepararon los ghost de acuerdo al método de Dodge y

col. (16). Se lavaron con una mezcla de buffer Imidazol ( pH 7,5 ) 0,002 M; cistefna,



0,001 M y EDTA ( Acido Etiléndiamintetracético ) 0,002 M por dos veces y luego se resus-

pendieron en buffer Tris-CIH ( pH 8,0) 0,05 M. Esta suspensitn de ghost la denominaremos

enzima,

4) Preparaci6tn de microsomas de rifién, cerebro y corazén : Se sacrificaron los animales
con un golpe en la nuca, inmediatamente se los desangrb por completo y se retiraron los

6rganos' que se colocaron en hielo. Se trabajaron dentro de los 30 minutos de extrafdos del

animal.

a ) Microsomas de riiibn : Se prepararon segn el método de Chignel y col. ( 17 ) modifica-

do, usando buffer Tris-ClH ( pH 7,2 ) 0,005 M; con sacarosa 0,25 M en presencia de 0,1%

DOC ( Deoxicolato de sodio ) y EDTA 0,005 M.,

(Y

Los microsomas se suspendieron en buffer Tris-ClH ( pH 7,2) 0,005 M en presen-

cia o no de sacarosa.

b) Microsomas de corazbn : Se obtuvieron siguiendo el método de Brown ( 18 ) con las

siguientes modificaciones : el coraz6bn se macert en 10 volimenes de buffer Tris-ClH

( p.H 7,2) 0,1 M conteniendo 0,25 M de sacarosa, Se centrifugb el homogenato resultante
a 600 x g por 20 minutos y el sobrenadante fue luego centrifugado a 10.000 x g por 30 minu- -
tos; 20, 000 x g por 30 minutos; 80. 000 x g por 30 minutos, descartando el precipitado en
cada vuelta. E] sobrenadante resultante fue centrifugado a 105.000 x g por 120 minutos y
el precipitado obtenido resuspendido en buffer Tris~ClH ( pH 7,2 ) 0,05 M con 0,25 M de

sacarosa constituy6 la enzima.



¢ ) Microsomas de cerebro : Se obtuvieron microsomas a partir de homogenatos prepara-

dos en un medio de buffer Tris-ClH ( pH 7,2‘ ) 0,05 M en presencia de sacarosa 0,25 M,
0,1% DOC y EDTA 0,005 M.

Se centrifugh a 600 x g por 20 minutos en una centrffuga refrigerada International
y luego se efectuaron centrifugaciones a 10. 000 x g por 30 minutos, 20.000 x g por 30 minu-
tos; 80.000 x g por 30 minutos; y ;05. 000 x g por 90 minutos en una ultracentrffuga Beck-
man L-2, El precipitado resultante se resuspendi6 en buffer Tris-CIH (pH 7,2) 0,05 M
en presencia de sacarosa 0,25 M,

Tanto el ghost de glbbulos rojos como los microsomas de los diferentes 6rganos se

guardaron a ~720C y conservaron intacta la actividad de la enzima por varias semanas.

5 ) Determinacibn de la actividad de la enzima : ~

32

a ) Gl6bulos rojos : La actividad de la ATPasa se estim6é determinando el Pi liberado de

ATP32 marcado en P¥ que se preparb siguiendo a Glynn y col. (19 ). La ATPasa total se
determinb en la siguiente mezcla de incubaci6bn que se desarrollb en el transcurso del tra-
bajo, fundamentalmente por haberse encontrado que el pH 6ptimo de la ATPasa de eritro-

citos de rata se encuentra alrededor de 8,0 :

Buffer Tris-ClH ( pH 8,0 ) 25 mM
ClpoMg 2 mM
CiNa 80 mM
CIK 33 mM
ATP32_Tris ( 50. 000 cpm ) 1 mM



Suspensibn de ghost hasta completar un volumen final de 1 ml.

La mezcla se incub6 a 37°C hasta 60 minutos. En estas condiciones no se hidrolizb
mis del 5% del ATP. La reaccibn se par6 adicionando 1,5 ml de Isobutanol-Benceno mez-
clados en proporciones 1:1 ( v/v) y se separb el P, formado del ATP por conversib6n al
complejo fosfomolfbdico el cuil se extrajo de la fase acuosa con la mezcla Isobutanol-
Benceno. A la mezcla inactivada se le agregb entonces 0,1 mil de SO,H, 4,6 N que contenfa
0,06 M PO4HNa2 como carrier y 0,1 ml de molibdato de amonio 15%. La mezcla se agitb,
se incubb a 379C por 60 segundos y luego se centrifugh por 15 minutos. Se pipete6 1 ml del
sobrenadante en 5 ml del lfquido de centelleo segln describen Bramwell y Harris ( 20 ). La
radiactividad resultante se determin6 en un contador de centelleo lfquido Packard. La ac-
tividad se expres6 como pmoles de P04"3 liberados/hora/mg. de protefna.

La ATPasa ( Mg2+ ) se determinb con la mis.ma técnica pero en ausencia de CiNa y

de CIK en la mezcla de incubacibn. Cuando hubo modificaciones se indican en el texto.

b ) Rifibn : La ATPasa total se determin6 en una mezcla de incubaci6bn similar a la usada

para ghost de globulos rojos. El pH 6ptimo fué 7,4 y se incubb a 370C hasta 8 minutos. El

procedimiento continud igual al desarrollado para ghost.

c) Corazén : Se midi6 la enzima en el siguiente medio de incubacibn :
ATP32_Tris (50.000 cpm) 1 mM
ClNa 1 mM

CIK 2 mM

10



Ci,Mg 1 mM
Buffer Tris-CIH (pH 7,2) 25 mM
Suspensi6bn de microsomas hasta un volumen final de 1 ml.

El resto del procedimiento efectuado es similar al método seguido para ghost de

glébulos rojos.

d) Cerebro : Se utilizd para medir la actividad enziméitica una mezcla de incubacibn que

contenfa :

ATP32_Tris (50.000 cpm ) 1 mM

Cl,Mg 2 mM
CiNa 80 mM
CIK- . 30 mM

Buffer Tris-ClH ( pH 7,4) 25 mM
Suspensién de microsomas hasta un volumen final de 1 ml.
Se incub6 a 370C hasta 30 minutos, tiempo durante el cudl la reacci6bn fué lineal y

se continud como se ha descrito para ghost de glbbulos rojos.

6 ) Solubilizacibn de la ATPasa de microsomas de coraz6n : El método desarrollado por

Brown para solubilizar la enzima de corazén en conejos fué utilizado para los microsomas

de corazdn de ratas ( 21).

7) Determinacibn de protefnas : Se utiliz6 el método de Lowry y col. ( 22).

11



8 ) Determinaci6n de la actividad fosfatfsica en ghost de glbébulos rojos : Se sigui6 el
método de J.D. Judah y col. ( 23 ) con p-Nitrofenilfosfato ( sal de Tris ) como sustrato.

Tris p-Nitrofenilfosfato ( p~-NPP Tris) 5 mM

Cl,Mg 2,5 mM
CIK ( cuando se agrega ) 20 mM
Enzima en suspensibn 0,5 mi

El volumen final fue 1 ml. Se incubb a 37°C hasta dos horas en que hubo linealidad
de la velocidad de reacci6n con el tiempo ( ver Figura 1) y se parb la reacciébn con TCA
( Acido tricloroacético ) en concentraciébn 20%. Se adicion6é 0,5 ml de Tris 2M a un mili-
litro del sobrenadante que se obtuvo de centrifugar el precipitado obtenido y se ley6 a 420

mu en un espectrofotobmetro el color amarillo desar_rollado proveniente del p-Nitrofenol.

b

12
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FIGURA 1

Crecimiento lineal de la velocidad de la reacci6bn expresada
como pM p-NFenol/mg. prot./hr en funci6bn del tiempo.
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CAPITULOIII

RESULTADOS Y DISCUSION

a) ATPasa de ghost de eritrocitos :

Cinética de la inhibici6én por F~ : Las velocidades mfiximas de la ATPasa ( Mg‘2+) y de la
ATPasa total a dos concentraciones de F~ estdn pres.entadas en la Tabla I. Un grafico de
Lineweaver y Biirk de ( S/v) versus (s ), donde s es la concentracibn de ATP-Mg2+, mos-
t“rvf;que la inhibici6bn producida por F~ era no competitiva y el Ky, 0,18 mM para ambas
ATPasas ( Figura 2).

Hill desarroll6 la siguiente ecuacibn :

log| v =-logK+nlogl (1) log[ v =nlogS-logK (2)
V Vm-v

o~V
donde para (1) V, es la velocidad enzimitica en ausencia de inhibidor, v es la velocidad
a una concentraci6én dada de inhibidor, I es la congentmcibn del inhibidor, K es una cons-
tante de afinidad y n da una idea del nGmero de sitios que interactGan en la enzima y de la
intensidad de la interacci6n. En ( 2 ) S es la concentracibn de sustrato o activador, Vp, es
la vel]ocidad mixima alcanzada con el activador o el sustrato, v es la velocidad a una con-
centraci6bn dada de estos dos Gitimos y n y k tienen el mismo significado que en (1).
El valor de n se obtiene de graficar log ( v/Vo-v ) en funcibn del log ( I) para (-1 )

y del log ( v/V,-v) en funcibn del log ( S) para ( 2 ). Una representacién de este tipo di6

n = 1,0 cuando se us6 el sustrato ATP para la enzima total y la ATPasa ( Mg2").

14
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FIGURA 2

Efecto de la concentraci6én de ATP-Mg sobre la actividad

de la ATPasa total. Grifico de la velocidad de produccitn
de Pi en ausencia 0-0 y en presencia e-e de F~ en unidades
arbitrarias en funcién de la concentraciétn de sustrato segn

Lineweaver-Blrk.
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La medici6n del K; =50, concentraci6n del inhibidor que se precisa para inhibir el

50% de la reacci6n, mostr6 que la ATPasa total se inhibi6 mis que la ATPasa ( MgZ")
( TablaI).

TABLA I

Constantes Cinéticas de la Inhibicién por F~ de la ATPasa ( Mg:2+ ) ydela
ATPasa Total de Ratas Alimentadas con Dieta Suficiente en Grasas

F- (mM)
Constantes ATPasa ( Mg2t) ATPasa Total
0,0 2,0 0,0 1,5
n 1,0 “1,0 1,0 1,0
Vax (moles PO, ~3/mg prot/hr) 2,8 2,1 6,0 4,3
Ko, 5 (mM) 2,4 1,8

Este resultado se puede analizar segfin las ideas actuales de enzimas
alostéricas. El término enzima alostérica, seg(in observa Koslfland, puede definir a una
enzima que A ) contiene un sitio topoldgicamente distinto del sitio activo, B ) muestra
cinética sigmoidea y C ) cataliza una reacci6n en la ramificaci6tn de un camino metabblico.
(24 ). Estas propiedades pueden presentarse juntas aunque no siempre es asf.

Se entiende como efecto alostérico al de un modificador ( efector o ligando ) unido
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a un sitio topolégicamente distinto ( sitio alostérico ) del sitio activo de la enzima, in-
fluenciando por accibn indirecta la actividad o unibn al sitio activo del sustrato. Final-
mente se definen como interacciones homotrb6picas y heterotrtpicas a las que suceden entre
ligandos iguales y ligandos diferentes, respectivamente ( 25 ).

Monod et al. desarrollaron un modelo basado en el "principio de simetrfa' para los
efectos cooperativos, asumieron que los cambios conformacionales suceden a través de una
isomerizacién entre dos estados R y T de la protefna. Si el sustrato se une a uno de los dos
estados, sea R, la adici6bn posterior de sustrato aumentarf la concentracién del estado R
y la curva de saturaci6n seri sigmoidea, como lo confirma el anfilisis mateméitico.

Para la ATPasa del ghost de eritrocitos el sustrato ATP no presenta curvas de velo-
cidad-sustrato sigmoideas y los datos transportados aun grifico de Hill correspondieron
a la cinética cldsica con el valor n = 1,6. El sustratob ATP en consecuencia muestra igual
afinidad por los estados R y T. Para este caso el modelo considera variaciones en los dos
parimetros clisicamente usados K, y V,,, segin esté presente el sustrato solo o el sus-
trato y el efector. Solo si los dos estados difieren en actividad catalftica el efector afectaré
la reaccibn, se comportard como activador o inhibidor seg(in tenga mixima afinidad por el
estade activo o el inactivo de la protefna. Estos sistemas se han llamado V positivo y V
negativo, respectivamente.

La Tabla I muestra que el sustrato ATP y el efector negativo F~ forman un smtém
V negativo, el ATP no cambia su K;,, en presencia de F~, no compiten ambos por el sitio

activo de la enzima, tampoco el n = 1,0 se modifica y si cambia la velocidad mixima en
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presencia de concentraciones crecientes de F~,

Efecto del pH sobre la inhibicién : En la Tabla I I vemos la inhibicién por F~ de las

ATPasas a distintos pH y la influencia del mismo sobre la inhibicibn.

TABLA 11

El Efecto del pH sobre la Inhibicién por F~ de la ATPasa ( Mg2" )
y de la ATPasa Total

ATPasa ( Mg2") ATPasa Total
Concentrac. pH
F- N
( mM) 7,2 8,0 9,0 7,2 8,0 9,0

( pmoles P04'3/mg. protefna/hora )

0,0 0,9 3,0 3,0 1,5 6,2 5,8
0,4 0,7 2,9 3,0 1,3 5,9 5,8
0,8 0,4 2,7 3,0 0,9 4,8 5,2
1,6 0,2 2,0 3,0 0,2 2,6 5,0
3,0 0,1 1,3 3,0 0,1 0,7 4,0

18



A pH 9,0 la acci6n del F~ como inhibidor pricticamente desaparece, asf la ATPasa
( Mg'2+ ) que tiene igual actividad a pH 8,0 y pH 9,0 no modific6 su actividad para concen-
traciones de F~ entre 0,4 y 3,0 mM a pH 9,0.

Hay evidencias que cambios en el pH modifican las curvas de velocidad para algunos
sistemas enzimAticos, haciénd.olas mis o menos sigmoideas ( 26 ), en nuestro caso la
ATPasa ( Mg2" ), que en ausencia de F~ tiene a pH 8,0 igual actividad que a pH 9,0. El pH
se comporta como un anflogo del inhibidor F~, en ausencia de F~ el anilogo no modificarfa
la velocidad de la reaccién pero en su presencia desplazarfa al efector F~ y reactivarfa a
la enzima inhibida aunque no podrfa interactuar con el sustrato.

Si la analogfa entre pH y anilogos del efector se circunscribe a no permitirle al F~
ocupar sus sitios es posible que cambios en el pH induzcan a su vez cambios en la distri-

N

bucién de carga en la protefna alostérica y hagan inaccesibles los sitios al F~.

Efecto de la concentracién de Mg2t sobre la inhibicién : Opit y col. hicieron notar que la

inhibicibn por F~ podfa deberse a la formaci6bn de FoMg insoluble que secuestrara al Mgz"'
del medio. En la Tabla I I I vemos que hay una inhibicibn creciente con las concentraciones
de Mg2+ mayores y hace muy improbable que la formacibtn de FoMg sea la causa de la in-
hibici6n por F~. Ademéis estos mismos autores vieron que altas concentraciones de Mgz"'
en ausencia de F~ inhibfan la actividad AT P 4sica aditivamente con la accibén del F~ y

parecfan ser efectos independientes, como también se ve en la Tabla ( 27).



TABLAIII

El Efecto de la Concentraci6n de Mg2¥ sobre la Inhibici6n por F-
de la ATPasa Total

Concent{a;i:dn) de Mgz + Conoen(u:;;b)n de F~ % Actividad
1,0 | - 100
2,02 - 100
6,0 - 97
1,0 1,2 70
2,0 1,2 65
6,0 1,2 | 53
1,0 2,0 52
2,0 2,0 40
6,0 2,0 37

8 1a actividad enzimAtica de 6 jamoles PO 4"3/ mg. protefna/hora a 2,0 mM Mg2+
en la ausencia de F~, fué tomado como 100% de actividad.

El interés con que se efectuaron los experimentos mostrados en la Tabla I I I fué
demostrar el no secuestro del Mg2+ por el anibn aunque no sabemos en que manera actGa
el Mgz"'_cuando incrementa la inhibicibn, solo podemos dejar planteadas dos hipbtesis de su

accion: a) el Mg2+ es necesario para que haya actividad de la enzima con una relacitn
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Optima 1 ATP : 1CloMg, el exceso de Mg2+ pudiera competir con el verdadero sustrato
ATP-Cleg por el sitio activo disminuyendo la accesibilidad al mismo; b ) el Mg2+ puede
ocupar sitios especfficos sobre la superficie de la enzima que produzcan modificaciones

conformacionales en la protefna cuyo resultado sea una afinidad aumentada al F~.

Reversibilidad de la inhibicién : La inhibicidn por F~ tiene un caricter reversible como se

desprende de la TablaI V.

TABLAIV

Caricter Reversible de la Inhibicibn por F~ de la ATPasa Total

Mezcla de Conc. F~ Tiempo de Actividad
incubacidn (mM) incubacibn enziméitica 2
( min) (cpm)

1 1,5 1.5 950

2 1,5 30 1920

3 3,0 15 615

4b 3,0 15

1,5 15 1580

2 Determinada con ATP32 como se describe en materiales y métodos; la
misma cantidad de enzima se usd en cada mezcla de incubaci6én. Valores
de radiactividad corresponden a la mezcla de incubacibén total.

b Incubado por 15 min, luego dilufdo al volumen doble con una mezcia de.
incubacibén sin enzima e incubado por otros 15 minutos.
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El valor de la actividad ATP4sica obtenido cuando la enzima se incubb con 3,0 mM
d_e ¥~ por 15 minutos, luego se diluyd al doble y se incubb otros 15 minutos ( mezcla de ip-
cubacién 4 ) fué similar a la suma de las actividades de dos incubaciones separadas de 15
minutos cada una de la enzima con 1,5 mM de F~ ( mezcla l) ycon 3,0 mM de F~ ( mez-
cla 3) respectivamente.

Otra caracterfstica de un inhibidor alostérico es la reversibilidad-de-la-inhibicin,

condicibn que satisface el F~,

Inhibicidn por I~ en las ATPasas de ratas alimentadas con dieta comercial : Farfas en su

tesis doctoral habfa mostrado que las curvas de velocidad relativa de la actividad enzimi-
tica vs. la ( F~) presentaban una forma sigmoidea yn) 1,5 ( coeficiente de Hill ) con la
dieta de composicidn definida y una forma hiperbbdlica con coeficientes de Hill < 1,5 con la
dieta comercial.

Se buscaron el o los posibles componentes responsables del comportamiento distin-
to de la dieta comercial. Los ensayos se orientaron a estudiar el efecto del agregado de
grasas, sales y vitaminas a la dieta comercial. La Tabla V mostr6 que de éstos solamente
las grasas producfan un cambio del n a valores similares a los vistos con la dieta bisica en

un tiempo breve de 10 dfas.

El paso siguiente fué ver si las ratas alimentadas con la dieta comercial revert{an
sus valores de n cuando se las colocaba en dieta b4sica, se encontrd que ya a los 4 dfas el
n era -2,0, Con este dato y los aportados en la Tabla anterior se modificd la dieta de com-

posicibn definida ( B4sica ) en sus componentes grasos.
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TABLAV

Diversas Adiciones a la Dieta Comercial y su Influencia sobre los Valores
de n para la ATPasa Total de Ratas en Funcién del Tiempo

‘Tiempo ( Dfas )
Adiciones a la dieta comercial

, 3 5 10 14
Sales y vitaminas 1,5% 1,4 1,3 - 1,4
Grasa de cerdo 2,5% y aceite
de hfgado de bacalao 2,5% 1,3 1,6 - 1,8
Grasa de cerdo 5% - - 1,8 -
Aceite de hfgado de bacalao 5% - - 1,8 -

La Tabla siguiente ( V I ) muestra que la carencia de grasas no permite obtener los
valores de n de la dieta definida completa. También se ve que el cambio de esta dieta a la
dieta comercial modifica lentamente los coeficientes de Hill.

Asf se logrd tener una dieta de composicién definida que diera frente a la inhibici6én
por F~ en la ATPasa, curvas de comportamiento similar a la dieta comercial. Desde ese
momento se utilizd como dieta carente o deficiente en grasas y reemplazd ventajosamente

a la dieta comercial.

23



eptuyop

e‘T ¢'t 0'2 0°2 - - - [e1010MO0) ugrorsodwoy
ady 'sua
sgw ‘oe[BORq Op Ope3)y
9p 93190% £ OpIo9 op BSBAI
- - €T e'T BT - - uls epurjep ugyorsodwon [erozowmo)
d £ v 'snA szw ‘oe[eoeq
L op ope3jy ap 9j199%€ uys
- - - 0‘2 1‘2 - - ep1uIjop ugrorsodwo) [e1ox0won
opI9o9 9p eBSeI3d uls
- - - 0‘g> - e - epruryap ugrorsodwo) [Br0I9WO)H
- - 0°‘e 0‘z" 6°'T LT ST eprujop ugrorsodwon [eloxowo)n
1434 o€ oT - ° 4 € (4 T e)o1p ®)o1p
( sejp ) =301p epundos B[ uod ugrorjuowW [y op odwory, epundog vIOWNXJ

"eja1( epundog el ud odwory, [op BIOUIN[U *BPIUIO( ugiorsodwoy op 191 Bpundog eun B STpRIquEB)
93UdWII01I0}SOJ £ [BIOIOWO) ¥IOI(] UOO SBPBIUSWILY STy op [BI0L BSBJLY Ul vlud u op SoJo[ep

IAVIIVL

24



Efecto de la carencia de grasas esenciales en la inhibicidn alostérica de la ATPasa: La

Figura 3 muestra el efecto de la inhibici6n por F~ sobre las ATPasas ( Mgz"' ) del ghost de
ratas alimentadas con dieta suficiente en grasas ( control ) y con dieta deficiente en gra;e,as.
En la Figura 3 se ve la accibn del F~ sobre la ATPasa total proveniente de ambas dietas.

Las Figuras 2 y 3 muestran que una representacién de velocidades relativas de ac-
tividad enzimética en funci6n de concentraciones crecientes de F~ da curvas de inhibicibn
mis sigmoideas para la enzima del lote control. Cuando se representd usando la ecuacién
de Hill el log ( v/ V,-v) en funcidn del log ( F~ ), vemos en el ingulo superior de la Figura 3
para las ATPasas ( Mg2+ ) que las pendientes fueron -2,2 para la enzima del lote control y
-1,4 para la del lote deficiente en grasas.

La Figura 4 para las ATPasas totales permite ver que se obtienen las mismas pen-

dientes que con la ATPasa ( Mg;2+ ) en las respectivas dietas.

Walker ha analizado la composicién de los 4cidos grasos en varios 6érganos en ratas
deficientes en graéas y controles como también las modificaciones que sufren éstos al cam-
biar de dieta deficiente a control por varios perfodos de tiempo ( 28 ). En nuestro labora-
torio, Bernabé Bloj analizd la composicidn de 4cidos grasos en eritrocitos de ratas de
dietas suficientes y deficientes en grasas y obtuvo valores coincidentes con los de la lite-

ratura,
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FIGURA 3

Accién de F- sobre la ATPasa ( Mg2" ) de ratas alimentadas
con dieta suficiente en grasas o-e y dieta deficiente en grasas
0-o. Gréafico de la velocidad relativa de la reaccidn en funcibn
de ( F~). En el 4ngulo superior grafico de v/V,-v en funci6n
de ( F~) en coordenadas logarftmicas. La pendiente de cada
linea est4 indicada en la Figura.
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FIGURA 4

Accibn de F~ sobre la ATPasa Total de ratas alimentadas

con dieta suficiente en grasas ¢-e y dieta deficiente en grasas
0-0. Gréfico de la velocidad relativa de la reaccién en funcibén
de ( F~). En el 4ngulo superior grifico de v/V,-v en funcién
de ( F~ ) en coordenadas logarftmicas. La pendiente de cada
linea est4 indicada en la Figura. '
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% de Acidos Grasos Totales en Eritrocitos

Walker Bloj
) Suficiente Deficiente . Suficiente Deficiente
Acido Acido
en grasas en grasas en grasas en grasas
16:0 26,87 0,45 21,0 0,41 16:0 19;8 9,6
16:1w7 1,0+ 0,05 3,5%0,79 18:0 12,6 10,8
18:0 16,37 0,5¢ 14,4%to0,47 181 12,5 10,9
18:1w9 9,51 0,17 20,6+ 1,52 18:2 12,0 4,3
18:2w6 10,2 0,67 1,1%0,29 20:3w9 0,4 13,5
20:3w9 0,1 % 0,02 24,97 0,88  20:3wé 1,8 -
20:4w6 28,27 0,74 8,41 0,90 20:4w6
+ 22:1w9 30,0 20,6
22:3w9 trazas 1,9%0,26
. 22:3w9 - 2,4
22:4w6 3,2+ 0,04 0,6 70,17
24:0 1,6 5,1
22:5w6 2,0+ 0,15 0,77 0,04
22:5w6 3,2 -
22:5w3 1,3 -
22:6w3 1,5 3,9

La Tabla anterior es una transcripcién de la composicidn en 4cidos grasos de eri-

trocitos en las dos dietas segin Walker y Bloj respectivamente. Observamos que los eri-

trocitos de ratas controles tuvieron un alto porciento de 4cido araquidénico (28 %) y de
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4cido linoleico que aportd el 10% de los 4cidos grasos tota}es. Ambos 4cidos, como los otros
insaturados 22:4 y 22:5 todos de la serie wé estin muy disminufdos en las ratas deficientes
donde se observa un aumento en los de la serie w9,

Cuando se alimentb con 4cidos grasos esenciales a los animales deficientes, Walker
encontrd que dentyo de los 6 dfas los eritrocitos alcanzaban el nivel de &cido linoleico de los
animales controles con disminucién de oleico y palmitoleico; el &cido araquiddnico fué mis
lento en alcanzar el nivel de los controles.

La incorporacibén de linoleico y araquidénico, dos 4cidos grasos esenciales, se obtiene
aumentando el linoleato de la dieta; cuando se consumen dietas pobres en linoleico se incor-
poran los 4cidos oleico y palmitoleico; sus presencias son un fndice de deficiencia en 4cidos
grasos esenciales.

Un control efectuado sobre los valores de n en la inhibicién por F~ fué el obtenerlos
con diferentes preparaciones enziméticas: ghost no lavados, ghost rotos y ghost libres de
hemoglobina. Los coeficientes de Hill no se alteraron y se interpretd como que la diferencia
encontrada entre las dos dietas era improbable que se debiera a un efecto "in vitro' donde
algtin componente que actuase como cofactor se pudiere haber perdido en la obtencién del

preparado enziméitico.

Inhibicién por F~ en presencia de ouabaina : Las Figuras 5 y 6 corresponden a curvas de

velocidades relativas de la accibn enzimAitica para la inhibicién por F~ en presencia de una
concentracién constante de ouabafna 1 x 10~% M, A esta concentracién se inhibi6 la activa-

cién por ( Na* + K" ) pero hubo en la ATPasa ( Mg2¥ ) inhibici6n por F~.
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FIGURA 5

Accibn de F~ sobre la ATPasa ( Mg2+) e-e y ATPasa Total o-o
de ratas alimentadas con dieta suficiente en grasas en presen-
cia de 1 x 104 M Ouabafna. En esta concentracibn inhibi6 la
activacién por Na¥ + Kt en un 75%. Gréafico de la velocidad
relativa de la reaccibén en funcién de ( F~ ). En el 4ngulo supe-
rior grafico de v/Vy-v en funcién de ( F~) en coordenadas loga-
ritmicas. La pendiente de cada linea estd indicada en la Figura.
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FIGURA 6

Accibn de F~ sobre la ATPasa ( Mg2*) o-o y ATPasa Total o-e
‘de ratas alimentadas con dieta deficiente en grasas en presencia
de 1 x 104 M Ouabafna. En esta concentracibén inhibié la acti-
vaci6n por Nat + K¥ en un 75%. Gréfico de la velocidad relativa
de la reaccidén en funcién de ( F~). En el 4ngulo superior gri-
fico de v/V_-v en funcién de ( F~) en coordenadas logarftmicas.
La pendiente de cada linea est4 indicada en la Figura.
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No hubo cambios en la direccidén de la sigmoidicidad de las curvas. Los valores de
n obtenidos estdn mostrados en el 4ngulo superior de las figuras.

Para la activacidn por Na™ y Kt 6 ATPasa ( Na® + K* ) los valores de n se determina-

ron grificamente usando la siguiente ecuacibn :

log | Yt=Vb -1} = logK, - n, log § (1)
% - Vb

donde Vt y Vb son las velocidades miximas de la reacci6n para las AT Pasas total y ( Mg2+ ),

respectivamente; K, es el Km para la ATPasa ( Na* + K" ); n, es el nGmero de sitios o un

[

La ecuacibn (1) deriva de la ecuacidn general de la velocidad de reacciodn :

Va =

1+K,

sa

'va = vt - Vb ( 2 )
donde v, y V, son las velocidades de reaccién y la mixima velocidad de reaccién para la
ATPasa ( Nat + K* ) respectivamente; a una concentracién mayor de ¥~ :

Va=Vi -V

al sustituir V, en ( 2 ) se obtiene :

vt =~ Vb sta

aplicando logaritmos a la ecuacidn ( 3 ) se obtiene la ecuacién (1). Un grafico de

log [ Vi -V - 1] en funcién del log ( S) es lineal con una pendiente n,. Usando los datos
Vi - Vﬁ

de los experimentos representados en las Figuras 3 y 4 y graficando los logaritmos de las

velocidades en funcidn del log ( S ) se obtuvieron los valores de n de la Figura 7. La pendiente
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FIGURA 7

Determinacién del valor de n para la ATPasa ( Na* + K7 de
ratas alimentadas con dieta suficiente en grasas e-e y dieta
deficiente en grasas o-o. Grafico de ( Vi-Vy )/( Vi=-Vp) =1
en funcién de ( I'" ) en coordenadas logarftmicas. Los datos
provienen de los experimentos representados en las Figuras 3
y 4.

33



fué -~ 2,7 para la ATPasa ( Nat + K+) de animales suficientes en grasas y - 1,5 para la
enzima de animales deficientes en grasas.

Los valores de n para las ATPasas de ratas criadas con las dos dietas se pueden ver
en la Table VII. Cada valor de n es el promedio del n;amero de dete.rminaciones que figura
entre paréntesis. Se infiere de la Tabla V I I que los valores de n para las ATPasas del ghost
del lote control fue siempre significativamente mayor que el de los animales deficientes en

grasas.

Car:.0s en la diets y su influencia sobre el n: La Tabla VIII muestra los valores que fue

alcanzando el n para la ATPasa total de ratas defipientes en grasas cuando se las cambid a
la dieta control. A partir del d{a 12 en la nueva dieta se obtuvo el valor -2, 2 que es tfpico
de las ratas alimentadas desde su nacimiento con dieta conirol.

Asimismo cuando se cambib a dieta deficiente en grasas a ratas que habfan crecido
con la dieta control, el n cambib de -2,2 a -1,4 luego de cuatro a cinco semanas de consumir
la dieta deficiente en grasas.

Es sugestivo que el n de ratas deficientes en grasa cambiara a los 12 dfas a valores
similares a los de la dieta coatrol; este tiempo es muy prdéximo al necesario para reesta-
blecer el nivel de 4cido linoleico en ios eritrocitos, un 4cido graso esencial presente en
muy baja cantidad en dietas deﬁcientes en grasas.

Asimismo estos resultados permiten descartar que hubiera una necesidad de una
sintesis ""de novo' de prote{na enzimitica pues en 12 dias la poblacidn total de globulos

rojos se ha renovado solo en un 10%.-
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TABLAVIII

Efectos del Cambio de Dieta Deficiente a Dieta Suficiente en Grasas Sobre
el Valor de n para la ATPasa Total

Tiempo en dieta suficiente ( Dfas) Valor de n
0 -1,4
2 -1,3
S -1,7
12 -2,2
15 -2,2

b ) ATPasas de riiidn, corazdn y cerebro.
+ K+ 02+ . . .
La ATPasa ( Na™ + + Mg® ) estd presente en los tejidos de varias especies. Para
conocer la generalidad del efecto encontrado durante la inhibicién con F~ de ghost de eritro-
citos, se estudid dicha inhibicidn en cerebro, rifidn y corazbdn de ratas bajo las dos dietas

y como influfa en ratas deficientes cambiarlas a la dieta control.

Inhibicién por F~ : Las ATPasas de los tres 6rganos estudiados se inhibieron por F~ en pro-

porciones diferentes segln se desprende del K;=50. Asfpara iguales ( F~) la ATPasa de

cerebro sufridé la mayor inhibicibn.
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Las Figuras 8A, 9A y 10A son curvas tfpicas de la velocidad relativa de reaccibn en
funcidén de ( F~) para las ATPasas totales y ATPasas ( Mgz"') de rifibn, corazdn y cerebro,
respectivamente. Las ATPasas ( Mg2+ ) estdn representadas como un valor porcentual de
la activacidn por Na*t y K*.

En las Figuras 8B, 9B y 10B se han representado las ATPasas de rifién, corazt_m y
cerebro de ratas deficientes en grasas.

En la Tabla IX se presentan los n para las ATPasas de ambas dietas. Vemos que
rifibn y corazdn dieron, como el ghost de eritrocitos, n 2> 1,5 en los animales bajo dieta
control yn € 1,5 para las ATPasas de animales deficientes en grasas.

El cerebro mostrd un comportamiento particular y did n> 1,5 cualquiera fuese la
dieta a que estuvo sometido el animal. Se cambiaron las concentraciones de Na* y de K";
con 160 mM de Na+ y 60 mM de K* en el medio de incubacién las curvas de inhibicién que
se obtuvieron para el F~ fueron similares a las que se hicieron con 80 mM de Na* y 30 mM
de K.

Bader y colaboradores ( 29 ) estudiaron en seis tejidos de once especies las rela-
ciones entre la actividad ATPésica y los intermediarios fosforilados; sus resultados indican
que se obtienen idénticos péptidos marcados con P32 cuando se fosforilan las enzimas ¥ luego
se las digiere con pepsina més pronasa y se hace electroforesis, es decir que el mecanismo
de la ATPasa ( Nat + K+) es probablemente similar en la mayorfa de los tejidos y especies
animales. Se puede inferir que la deficiencia en 4cidos grasos esenciales actia sobre estas

enzimas de membrana en la misma direccién ( ver discusibén general ).
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FIGURA 8A

Accibén de F~ sobre la ATPasa ( Mg'z"') 0~0 y sobre la
ATPasa Total o-o de microsomas de rifién de ratas ali-
mentadas con dieta suficiente en grasas. Gréfico de la
velocidad relativa de la reaccitn en funcién de ( F~ ). En
el 4ngulo superior grifico de v/Vy-v en funcidén de ( F~)
en coordenadas logarftmicas. La pendiente de cada linea
esti indicada en la Figura.
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FIGURA %A

Accién de F~ sobre la ATPasa ( Mg2") 0-0 y sobre la
ATPasa Total o-o0 de microsomas de corazdn de ratas
alimentadas con dieta suficiente en grasas. Gréifico de la
velocidad relativa de la reaccidn en funcitn de ( F~ ). En
el angulo superior gréifico de v/Vy-v en funcitn de ( F7)
en coordenadas logarftmicas. La pendiente de cada linea
estd indicada en la Figura.
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FIGURA 10A

Accitn de F~ sobre la ATPasa ( Mg2" ) o-o0 y sobre la
ATPasa Total -0 de microsomas de cerebro de ratas
alimentadas con dieta suficiente er grasas. Gréafico de la
velocidad relativa de la reaccidn en funcién de ( F~ ). En
el aAngulo superior grafico de v/Vy-v en funcién de ( F-)
en coordenadas logarftmicas. La pendiente de cada linea
estd indicada en la Figura.
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FIGURA 8B

Accién de F~ sobre la ATPasa { Mg2" ) o-o0 y sobre la
ATPasa Total e-o0 de microsomas de riiidén de ratzs alimea-
tadas con dieta deficiente en grasas. Gréfico de la velocidad
relativa de la reaccidén en funcién de ( ¥~ ). En el 4ngulo su-
perior gréifico de v/Vo—v en funcidén de ( F~ ) en coordenadas
logarftmicas. La pendiente de cada linea esti indicada en la
Figura.

41



Velocidid Relativa

— 100

50 L
L2
. K" 100 \
e > 0’5 »—_‘]U \a‘ﬂ<‘1,0
0'2 ! 1 1 1
62 051020 50
F- mM

FIGURA 9B

Accibn de F~ sobre la ATPasa ( Mg2+) 0-0 y sobre la
ATPasa Total ¢o-0 de microsomas de corazdn de ratas ali-
mentadas con dieta deficiente en grasas. Grifico de la velo-
cidad relativa de la reaccidén en funcién de ( F~). En el
dngulo superior grafico de v/V,-v en funci6n de ( F~) en
coordenadas logar{tmicas. La pendiente de cada linea estd
indicada en la Figura.
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FIGURA 10B

Accibn de F~ sobre la ATPasa ( Mg2+) 0-0 y sobre la

ATPasa Total o-o de microsomas de cerebro de ratas alimen-
tadas con dieta deficiente en grasas. Grifico de la velocidad
relativa de la reaccidén en funcién de ( F~ ). En el &ngulo su-
perior grafico de v/V o~V en funci6n de ( F~) en coordenadas
logarftmicas. La pendiente de cada linea est4 indicada en la
Figura.
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Cambios de la dieta y su influencia sobre el n: Paralelamente al ghost de eritrocitos, las

ATPasas de rifibn y de corazbn de ratas deficientes en grasas dieron n -2,0 a los 16 dfas de

haber sido cambiadas a la dieta control. Este valor -2,0 para la inhibicibn por F~ es tfpico

de las ATPasas provenientes de ratas suficientes en grasas.

Del an4lisis efectuado sobre la composicibn de los 4cidos grasos en ratas en deficien-

cia en grasas y en controles transcribimos la tablg que presenta la composicidn en 4cidos

grasos esenciales para corazbtn y cerebro ( Brian L. Walker, ( 28)).

% de Acidos Grasos Totales en Corazbn y Cerebro

Acido , Corazbn Cerebro
Suficienfe. Deficiente Suficiente Deficiente
’ en grasas en grasas* en grasas en grasas

16:1w7 0,7+0,15 4,7%t0,25 - -
18:1w9 13,1% 0,45 28,271 0,50 25,31 0,36 27,5+ 1,06
18:2w6 27,01 0,92 2,8%0,15 1,6 70,69 0,3%0,10
20:3w9 trazas 25,0 T 0,01 0,2%0,07 6,9%0,35
20:4w6 18,9 % 0,78 4,8%0,28 10,4 T 0,12 5,57 0,19
22:3w9 - - trazas 1,6%0,15
22:4w6 1,61 0,12 0,2%0,03 3,470,15 1,17 0,10
22:5w6 4,5%0,45 0,3 0,06 2,7% 0,26 2,2% 0,26
22:6w3 - - 9,2%0,31 9,6 10,66




Vemos que en corazbdn el 4cido linoleico fué el 4cido insaturado presente en mayor
cantidad en los lfpidos de las rataé controles seguido por el 4cido araquidénico. Ambos
estdn visiblemente disminufdos en los lfpidos de ratas deficientes con un incremento en los
4cidos oleico, palmitoleico y el 20:3w?9.

En cerebro encontramos un 4cido caracterfstico de este 6rgano para varias especies,
el Ac'ido docohexanoico ( 22:6w3 ) que no se encuentra en otros tejidos estudiados. El 4cido
linoleico estd en baja concentraciébn y, en la dieta deficiente en grasas, los lipidos se mos-
traron poco susceptibles a cambiar, si bien hubo una leve disminucibn en la serie wé y un
aumento en los &cidos de la serie w9. En general el qerebro es menos susceptible a cambios
por esta dieta que varios otros tejidos de rata, por ejemplo corazbn, testficulos, eritrocitos,
hfgado y plasma. Considera Walker que la relativa estabilidad es debida a la época temprana
de la vida en que estos lfpidos se forman y a una ma}or estabilidad metabblica. En el cere-
bro el cambio en el contenido de 4cidos grasos para las ratas deficientes cambiadas a dieta
control fue muy lento, asf por ejemplo a los 80 dfas de disminuir el 4cido 22:3w9, estaba
aGn con valores por encima a los de los controles.

Este comportamiento de los 4cidos grasos en los lfpidos de los tejidos estudiados se
puede correlacionar estrechamente con el parimetro cinético n encontrado en la inhibicibén

por F~; las ATPasas de ratas deficientes pasadas a la dieta control dieron en todos los ca-

sos, excluyendo cerebro, en pocos dfas el valor de n de la enzima control.

Solubilizacibn de la ATPasa de microsomas de corazbn : Cuando se encontrd el efecto arriba

descripto con la enzima en membranas interes6 saber si era propio de la enzima "per se"



o si dependfa de su asociaciébn con la membrana. Entonces se intentd solubilizar la enzima
de los microsomas de corazbn.

Se tratd con digitonina a una concentracibn final del 0,5% y se obtuvo actividad ATP4-
sica en el sobrenadante de 105. 000 x g por dos horas. Los valores de n para la inhibicidn
por F~ fueron -2,0 y -1,0 para las fracciones solubles del lote control y deficiente en gra-
sas, 'respectivamente ( Figura 11).

Las concentraciones de F~ requeridas para obtener inhibicién fueron menores que
las necesarias en microsomas sin tratar; es factible que la accesibilidad a los sitios del
anibn estuviera aumentada al tener el sistema menos_protefna no activa. ( Se duplicb la ac-
tividad especffica con relaci6n a la enzima microsomal sin tratamiento ).

Sin embargo el procedimiento fragment6 a la membrana en partfculas menores ( 21 );
asf a 105. 000 x g por 3 horas la fraccibn activa sed;mentb por completo.

La enzima perdi6 tanto la capacidad de activarse por Na' y K como la de ser inhi-
bida por ouabafna; estos datos permiten inferir que posiblemente la enzima, si bien no esta
libre de la membrana sobre la que se asienta normalmente, se encuentra sobre una mem-
.brana incompleta. Esto esti avalado en parte por la recuperacidn de la inhibici6bn por oua-
bafna que se obtiene al fijar la preparacibn anterior sobre azida celulosa ( 21).

H. Yoshida y col. obtuvieron una fraccibn soluble de cerebro por tratamiento con
digitonina al 0,5% y posterior sonicaci6n por 15 minutos a 10 Kciclos / seg ( 30 ). La Tabla
X muestra que la fraccibn activa soluble fué, en nuestro caso, menor que con el tratamiento

de digitonina sola; asimismo luego de tres horas a 105. 000 x g sedimentt
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FIGURA 11

Accién de F_ sobre la ATPasa ( Mg®t) de ratas alimentadas
con dieta suficiente en grasas e-e y dieta deficiente en gra-
sas 0-o0 de microsomas de corazbn tratados con digitonina.

Gréfico de la velocidad relativa de la reaccibn en funci6n de ().
En el Angulo superior gréfico de v/V,~v en funci6n de ( F~ ) en
coordenadas logarftmicas. La pendiente de cada linea esti in-

dicada en la Figura.
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R. Tanaka y col. ( 31) encontraron una ATPasa de membranas de cerebro de buey
que por centrifugacidén a 100. 000 x g por 45 minutos quedaba en la fraccién soluble. La ac-
tivacibn por Na* y kKt y la inhibici6n por ouabafna solo se obtenfan en presencia de lecitina,
un fosfolfpido. K. Ahmed y col. demostraron que las ATPasas de varios 6rganos pueden
flotar en sucrosa concentrada sugiriendo que ellas existen como lipoprotefnas ( 32 ). En
nuestro sistema la incubacibn con lecitina de la fraccibn soluble no permiti6 recuperar nin-
guno de los dos efectos arriba mencionados.

Los coeficientes de Hill, como vimos, coincidieron con los obtenidos para los micro-
somas enteros en sus respectivas dietas, pero la enzima no est4 en nuestro sistema libre
de su membrana soporte. Por lo tanto este experimento no permite deducir que el compor-
tamiento encontrado en la inhibicién por F~ no esté relacionado con la composicibn de la

membrana con la que estd asociada la protefna enziméitica.

c¢) Activacién por Na* y K* en ATPasa del ghost de glébulos rojos.

Squires ( 33 ) demostr6 en la ATPasa ( Na* + K" + Mg2+ ) interacciones con Nat y
K*, las cuales pudieron describirse por la ecuacitn de Hill con 1 € n < 2, de donde estos
" cationes pueden ser considerados activadores alostéricos de la enzima.

En la Figura 12 se muestran curvas de activacidén por Na® a una concentraci6n satu-
rante de 200 mM de K* para la ATPasa del ghost de ratas alimentadas con la dieta control
y con la dieta deficiente en grasas.

Cuando se usaron estos datos en un gréafico de log ( V/vm - v) versus log ( Na* )

las pendientes fueron 2,9 y 2,0 para la ATPasa de las ratas en dietas control y deficiente,

respectivamente,
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FIGURA 12

Activacitn de la ATPasa ( Na* + Kt ) por Na* a 200 mM K.
Enzima preparada de ratas alimentadas con dieta suficiente en
grasas e-e y dieta deficiente en grasas o-o. Gréafico directo de
velocidad relativa de lareacci6n en funcién de ( Na* ). En el 4n-
gulo superior grafico de v/Vp-v en funcién de ( Na* ) en coor-
denadas logaritmicas. La pendiente de cada linea estf indicada

en la Figura.
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Las curvas de la Figura 13 se obtuvieron para la activacién por K* a 200 mM de Na*
y las pendientes fueron 2,1 y 1,4 para la enzima de ratas alime:'ndas con las dietas control
y deficiente en grasas, respectivamente.

Como se habfa encontrado en la inhibici6én por F;, los valores de n revertieron al
cambiar la dieta, asf ratas que por cuatro meses habfan estado en dieta deficiente cuando
se cambiaron a la dieta control mostraron, a los 15 dfas, valores de n en el rango de los de
ratas que desde su nacimiento habfan sido alimentadas con la dieta control.

En la Tabla X I se ven los valores encontrados para los n en las ratas controles para

la activaci6bn por un i6n a varias concentraciones mantenidas fijas del otro i6n.

TABLA X1

Valores de n para la Activaci6én de la ATPasa ( Na* + Kt ) de Ratas Alimentadas
con Dieta Suficiente con Na* y K+ a diferentes ( K¥) y ( Nat ), respectivamente.

Activacién por Na* Activaci6n por K'

(K*) Km (Na') . Ky
mM n? ( mM) mM n (mM) .
50 1,3 6,25

100 1,8 11,0 100 1,5 0,74

200 2,8 13,7 200 2,2 1,30

a ( Na* ) como en la Figura 12,

b ( K+) como en la Figura 13.
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FIGURA 13

Activaci6n de la ATPasa ( Nat + K¥) por K™ a 200 mM Na™.
Enzima preparada de ratas alimentadas con dieta suficiente en
grasas e-e y dieta deficiente en grasas o-o. Grafico directo de
velocidad relativa de la reacci6n en funci6bn de ( K*). En el 4n-
gulo inferior grifico de v/V,-v en funci6n de ( K ) en coorde-
nadas logarftmicas. La pendiente de cada linea estf indicada en

la Figura.
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' La Tabla X I I presenta los valores de n en la activacidn de la ATPasa ( Na* + K* )

para las ratas alimentadas en la dieta deficiente con diferentes concentraciones de Na* y

de K.

TABLAXII

Valores de n para la Activacién de la ATPasa ( Nat + K* ) de Ratas
Alimentadas con Dieta Deficiente, con Nat y Kt a diferentes ( K*)
y ( Nat), respectivamente

Activaci6n por Na‘t Activacién por KT
(K*) nd Ky ( Na¥) aP Kp
mM mM mM mM
50 1,5 9,0 - - -
100 1,6 10,5 100 1,4 1,0
200 2,0 12,5 200 1,5 1,0

a ( Na¥) como en la Figura 12.

b (K*) como en la Figura 13.
Para los efectos homotrbpicos, que como vimos suceden entre ligandos iguales,

bajas concentraciones del modificador alostérico facilitan el ingreso de cantidades adicio-

nales del mismo.
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En nuestro sistema enzimitico, la ATPasa de glbbulos rojos, cuando se variaron
independientemente los iones Na* y K* se obtuvieron curvas sigmoideas de velocidad cuyos
grdi cos de Hill tuvieron n> 1,0 que son los encontrados en procesos cooperativos homo-
tropicos.

Una interpretacibn distinta de la respuesta sigmoidea obtenida para el K* cuando el
Nat gstﬁ en exceso y al revés, es que el idn en alta concentracidn competirfa con el ibn
presente en una conceniracidn menor por los sitios de este Gltimo dando como consecuencia
una curva con forma de S ( 34 ). Una objecién importante a la interpretacidn anterior son
las curvas de velocidad de reaccién versus el efectop Kt que son sigmoideas para la acti-
vidad fosfatisica en ausencia de Na* como se ha descrito en microsomas de cerebro de rata

(35 ) y en globulos rojos en esta tesis.

22 que el

Priestiand y col. enconiraron en ghost de glbbulos rojos marcados con Na
eflujo de Na* era estimulado por el K* externo y que era mayor en ausencia de Na* en el
medio que en su presencia, lo que indicarfa competencia entre los dos iones afectindose
as{ el eflujo de Na* en la misma forma que se obtuvo con la actividad ATP4sica ( 34).

Askari y col. hallaron en el ghost de globulos rojos que el eflujo de Nat es esiiii..-
lado por K* en un medio libre de Na¥ y es incrementado por p-nitrofenilfosfato ( NP¥ ),
mientras que en presencia de Na' exierno el aumento del eflujo se obtuvo con Kt + NP2 +
nuclebtido ( se probaron ATP y CTP ); adem4s se halld una estrecha relacidn entre .-

valores del eflujo de Na* y los de la actividad fosfatisica. Los autores concluyci .,

concentraciones de Na' innibea la fosfatasa y el intercambio de iones requiriendosc i
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ocupacidon por un nuclebdtido de un sitio modificador para que no haya inhibicién ( 14 ). Es
de interés recalcar que la accidn activante del nuclebtido requiere la presencia de Nat y
que la consecuencia es un aumento del efecto activante del K™ en el paso hidrolftico ( 36 )
y en el eflujo del Nat,

Estos resultados sugieren que las interacciones entre Na* y K son en sitios distin-
tos siendo la funcibén del nuclebtido transformarlas en interacciones positivas, posiblemente
por un cambio en la estructura de la enzima.,

Por su parte Sen y col. ( 37 ) en base a estudios anteriores y de inhibicién por oua-
bafna proponen como minimo dos conformaciones principales de la enzima con las siguien-

tes caracter{sticas :

Conformacion Eq E,
Presentacidtn de "carriers" Interna Externa
Afinidad por ligandos Na*, ATP K*, ouabafna

- . . + 24 +
Catalizadores para la transfosforilacitn Na' y Mg K
Formas transientes asociadas E,-P E,-P
Reactividad de las fosfoformas ‘con ADP con agua o ouabafna
Afinidad por ouabafna baja alta
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Coincidiendo con Jardetzky ( 53 ) sugieren que estos cambios de conformacién a su
vez dan los cambios en orientacidn de los transportadores y en la afinidad de los ligandos
resultando la translocacién de 3 Na* y2 K" por cada P; hidrolizado.

En conclusidn vemos un fuerte cimulo de evi dencias que tienden a demostrar que la
enzima se comporta para la activaci6n por Nat y K* como una protefna munida de propie-
dades alostéricas.

En la enzima proveniente del ghost de glébulos rojos de ratas en dieta control,
tenemos n = 2,8 para la activacidén por Na® y 2,2 para la activacidn por K* a concentracio-
nes altas ( 200 mM ) del otro catidn, estos resultados coinciden con los 3 Nat y 2 K que
se traslocan al funcionar la bomba.

Para la enzima'. del lote deficiente en grasas, a 200 mM del catibn mantenido en con-
centracibn constante, el vdlor de n es 2,0 para la activaci6n por Nat y 1,5 para la debida
al K+, indicando que la interaccibn entre y la accesibilidad a los sitios de los dos iones esta
disminufda por un cambio en la conformacibn de la protefna que a su vez dependerfa de la
dieta en cuestidn ya que, revertiendo la dieta por 15 dfas, los valores de n obtenidos son
los mostrados en la Tabla X I.

Al respecto Kummerow cree posible que cambios en la velocidad de hemdlisis que
se obtienen con distintas dietas reflejen cambios estructurales que aparecen en las mem-
branas de los eritrocitos debido a la incorporacién de dcidos grasos especfficos ( 38). Con
las dietas usadas, suficientes y deficientes en grasas, hemos visto que los lfpidos en la

membrana de los eritrocitos incorporan icidos grasos distintos; los diferentes coeficientes
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de Hill obtenidos para los distintos efectores usados darfan cuenta del cambio estructural

sufrido por la membrana.

d) p-Nitrofenil fosfatasa del ghost de eritrocitos.
La hidrb6lisis del p-Nitrofenilfosfato ( p-NPP ) y otros fosfatos orginicos es catali-

zada por el sistema enzimAitico que tiene actividad de ATPasa y es estimulada por K.

Km del sustrato e influencia del F~ en el sustrato : El K., del sustrato para la enzima pro-

veniente de ratas controles se obtuvo de una representaci6n de Lineweaver y Biirk de ( s/v)

en funcién de (s ); el K, fué 3,2 mM. En presencia de una concentracién

cdaﬁ&nte de
0,3 mM de F~, la determinaci6n del K, por L-Birk mostrd que el F~ y el p-Nitrofenil-
fosfato no compiten por el mismo sitio en la enzima ( Figura 14 ).

El coeficiente de Hill n = 1,0 es el mismo en presencia o ausencia de F~. Para las

ratas deficientes en grasas se obtuvieron los mismos valores de n y Kp,.

El sustrato p-NPP presentd cinética Micaeliana en las enzimas de ratas controles
y deficientes, o sea como sucedib con el ATP en la ATPasa, no se encontraron diferencias
ent_re las dos dietas a este nivel. En presencia de F~ no se alteraron los valores den y K.y
nuevamente como en la ATPasa, el F~ forma un sistema V negativo con el sustrato y se
comporta como un efector heterotrdpico negativo al disminuir la velocidad de la reaccidn

sin modificar aln yal K ( Té.bla. XIII).
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FIGURA 14

Efecto de la concentraciédn de sustrato sobre la actividad de la
o-NPPasa ( Mg2* + K*'). Gréfico delavelocidad de produccitn

de p-Nitrofenol en ausencia e-¢ y en presencia o-o de 0,3 mM
de F~ en unidades arbitrarias en funcién de la concentracibn de

sustrato segin Lineweaver-Burk.
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TABLAXIII

Constantes Cinéticas de la Inhibicidn por F~ de la p-NPPasa ( Mgz"' + K )
de Ratas Alimentadas con Diectas Suficiente y Deficiente en Grasas, respectivamente.

Suficiente en grasas Deficiente en grasas
(F" ) mM (F7) mM

0.0 0.3 0.0 0.3
Kp ( mM) 3.2 3.2 3.3 3.3
n 1.0 1.0 1.0 1.0
V., pmoles 11.0 6.5 10.8 8.6
p-NFenol/mg.
protefna/hr.

Inhibicién por F~ : Se estudid el comportamiento de la p-NPPasa frente al F~. Represen-

tando la velocidad de reaccidn expresada como uM p-Nitrofenol/mg. protefna/hr., en fun-
cién de F~ se obtuvieron curvas sigmoideas para la p-NPPasa ( Mg2+ ) y para la
p-NPPasa ( Mg2+ +K )} del ghost de ratas controles ( Figura 15A ).

Las curvas correspondientes en la enzima del ghost de ratas con dieta deficiente en
grasas fueron hiperbdlicas ( Figura 15B).

Losny K0,5 que fueron obtenidos con los datos de las Figuras 15A y 15B y regra-
ficados segtin Hill, se muestran en las Figuras 15A y 15B al lado de cada curva. Los valores

de K, 5 =0,65 mMy 0,61 mM para la p-NPPasa ( Mg2++ K+) y1,0 mMy 0,9 mM para la

60



FIGURA 15

Accibn de F~ sobre la p-NPPasa ( Mgz"' ) 0-0 y sobre la
p-NPPasa ( Mg2t + K™ ) e-e de ratas alimentadas con dieta
suficiente en grasas ( A) y dieta deficiente en grasas ( B ).
Gréfico de la actividad especffica de la enzima en funcién de

(F~). El valor de n y de K 5 de cada curva esti indicado en
la Figura.
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p-NPPasa ( Mg2+ ) de ratas controles y deficientes respectivamente, muestran que la concen-
tracion de F~ para inhibir el 50% de la reaccidn es la misma para las dos dietas. Aunque si
observamos las Figuras 15A y 15B vemos que hay un efecto adicional debido al K™ y es que
para las ratas controles la inhibicidn de la p-NPPasa ( Mg2+ + K') es siempre mayor que

la de la p-NPPasa ( Mgz"' ). Se observa que en las enzimas de ratas deficientes se alcanza a
partir de 1,4 mM de F~ un valor de inhibici6én que no es rebasado por ninguna de las dos ac-~

tividades enziméticas.

p-NPPasa ( K*) v su inhibici6n por F~: Los valores de n y K0'5 para la p-NPPasa ( K")

se determinaron grificamente con la ecuacidén que ya habfamos desarrollado anteriormente
para la ATPasa ( Nat + K") :

-

1og{Vt-Vb - 1} = logKp - nlog$

Vt =~ b
donde Vi y Vi, son velocidades mfximas de reaccién para la p-NPPasa ( Mg2+ + Kt ) y para
la p-NPPasa ( Mg2+ ), respectivamente; vy y v, son velocidades de reaccidn para las mis-
mas dos enzimas, Ky es el K, para la p-NPPasa ( K'), n es el coeficiente de Hill yS
es la concentracitn de F~.

» En la Tabla XIV se muestran los datos obtenidos siendo 3 mM de K la concentracitn
del catidon que da el 56% de activacién en la reaccidén. 9 mM de K* la concentracidn corres-
pondiente a saturaci6n y 20 mM de K' pertenece a un exceso del catién. Los datos de las

Figuras 15A y 15B se usaron para los valores a 9 mM de K.
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TABLAXIV

Constantes Cinéticas de la Inhibicidén por F~ con Varios ( Kt ) de la p-NPPasa ( KT )
de Ratas Alimentadas con Dietas Suficiente y Deficiente en Grasas, respectivamente.

Suficiente en grasas Deficiente en grasas
K" (mM)
n Ko, 5 (mM) n K0'5(mM)
3 3.1 0 39 2.2 0.29
9 3.0 0.42 2.0 0.30
20 3.4 0.27 2.0 0.40 .

El efecto adicional del K¥ en la p-NPPasa ( M32+ +K' ) indicado arriba pudiera ex-
plicarse con el conocimiento que para las ratas controles ( donde se ve este efecto) el n es
3,0 para la p-NPPasa ( Kt ) ¥ para las ratas deficientes ( que no‘presentan el efecto) eln
es 2,0 en la enzima correspondiente, sefialando que el nGraero de sitios accesibles al F~,
en nuestras condiciones experimentales, es mayor en la fosfatasa de ratas controles. Es
probable también que los n encontrados sean los valores limites superiores en nuestro sis-
tema pués con las tres concentraciones de K™ usadas : mitad de saturacidn, saturacibn y

con un exceso del catidn no se alteraron los K, g ni los coeficientes de Hill ( Tabla XIV )

Activacion por K : Tanto las enzimas provenientes de ratas controles como de ratas de-

ficientes en grasas presentaron curvas sigmoideas para la activacidén por K" ( Figura 16).
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ctivacida ce la p-NPPasa ( Mg2+ ) poxr X7, proveaiente de
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deficiente en grasas 0-0. Gréafico directo de velocidad rela-
tiva de la reacciéa en funcibn de { X ). En el dngulo inferior
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Los valoresdeny Ko’s fueron 1,8y 3,5 mM y 1,8 y 5,4 mM respectivamente para la
p-NPPasa de ratas controles y deficientes.

Vemos asf que el K" mostrs efectos cooperativos homotrdpicos positivos ea las en-
zimas de las dos dietas. La literatura también presenta ejemplos sobre la accibén coopera-

tiva del activador K ( 39, 40).

Influencia del pH sobre la activacidn por K" y sobre la inhibicién por F~ : Los experimentos

hasta ac4 descriptos se realizaron a pH 7,4. Se estudid la velocidad de la accidn enzimitica
en el rango de pH entre 7,3 y 8,9 ( Figura 17) para el lote de ratas controles. Se vi6 que
a pH 8,1 la activacidén por K" es méxima y es del d6rden del 300%. El mismo comportamiento
mostrd la enzima de ratas deficientes en grasas.

A pH 8,1 la activacida por K" dis n = 1,7 para las dos dielas y K0’5 =3,6 mMy
4,0 mM para la fosiatasa de ratas controles y deficientes, es decir que ni a pH 7,4 6 8,1
se expresaron diferencias conformacionales entre las enzimas de animales en las dos die-
tas para la activacidn por K.

La inhibicién por F~ a pH 8,1 presentd curvas mis sigmoideas con n = -2,5 para la
p-NPPasa ( Mgz"' + KT) del ghost control yn=-1,4& para la del ghost de ratas deficientes

en grasas.

Activacién por KT v la influercia del sustrato y del Clzx Lz : Como se vid arriba los coefi-

cientes de Hill 2 pH 7,4 y 8,1 son iguales en la activacién por K*. En la Tabla X V se

muestran los valores den y Ko's para la activacidn pof K™ en condiciones diferentes.
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TABLA XYV

Constantes Cinéticas de la Activacién por K* de la p-NPPasa ( Mg2+ ) en funcién
de ( p-NPP ) y de ( ClyMg) de Ratas Alimentadas con Dietas Suficiente y Deficiente
en Grasas, respectivamente

p-NPP ( mM) Suficiente en grasas Deficiente en grasas

CloMg ( mM)

‘ n K0'5(mM) n Ko’s(mM)
10/5 1.5 2.4 1.5 2.7
10/2.5 1.8 5.6 1.6 4.0
2.5/2.5 1.6 2.4 1.1 2.5
2.5/0.5 1.9 1.4 1.0 L7

Primeramente se duplicd la concentracidén de p-NPP y luego se estudib llevando al
doble las concentraciones de sustrato y CloMg, en ambas situaciones los n fueron similares
y los KO, 5 variaron escasamente. Pero se observa una diferencia neta cuando la concen~
tracidén de p-NPP es 2,5 mM y la correspondiente de Cleg, 0,5 mM. La concentracibn de
CloMg 0,5 mM en estas condiciones saturd el 50%.

En el ghost de ratas deficientes en grasas, con valores de K¢,5 del mismo 6rden,
hay una disminucién dristica de las interacciones cuando usamos 2,5/2,5 y 2,5/0,5

( mM p-NPP-Tris/mM ClyMg).
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Sobre la base de estudios de permeabilidad de cationes monovalentes se ha sugerido
que el Mgfz+ puede actuar como un cohesivo interno de la membrana en eritrocitos humanos
(41). Estudios efectuados en monocapas implicaron grupos fosfato y carboxilo de fosfatidil-
serina y grupos de fosfato de fosfatidil etanolamina como sitios lmpor;antes de intercambio
en la superficie celular ( 42 ). Por otro lado el Mgz"' yel ca?t pueden causar cambios en
el espectro RMN de membranas bacterianas en la parte del espectro asociado con CH2 en
cadenas alifdticas de los componentes lipfdicos.( 43 ). Estos datos fueron interpretados como
evidencia de alteraciones del estado ffsico de lfpidos en las membranas por cationes diva-
lentes. Tal efecto sobre los lfpidos pudiera presumiblemente inducir cambios conformaci_o-
nales en otros componentes de la membrana y llevar a un reordenamiento significativo de la

.
estructura entera de la membrana.

Influencia del F~ en la activaci6n por K : En una representacién de velocidades de reaccibn

en funcién de ( K*') en ausencia y con 0,4 mM de F~ se encontrd que la velocidad mixima
alcanzada en presencia de F~ es menor y que el K, = 0,5 .mM no se modifica. El mismo
comportamiento se encontrb en ambos grupos de animales siendo indicativo que F~ y K™ no
compiten ( Figura 18),

En presencia de F~ el n para el lote deficiente elevb su valorden=1,0an= 1,8;
niveles similares a los del lote control en el cuil, tanto en presencia o no de F~, no se ob-
servan cambios.

El modelo de Monod et al. prevee que en los dos o mfs estados posibles en que la

protéina puede encontrarse, un efector negativo con mayor afinidad hacia uno de ésos estados,
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FIGURA 18

Activaci6bn de la p-NPPasa ( Mg2+ ) en funci6n de ( K*) en
presencia de 0,4 mM de F~ 0-0 y en ausencia de F~ e-o
proveniente de ratas alimentadas con dieta deficiente en
grasas ( A) y con dieta suficiente en grasas ( B). El valor
de n y de K¢ 5 estd indicado al lado de cada curva.
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sea el T, incrementari la cooperatividad de un efector positivo hacia el estado donde &ste
presente mayor afinidad, el estado R. En el ghost de globulos rojos de ratas, el F~ incre-
mentb el n para el efector positivo K* en la enzima de animales deficientes.

El comportamiento de la fosfatasa de ratas deficientes en grasas se corresponde con
el previsto para dos efectores de accibn antagbnica y sugiere que la enzima presenta una
conformacibn diferente en su estructura con respecto a la de ratas controles, en la membra-

na de eritrocitos.

Hasta ac4 hemos identificado el diferente comportamiento alostérico en las dos dietas
por andlisis de parimetros cinéticos, si bien desviaciopes de la cinética de Michaelis Menten
no es sinbnimo de efectos alostéricos. En este sentido es caracterfstico el estudio hecho por
Gawr'on et al. (44 ) de la succinato dehidrogenasa quién presenta cinética que puede expli-

- carse como una secuencia de reacciones en varios estados o multiestados. Asimismo
Koshland et al. hacen notar que los varios modelos por ellos desarrollados de interaccibn
de subunidades se caracterizan inadecuadamente solo en base a datos cinéticos ( 45). Se
buscaron evidencias adicionales de cambios conformacionales a través del estudio del efecto

de la temperatura sobre las fosfatasas.

Influencia de la temperatura en la p-NPPasa LMgZ+ } y p~-NPPasga ( Mg2+ + K+1 : Las acti-
vidades de las p-NPPasas activadas por ( Mg2" ) y por ( Mg2" + K*) fueron medidas a va-
rias temperaturas. Se encontr6 que el incremento con la temperatura, es decir la reldci6n

entre las actividades especfficas de la p-NPPasa ( Mg2t + Kt ) Yy p~-NPPasa ( Mg2+ ) era



constante en todo el rango de temperaturas estudiado,

La ecuacibn de Arrhenius que relaciona la velocidad de la reacci6bn con la tempera-

tura, en su forma integrada es :

Ink = - Ea + Constante

RT
donde k es la constante de vd ocidad especifica; E,, la energfa de activaci6bn de Arrhenius;
R, la constante de los gases y T la temperatura absoluta. Un gréfico de In k versus ( 1/T)
mostrari en general una débil curvatura, sin embargo hay casos en que la falta de lineglidad
se hace mis pronunciada. La curva puede resolverse en dos o mis partes cada una de las
cuales se aproxima a la linealidad; esas discontinuidades en reacciones enzimiticas se han
relacionado con cambios en la estructura de la protefna ( 46 ). Una representaci6n de este
tipo para la p-NPPasa del ghost de ratas controles mostr6 una discontinuidad a 30°C sea
Mg2* el i6n presente o Mg2* y K* ( Figura 19).

La representacién de la ecuacién de Arrhenius para las p-NPPasas de ratas deficien-
tes en grasas pudo resolverse en tres partes, la primera hasta 30°C, otra hasta 37°C donde
el incremento de T no permiti6 detectar modificaciones a k, y una tercera a partir de 37°C
( Figura 19).

Estos datos fueron acotados midiendo los valores de la velocidad de la reaccibn
( asumida como directamente proporcional a "k ) entre 30°C y 43°C cada dos grados cen-
tfgrados. En el caso de la enzima de ratas deficientes en grasas, k fué constante hasta 37°C

¥ luego sigui6 el modelo de la Figura 19 sea para-M32+ o ( Mg-2+ + K* ).
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FIGURA 19

Efecto de la temperatura sobre la p-NPPasa ( Mg2* + K’ ) de
ratas alimentadas con dieta suficiente en grasas o-o y dieta
deficiente en grasas e-e. '
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Las E, se calcularon por cuadrados mfnimos y fueron pricticamente las mismas en
las varias porciones en que se resolvieron las curvas, sugiriendo que las conformaciones
de las enzimas pudieran ser similares a ciertas temperaturas, concretamente hasta 30°C
v luego por gopre los 37°C (Tabla X VI). . . -

L

TABLAXVI

E, ( calorias/mol/grado) para las Distintas Partes en
que se puede dividir la Curva de Arrhenius

- Temperatura
o o
Dieta Hasta 30°9C Sobre 30°C
(Mg2") (Mg2*+K')  (Mg2') (MgZt+K')
Suficiente en grasas 4.121 5.918 35, 298 30. 992
Deficiente en grasas 4.990 " 6.498 47. 065 46. 779

Activacibn por K a distintas temperaturas : Teniendo en cuenta los valores de las

E, encontrados para la enzima : una E, de unos 4.500 cal/mol/grado en la primera zona
de la curva hasta 30°C para ambas dietas y unos 40. 000 cal/mol/grado en la zona que se
inicia a partir de los 37°C también para las dos dietas, se pas6 a medir a 25°C, 37°C y
43°C los valores de n y de Ko,5. Suponfamos que en las regiones de igual E, los valores
deny KO, 5 podfan coincidir para la activacibn por K" en el ghost de ratas controles y de-

ficientes en grasas. Efectivamente, la Tabla XVII muestra que a 25°C y 43°C no hay
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practicamente diferencias entre los n y K0’5 para ambas dietas. En cambio encontramos
diferencias a 37°C, temperatura que da el punto de infleccibn en ratas controles y que cor-

responde a la zona en que los cambios de E, son muy pequefios para las ratas deficientes.

TABLA X VII

Activaci6n por K* de la p-NPPasa ( Mg2' ) a distintas Temperaturas

250C 370C 430C
Dieta
n Ko,5 (mM) n. K0.5 (mM) n Ko smM
Suficiente en grasas 1,3 0,28 1,9 0,62 1,85 0,56
Deficiente en grasas 1,1 0,18 1,0 0,17 1,80 0,63

La energfa de activacibén y la entropfa de activacién se relacionan con la constante

de velocidad k. . RT-E/RT
4SS /Re
kr = kT e
h

+
donde k es la constante de Boltzmann; h, es la constante de Planck y aS , la entropfa de
activacibn. Los incrementos en Ky y por ende en la velocidad de la reaccidn enzimitica deben
aumentar a ¢S+ y/o dismi nuir E. Como E se increment6 cuando la velocidad de la reaccibn

t

hizo lo propio ( por cambios en la pendiente de un grafico de Arrhenius ), debe 8S " también

aumentar para revertir el cambio de E. La entropfa puede ser vista como una medida del
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orden del sistema y asf un cambio positivo en la entropfa de activacibn, que sucede durante
la hidrolisis del p-Nitrofenilfosfato, es un apoyo adicional de un cambio conformacional.

Hay antecedentes de enzimas con curvas de Arrhenius en segmentos; Gruener y

. Avi-dor en la ATPasa de microsomas obtenidos de cerepro encontraron discontinuidades en

la pendiente a 6°C y a 20°C tanto en la presencia de Mg2* o de Mg2*, Na* y K* ; dichas
disconEinuidades se han relacionado con cambios en la estructura enzimaitica ( 46, 47 ).
Emmelot y Bos describen que en la ATPasa de membranas del plasma se produce entre
30°9C y 40°C un cambio de estructura en la membrana y serfa responsable esta estructura
cambiada de la actividad disminufda de la ATPasa ( 3).

En las curvas obtenidas para la fosfatasa consideramos llamativos dos aspectos :
1) pendientes de los grificos que coinciden por sobre y por dlebajo del punto de transici6n
para las dos f;sfatasas ( controles y deficientes ), y 2) la identidad del punto de transici6én
a 30°C para las dos enzimas.

G. Wilson et al. estudiando el efecto de la temperatura sobre el transporte de

{3 -galactbsidos yﬁ—glucbsidos en un auxbtrofo de 4cidos grasos insaturados, encontraron

curvas de Arrhenius con inflexiones sugiriendo que la membrana puede existir en dos esta-
dos {fs i.cos , por arriba y por debajo del punto de tmnsicib;x que serfal; determinados por la
composicibn de la fase lipfdica ( 48 ).

La p-NPPasa de ratas deficientes se encuentra en una estructura lipoproteica mo-
dificada con respecto a las controles y sufre una primera transiciébn a 30°C pero la nueva

configuracién es mis rigida y precisa un incremento de varios grados centfgrados para
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alcanzar la energfa necesaria y pasar a una segunda configuracién. La composicibn de los
4cidos grasos en los componentes lipfdicos de la membrana pudiera ser responsable de las
temperaturas en que se producen las discontinuidades en cada caso.

De ser cierto lo anterior, si se ootiene la enzima completamente soluble deben pre-
sentar ambas igual comportamienio frente a los efectores estudiados, tanto la proveniente
de controles y deficientes serfan alostéricas. Existen en nuestro laboratorio trabajos ade-

lantados que otra enzima de membrana, la colinesterasa se comporta en este sentido ( 49 ).
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CAPITULOIV

DISCUSION GENERAL

Se efectuaron medidas cinéticas en dos enzimas,ATPasa de membranas de eritro-
citos, de microsomas de cerebro, corazbn y riiién de ratas y p-NPPasa en membranas de
eritrocitos de ratas sometidas a dos dietas que diferfan en el contenido de 4cidos grasos
esenciales y que llamamos dieta control o suficiente en grasas y dieta deficiente en grasas.

Estos 4cidos llamados esenciales no pueden biosintetizarse o son sintetizados en
cantidades por debajo de las requeridas por animales que los necesitan en procesos tales
como crecimiento, mantenimiento y el funcionamiento adecuado de procesos biolbgicos.

Como los 4dcidos grasos esenciales intervienen en la estructura de las membranas
es factible que en deficiencia de 4cidos grasos esenciales se produzcan en estas membranas
cambios estructurales.

Por otro lado la deficiencia producida en las ratas modificd la composici6én de los
4cidos grasos en los lfpidos de las membranas de eritrocitos, rifibn y corazdbn, siendo
éstos los constituyentes principales de la red lfpido-protefna. El efecto de la composicién
cambiada de los fosfolfpidos, el largo de la cadena y la insaturacidén de las cadenas paraff-
nicas pueden provocar algunas de las variaciones en las propiedades de las membranas ( 50).

Las ATPasas y p-NPPasas estudiadas son enzimas localizadas en membranas y
cuyos éaracteres alostéricos frente a diversos efectores presenta modificaciones de una a

otra dieta de las usadas. Es nuestra intencidén correlacionar estos comportamientos con
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diferentés composiciones lipidicas de la membrana. Sugestivamente la ATPasa de micro-
somas de cerebro cuya composicién en lfpidos varfa escasamente en ambas dietas, se mos-
tr6 invariable en su comportamiento ante la inhibicibn por F~.

Con la p-NPPasa se hicieron griaficos de Arrhenius que dieron curvas con varios
segmentos, ya vimos que éstos. se han relacionado con cambios en la estructura enzimé_.tica.
Se ha visto que membranas de Mycoplasma laidlawii sufren transiciones a temperaturas que
dependen de la composicidbn lipfdica de la membrana (5i ). Parece probable que membranas
con composiciones diferentes en lfpidos influyan en las propiedades termodinimicas de en-
zimas localizadas en éllas, dando curvas de Arrhenius diferentes para las dos dietas.

J.P. Changeux et al. desarrollaron una teorfa para propiedades cooperativas de
membranas bioldgicas consideradas como una coleccibdn ordenada de unidades lipoprotefna
o "protbmeros" (52 ). Podemos analizar nuestros resultados en la siguiente manera :

1) Las membranas bajo nuestro estudio tienen diferente composicidn lipfdica; sus protd-
meros también deben serlo.

2) Las enzimas analizadas bajo una dieta son alostéricas y bajo otra esta propiedad se
minimiza.

3) Silas enzimas fueran alostéricas al dejar la membrana en cualquiera de las dietas
serfa la membrana quién las modifica. Es asf como se ha encontrado en la Acetilcolineste-
rasa de ghost de eritrocitos de ratas.

Es predecible que otras enzimas de membrana también se alteren con la dieta, como

sucede con la colinesterasa que hemos mencionado; también procesos biolbgicos impor-
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tantes relacionados con la estructura de membranas celulares como ser : iniciacibn o pro-
pagacidn de impulsos nerviosos y la respuesta a diversos agentes farmacolbgicos de mem-
branas excitables ( ouabafna ).

El tipo de respuesta a las distintas dietas deficientes en lfpidos serfa funcibén de la
especie animal elegida; asf la deficiencia de vitamina E en conejos provoca cambios en la
actividad, Ky, y pH 6ptimos de las ATPasas de membranas de eritrocitos. Estos cambios
no se encuentran en ratas.

Finalmente serfa interesante comprobar la composicién de membranas de microor-
ganismos crecidos en medios de cultivo suplementados con diversos 4cidos grasos y las
posibles implicaciones sobre el comportamiento de las bacterias. Es probable que este

tipo de estudios resulte de interés tanto al campo béisico como al apiicado.
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