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RESUMEN. 

La enzima fosfoenolpiruvato carbo>:ilasa <PEPC,E:C.4.1.1.31) de 

hoja de ma1z cataliza la ~-carboxilaci6n de PEP en presencia de 

Mg 2
• y es una enzima clave en la ruta de asimilaci6n fotosint~tica 

del C02 atmosférico en plantas C1.i.' como el maíz. 

Observaciones realizadas en varios laboratorios hacen suponer 

que la actividad de PEPC está fuertemente sometida a control 

durante el ciclo noche día, de maner~a que la enzima sea totalmente 

activa durante el día cuando la fotosíntesis est.á. operando, y se 

inactive durante la noche. 

La evidencia experimental actual indica que son numerosos los 

efectores que actuando de forma coordinada pueden controlar la 

actividad de PEPC "in vivo". Entre los varios factores implicados 

pueden jugar un papel importante los incrementos en el pH 

citoplásmico que acompa~an a los cambios de iluminaci6n. A este 

respecto se ha observado que "in vi tro" la enzima experimenta un 

proceso de inactivaci6n cuando se incuba en medios con pH 

ligeramente alcalina. 

Como medio de llegar a profundizar en el conocimiento de las 

características de PEPC, creimos de interés caracteri~ar el 

proceso de inactivaci6n a pH ligeramente alcalino, ya que este 

efecto podría tener relevancia en la regulaci6n de la actividad de 

esta enzima ''in vivo". 

Este trabajo se realizó a pH 9 y pH 7 con enzima parcialmente 

pura en presencia de ligandos de la proteína : los sustratos PEP y 

Hg2
•; un inhibidor:Ca2•y un agente es~abilizador de enzimass 

glicerol, para observar su 

inactivación .. 

efecto 

VI 
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Además se hicieron preincubaciones a pH 8.5 en ausencia de 

O>:igeno para impedir la oxidac:i6n de grupas ionizados y con enzima 

pura para evitar la participación de otras proteínas como 

protefüsas. 

En este caso los experimentos se hicieron a al ta y baja 

concentracion de enzima en presencia de un agente reductor 

COTT>; y PEG; para observar la protección ejercida trente a la 

inactivaci6n por pH alcalina. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

A pH 9 PEPC sufrió una rápida y considerable pérdida de 

actividad. En este caso la inclusión de glicerol proporcionó una 

protecci6n casi total ante este fenómeno de inactivaci6n, en tanta 

que el sustrato PEP proparcion6 una protección parcial. Ca2
+ y 

Hg 2
• no tuvieren efecto protector y en el caso del primero éste 

resultó incluso inactivante. 

A pH 7 no hubo pérdida de actividad y la inclusión de glicerol 

incrementó ligeramente la actividad de PEPC. 

Estos resultados muestran claramente que en nuestras 

condiciones experimentales el pH es el factor directamente 

responsable de la inactivación de PEPC. 

En las preincubaciones realizadas a pH 8.5 con enzima pura, 

se observó que el procesa de inactivaci6n es dependiente de la 

concentraci6n de proteína, ya que a baja concentracion <1.20 

µg/ml> la enzima se inactiv6 rapidamente, mientras que a alta 

concentracion C12.0 µg/mll y/o en presencia de PEG (agente 

estabilizador de enzimas) el proceso se hace lento. 

La presencia de DTT también protegió parcialmente a la enzima 
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ft·ente a la inactivación. 

Cuando las preincubaciones se hicieron en presencia de PEG y 

OTT juntos se observó la má><ima protección de PEPC frente a la 

inac:tivación. 

El hecho de que en nuestras condic:iones experimentales el pH 

sea el factor directamente responsable de la inactivación de PEPC, 

sugiere la participaci6n de grupos ionizables de la proteína. cuyo 

valor de pi'. esté entre B y 9. Los grupos que más probablmente 

estan involucrados parecen ser grupos -SH de restos de cisteína 

que de alguna manera deben ser importantes en el mantenimiento de 

la estructura activa de la enzima y/o en la catálisis. 

Debido a que el proceso es dependiente de la concentración de 

proteína y a que PEG ejerce un efecto protector frente a la 

inactivación parece más probable que una disociación de la enzima 

tetramérica activa a dímeros inactivos como resultado de un primer 

evento de ionización de grupos -SH importantes para mantener la 

estructura activa, sea la causa de la pérdida de actividad. 

En virtud de que la enzima pudo reactivarse al ser transferida 

de un medio con pH a. 5 a otro con pH 7, tomando en cuenta además 

la suposición de que PEPC sufre una disociac:i6n cuando se 

preinc:uba en medios con pH alcalina, se propuso que la reacción de 

inactivación podría seguir una cinética de segundo orden 

reversible, ya que si la reacción fuet"a de primer orden la 

velocidad de inactivaci6n sería directamente proporcional a la 

concentración de proteína si fuera de orden cera seria 

independiente de la concentración de proteína y solamente 

dependería del pH. Así, se dedujo un modelo matemático de 

descomposición de se9undo orden reversible que se ajustó 
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favorablemente a los resultados experimentales de inactivaci6n. 

Esto nos permi t i6 observar que el proceso se lleva a cabo en dos 

fases claramente separadas porque sus velocidades son totalmente 

diferentes. 

Este trabajo sugiere que la t"egulaci6n de f'EPC ºin vivo" puede 

depender de un fino balance de grupos -SH 

presentes en su estructura. 

IX 
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I. INTRODUCCION1 

Fosfoenolpiruvat.o carboxilasa CPEPC.E.C.4.1.1.31),es una enzima 

que parece existir en ledas las células vegetales ya sean 

folosinléticas o no (1). Esla amplia dislribución se explica por 

las muchas diferentes funciones que la enzima realiza en los 

tejidos vegetales C2.3). Así: su actividad ha sido implicada en un 

mecanismo regulador del pH ciloplásmico C3,4); en la apertura y 

cierre de estomas C5.6,7): en el crecimienlo estimulado por 

auxinas (8) y en la fijaci6n de nit.r6geno en n6dulos de 

legunúnosas (3,8). Pero solamente en las células de mes6filo de 

hoja de plantas C4 (1,2,10-14) y con metabolismo ácido crasuláceo 

CCAJ.0 (15-19) posee una función asociada con la asim1laci6n 

folosi nléli ca d& dióxido d& car bono C COz). En es las pl anlas PEPC 

es la primera de las dos enzimas carboxilanles implicadas en la 

fijación d&l CO:z almosférico. 

El interlts por el estudio de est.a enzima dentro del cont.exlo 

del metabolismo C• y CAM es f~cilmente comprensible si se loma en 

cuenta la posible trascendencia de este conocim.ient.o a nivel 

a.gr! col a y bi olecnol ógi co. Las plantas C• presentan una 

productividad superior que las plantas Ca bajo condiciones de 

iluminación y temperatura elevadas y son capaces de sobrevivir en 

ambientes relativamente áridos. Por su parle. las plantas CAM 

pueden desarrollar se en el i mas desérticos, consli Luyendo ASÍ la 

única allernaliva de productividad en esle lipa da ambienles 

La asimilación folosinlélica nela de COz es superior en las 

planlas C• y CAM que en las planlas Ca gracias a la •xislencia de 

la enzi"ma fosfoenol pi ruvalo carboxi lasa en el ci lopl asma de las 

células de rnes6filo. S40t va pues claramente que al conocimienlo de 



est.os met.abolismos, y de sus enzimas clave como PEPC, pueden 

guiarnos hacia la obtención de variedades a.gr 1 col as más 

convenient.es y útiles. Las plantas C• de inter~s agrícola tienen 

una producción media de dos a tres veces superior a las plantas 

C1. Sin e~argo las plantas qua poseen fotosíntesis C1 const.it.uyen 

el grupo mayori t.ar io de las especies productoras de ali mentas, 

mient.ras que de entre las especies C4 ,solo el maiz, carra de 

azúcar y sorgo son cultivos import&ntes. 

La enzima PEPC presente en plantas C3,implicada en reacciones 

de relleno del ciclo de Krebs, posee una actividad muy inferior a 

la enzima de plant.as C•. Pudiera ser que cualquier tipo de 

manipulación que conllevase un aumento de la actividad de PEPC en 

las plantas C3 pudiese incrementar la product.ividad de estas 

plantas en las que la concentración de caz es el factor limitant.e 

de la velocidad de la fotosíntesis. La idea central da este 

enfoque a largo plazo, consiste en emular por medio de técnicas da 

laboratorio lo que la naturaleza ha conseguido en las planlas C• : 

la supresión de la rotorrespirac16n y el aumento consiguiente de 

la productividad por un mecanismo concenlrador de COz en las 

células en donde se localiza el ciclo de Calvin, lo que implica 

una alla aclividad de PEPC en lejidos folosinlélicos. 

Es obvio que éslo no se conseguiría sin un conocimienlo lo m.\s 

completo posible de las propiedades de esta enzima y de la 

reacción que calaliza, as! como de los mecanismos involucrados en 

la regul~ci6n de su actividad, ya sea ésla realizada por medio de 

ef'ectores o por el cent.rol de la expresión de los genes que 

codif"iquen est.os even~os . 

Por ot.ra parte,fosfoenolpiruvato carboxilasa calaliza una 
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reacción de ~-carboxilación irreversible y tiene como sustrato a 

f'osfoanolpiruvat.o el cual es, a la vez, un compuesto rico en 

energía y un imporlanle int.ermediario en varias rut.as 

metabólicas. Por lodo ello es de creencia general que la act.ividad 

de est.a enzima debe estar fuerlemenle sometida a control y existe 

un gran i nlerés desde el punlo Ce vi sla de ciencia básica en 

descubrir los mecanismos reguladores de su actividad. 

Quizas el aspecto más imporlanLe de regulación es el efecto que 

las condiciones de iluminación a las que se somete la planta llene 

a corlo plazo sobre la actividad de la PEPC de hoja. Esle problema 

de regulación está siendo an la actualidad inlensamenle estudiado 

en varios laboralorios,pero no ha sido aun lolalmenle resuello. 

Los resultados obtenidos hasla el momento de iniciar est.e trabajo 

en relación a la regulación a corlo plazo por luz del estado de 

activación de PEPC de hoja de ma.iz, indican que entre los varios 

factores implicados, los cambios en el pH citoplásmico que 

acompaf"fan a 1 os cambios de i 1 um.i naci 6n pueden jugar un papel muy 

i mport.ant.e. Ello despert.6 mucho interés de caraclerizar el 

proceso de inact..ivación que experimenta esta enzima cuando se 

incuba en medios con pH ligeramente alcalino con el fin de llegar 

a profundizar en el conocimiento de las características de la 

enzima. y sobre al mecanismo molecular responsa.ble da esta 

regulación. 
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II . ANTECEDENTES. 

Con el fin de facilitar la compran~i6n dQ la funci6n malab6lica 

da 1 a i soenzi ma folosi nlét.ica da PEPC en pl anlas, describiremos 

brevemente las principales caract.er!slicas de los procesos de 

asimilación del COz atmosférico en las plantas Cil y C•. 

2.1 Rula ~3 Q!! asimilació!l de COz atmosférico. 

El dióxido de carbono del aire es incorporado en forma de 

compuest.os orgánicos por los cloroplaslos de las plantas mediante 

la rula melab6lica conocida como ciclo de reduccci6n fot.osint.ét.ica 

del carbono descrita por Calvin y col. en 1948 C20,2D y que hoy 

es aceptada tal y como se muestra de manera esquemáli ca en 1 as 

figuras 1A y 18. 

La primera parle de este ciclo consiste en la carboxilación del 

azócar ribulosa-1,5-bif'osfat.o en una reacción cal.a.lizada por la 

enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxi 1 asa CRUBPC) con la 

producci 6n de dos moléculas de ácido 3-P-gl i cér i co. La segunda 

parle del ciclo es una fase reduct.iva en la que el fosfoglicérico 

producido se reduce a lriosa fosfat.o en presencia de t.rifosfat.o do 

adenosina CATP) y de nicotina.mida adenin dinucleótido fosfato 

reducido CNAOPH), ambos generados por la cadena de t.ransport.e de 

electrones folosint.élica en la membrana tilacoidal da los 

cloroplast.os. F'inalmente,en una fase rttgeneraliva,que implica 

varias reacciones enzim.át.icas,cinco t.riosas fosfato se convierten 

an t.res pantosas fosfato, regenerándose el 

iribulosa-1,5-bifosfato~ 

a.cept.or da COz 

La eficiencia de este proceso de asimilación de C02 esU. 

limitada de manera importante por la naturaleza bifuncional de la 

enzima carboxilante, que es capaz de catalizar igualmente la 
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oxigenac:ion de su suStrato rib~losa-1,5-01fosfato, a partir del o2 

atmosférico <ciclo c2 , Fig. B.>,produciendo los ácidos 

fosfoglicólico Y-3-P-glicérico. Por ésto el nombre completo de la 

enzima es ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa axigenasa <Rubisco>. 

El fosfoglicolato producido se metaboliza hasta y 

3-F'-9l1cerato mediante L1na comple,la serie de reacciones que 

recibeon en su con.lunto el nombr·e de fotorresp1ración <22> <Fig. 

!Bl. 

El metabolismo del carbono de las plantas es por tanta el 

resultado del balance integrado de estos dos procesos mutuamente 

opuestos. La operación simultánea de ambos conduce a un consumo de 

energia por molécula de co2 fijada muy superior a la que se 

consumirla si operase el ciclo de Calvin solo. 

La existencia de este proceso, unido a la baJa concentración 

de co2 en la atmósfera, hacen que uno de los factores que limitan 

el crecimiento de las plantas sea la insuficiente velocidad del 

pt·oceso fotosintético de asimi lac i6n de CQ2• 
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2. 2 Rula ~4 de asimi laci6o. de CO:z at.rr,osfé~ 

El maíz, al igual que las de~s plantas e, presenta dos tipos 

de células diferenciadas CFig. 2) participando én el metabolismo 

folosinlético de la hoja (11-13,23-26).La figura 3 muestra un 

esquema simplificado del melabol i smo c... Las células 11 amadas de 

mes6filo se encuentran cerca de la superficie ext.erna de la hoja y 

loman C02 atmosférico para asimilarlo en fc:irma de oxalacela.t.o a 

lravés de la carboxilaci6n del fosfoenolpiruvat.o mediante la 

enzi m.a. f'osfoenol pi ruvat..o carbox.i lasa C PEPC). El oxal aceta lo C OAA) 

se transporta al interior del cloroplast.o en donde se convierte en 

malat.o mediante la enzima m.álico deshidrogenasa dependiente de 

NADP CMDH-NADP), el malato, en intercambio con el oxalacet.at.o que 

se está produciendo es lransporlado al citoplasma para, 

posler1orment..e, ser llevado a las células de vaina vascular. las 

cuales se localizan en la periferia de los haces vasculares CFig. 

2), en donde se encuentran bastante aislada$ del intercambio 

directo de gases con la atmósfera. En las células de vaina 

vascular, el malato se descarbox.ila mediante la enzima m!lico 

deshi drogenasa descarboxi 1 ante dependiente de NADP C enzima 

málica-NADP), el CO.Z producido se utiliza para la. s!nlesis de 

carbohidralos a través del ciclo de Calvin que tiene lugar en 

estas células. El piruvalo produclo de la descarboxilaci6n, 

regresa a las cálulas de mes6filo y es transportado al interior 

del cloroplaslo en donde se produce fosfoenolpiruvat.o CPEP), an 

una reacción cat.alizada por la enzima piruvat.o ort.ofosfat.o 

dicinasa CPPDK), con el consumo de dos equivalentes de ATP. El PEP 

resultante se transporta al cit..oplasma en intercambio con fosfato 

para seguir alimentando est.a rula C12,24,27,28). 
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F!~ura 2. C:r,rtc' lr:in~\Trsal Ut:· una hoja cJ0 r.¡:1í: l'lU!->tra~. 

<lo In anatoniia tipo ~r:rn:. c:ir;ictcrístic;1 dP 1:1~ planta~ 

C.¡.,Cffi.CC.lula ti" mc>ófilo;CVV• Célula de> Ja \'nin:• \'as· 

cu!nr; \V. Te.i iJo \'nscular. 
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Las plantas que poseen ruta e, usan parte de la ener91a solar 

captada para mantener esta ruta extra, pera a pesar· de el lo su 

eficiencia energetu:a es superior a la de las plantas Ca. Es un 

sistema fotosintético que además puede operar con pérdidas de agua 

menores, gracias a que la afinidad por el COz es muy superior en 

las plantas e,, poi· lo que estos' organismos pueden mantener altas 

velocidades de fijación de carbono con apertura estomática 

limitada, permitiendo una fotoslntesis activa en cond1c1ones de 

relativa aridéz y con bajas concentraciones de COz. Esta ultima 

condición es frecuente cuando las plantas se encuentran 

fotosinteti;:ando activamente ya que consumen con rapidez el COz de 

las capas cer·canas de la atmósfera. Por otra parte, debido a que 

su asimilación de COz es más eficiente, las plantas C• poseen la 

capacidad de aprovechar mayor cantidad de energ!a luminosa, en 

consecuencia son bastante productivas, por lo que representan 

magnl fices candidatos para lograr incrementar la productividad en 

ambientes desfavorables como son los climas áridos (26-34). 
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8.3 Regulaci6~ de la ruta~·~ 

2.3.1 Regulaci6n, 122!:.. ~ínlesi!a ~ ~ Q-2 prot.eínas. 

Las plantas han desarrollado varios mecanismos da respuesta a 

variaciones del medio ambiente. de manera que su desarrollo se ha 

supeditado a la aparición de muchos de estos cambios. L6gicamenla 

una de 1 as serial es más i mporlanles para el desarrollo de una 

planta es 1 a 1 uz, que induce 1 a si nlesi s de numerosas prot.ei nas 

enzimáticas y eslruct.urales necesarias para el establecimiento del 

organismo fot.osi nlélico adul lo. Se han propuesto t. res el asas de 

fotoreceptores que median respuestas del desarrollo a la luz: 

fot.oclorofilido,filoc:romo y varios fotoreceptores de luz azul y 

luz ult.raviolela no bien caract.erizados C35-40). De los 

anteriormente mencionados sin duda el fot.oreceplor mejor 

caract.er!zado y el único que ha sido aislado es el f'it.ocromo 

(41,48).Se sabe que la es~imulación de la planta por luz roja es 

capaz de inducir la capacidad autotr6f i ca C entendida como la 

capacidad de asimilaci6n del carbono) que se acompaf'fa de un 

increment.o en la act.ividad de varias enzimas part.icipant.es del 

ciclo de Calvin,coma son: ribulasa-1,5-bifosfalo carboxilasa 

ox.igenasa (43-45). 

fruct.osa-1,6-bifosfat.asa 

ribulosa-5-P-cinasa 

(43, 44, 46) 

(43,44). 

y 

NADP-gliceraldehido-3-fosfa~o deshidroganasa; y también da varias 

enzimas part.icipant.es de la rut.a C4: piruvat.o ort.ofosfat.o dicinasa 

(48, 43, 45). NAOP-málico deshidrogenasa (44,47). NADP-malato 

dGshidrogonas.a. descarboxi l .a.nle e 41 , 44, 4 7) • adonil.at.o ci nasa 

C43,45), pirofosfatasa C48) y fosfoanolpiruvato carboxilasa 

C18, 48, 45,50). Este incremento de actividad se acompa!'!a de un 

incremento en los niveles de ARN mensajero especi fice 
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C41,45,51,5Z) y en la cantidad de proteína especifica C52,53). 

2.3.2 Requlaci6n QQJ:. el estado de activaci6n de enzimas. 

La necesidad de mecanismos de regulación de la act..ividad 

on:zi~t.ica corto plazo ~urgo de la au~oncia rolat.iva do 

comparlament.ali zaci6n en ol ci t.oplasma y den t. ro del cloroplast.o. 

que separe las enzimas degradalivas de las enzimas folosint.élicas, 

las cuales. de funcionar simult..áneament.e darian lugar a la 

gener•ci6n de ciclos inútiles, con el consecuente desperdicio de 

energia, esqueletos carbonados,nit.r6geno, et.e que ésto supone 

(55,57,59). Los mecanismos de regulación de la actividad 

enzimática mejor estudiados son: fosforilaci6n-desfosforilaci6n de 

proteínas dependiente de la fotofosforllaci6n y oxidación 

reducción de grupos sulfhidrilo, el que a su vez depende del 

lransport.e de electrones. Ambos procesos están activos bajo 

condiciones de iluminación y son capaces de modular "'in vit.ro" e 

"in vivo" la actividad de un número considerable de enzimas de 

cloroplasto involucradas en el ciclo de Calvin C~6.57,60-62) y la 

ruta C• C57,58,63,04), asi como enzimas cloroplá.st.icas y 

citoplásmlcas que participan en la gluc6lisis C62,63,65) y el 

ciclo de las pentosas fosfato CB2.63.65). Dichos mecanismos 

producen una modificaci6n relativamente estable de las enzimas. la 

cual va ligada a un cambio en la actividad, poro ne deben 

confundirse con los efectos regulalorios mediados por cambios on 

la concenlraci6n de met.ab6lilos, iones o cambios en el pH. 

De las enzimas que part.icip.a.n en la rula e, la piruvalo 

ortofosfalo dicinasa CPPDIO es la única enzima para la cual est• 

demostrado que se regula 'ºin_ vivo'' a t.ravés de un proceso de 

fosforilaci6n-desfosforilaci6n, Esta proteína puede encontrarse en 
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forma fosforilada inacliva duranle la noche y en forma no 

fosforilada acliva duranle el día (63,66,67). 

Por otro lado, la enzima málico deshidrogenasa dependiente de 

NADP CMDH-NADP) presenle en el eslroma de cloroplaslos de las 

células de mes6filo se encuentra en estada inactivo Ccon ciertos 

grupos sulfhidrilo oxidados) durante la noche y en estado activo 

Ccon los grupos sulfhidrilo mencionados reducidos) durante el día 

C55,67,68). Más conocido y mejor estudiado, el mecanismo de 

oxidación reducción de grupos sulfhidrilo da lugar a la regulación 

de un número considerable de enzimas lanlo cloroplást.icas como 

ci lopl ~s;m.i cas;. 

Otra de las enzimas que participan en un paso importante de la 

rula e, es la malato deshidrogenasa descarboxilanle dependiente de 

NADP. Esta es una enzima del estroma de cloroplaslo de las células 

do vaina vascular, responsable da la descarboxilaci6n dal malato 

que proviene de mesófilo (11,12). Hasta la fecha no hay raparles 

en la literatura de que la enzima de plantas C• sufra cambios en 

sus propiedades moleculares como consecuencia de la iluminación.La 

regulación de su actividad, más bien, podría ejercerse a través de 

los cambios en la concenlración de sustrato, cofactor y/o cambios 

en el pH que ocurran en el estroma de cloroplasto al pasar la 

planta de luz a oscuridad o viceversa C47). 

Con respeclo a olra enzima clav1> da la rula C• ,PEPC, los; 

aspectos de su regulación conocidos hast.a la fecha serán 

disculidos con delalle en el aparlado siguianle. 



~.4 Características de fosfoenolpiruvalo carboxilasa de 
planlas c •. 
2. 4.1 Reacción calalizada. 

La enzima fosfoenolpiruvalo carboxilasa CE. C. 4. l. l. 31) 

catali2a la ~-carbox.ilaci6n dol ~o~Coonolpiruvalo CPEP) 1 según la 

aiguienlo roacci6n : 

o o o o 
11 -

+ He-e-o PEPC - 11 11 - - 11 -
~~-• O-C-CH 2 -C-COO + O-P-0 

Hg2 
+ I _ 

o 
FOSFOENOLPIRUVATO 

BICAllBONATO 
OXALACETATO 

FOSFATO 

Esla reacción llene un cambio de energía libre muy negalivo 

Ces fuert.emenl.e exerg6nica ) a -8 kcal /mol, y es 

praclicament.e irreversible Cla reacción de regreso no ha sido 

observada) C 14). Esta acli vi dad fue descubierta en lej idos 

vegetales por Bandurski C69, 70). quien además purificó 

parcialmant.e la proleína responsable de la actividad de PEPC, y 

demostró que para la acLividad calalilica se requiere la presencia 

de Mg2
+. 

PEPC es la única carboxilasa a la fecha reportada que utiliza 

bicarbonato como sustrato y no co2 • que no requiere biot.ina 

(71,73). 

2.4.2 Propiedades ti~ y gyi~ 

Fosfoenolpiruvalo carboxilasa purificada de maiz y de otras 

plantas e, tiene un peso molecular de 400,000 dallons en su forma 

nativa (73-79). En elect.roforesis en geles de poliacrilamida en 

presenc;a de SoS se obliene una sola bahda de proteína de peso 

molecular de 100,000 daltons, indicando éslo que la enzima es un 

homolelrámero C74-78,80). 
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Recientes reportes indican que.factores tales como fuerza 

i6nica,Lemperat..ura,concentración de prolonas y varios metabolit.os. 

pueden alterar "in vit..ro .. la estructura cuaternaria de PEPC. 

haciendo que la enzima se pueda encontrar en diCerent..es estados de 

agregación C77,76,81-64). A51. se ha reportado la existencia de 

dímeros y monómeros de esta enzima 

Para invesligar la naturaleza de los restos de aminoácidos 

implicados en la unión de los sustratos y en la catálisis se han 

realizado numerosos estudios de modiCicación química de la 

proteína. De esta rorma se ha deleclado la presencia de grupos 

-SH en la molécula de PEPC (75,65,67). Cuando la enzima se incuba 

en presencia de paracloromercuribenzoato CPCMBJ, compuaslo que 

reacciona irreversiblemente con los grupos -SH de las proteínas, 

surre una ripida inactivaci6n. El sustrato PEP protege eficazmente 

c~nt.ra l• inacliv~ción por PCMB (76), Glucosa-6-P y glicina Cambos 

activadores de est..a enzima) t..ambián ejercen prolección frente a la 

inact.i vación por PCMB, rrúent.ras que los iones Mgz+ no tienen 

efecto. El efoclo prot.eclor de PEP sugiere la presencia de grupos 

-SH en el si t.i o act.i vo pudi ende es lar implicados en 1 a unión del 

sust.rat.o o en la calálisis. La inacli vación es dependiente del 

pH,alcanzando un valor m.á><imo a pH 9. Ditiotreitol CD1T.l protege 

de inactivaci6n por PCMB a pH 6.2 C85). 

En olros ast.udtos de modificación química con la. enzimc de 

maíz usando fenilglioxal C74), eosin isotiocianato C86) y 

piridoxal-5-fosfato C89) se ha mostrado que dos residuos de 

arginina y cuatro de lisina por cada lelrámero de enzima son 

ecenciales para la actividad y que estos grupos san protegidos por 

PEP. De l.a modiCic.aci6n química con diot.ilpiroca.rbonalo sg ha 
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inferido la importancia de residuos de histidina para la unión de 

PEP y/o Mg
2

• a la enzima de maíz 1901. 

2.4.3 Propiedades ciné~ 

Debido al papel clave de PEPC en la fijaci6n d•l carbono en 

plantas C•, muchos investigadores se han interesado en las 

propiedades cinéticas de esta enzima. A continuación se describe 

la que se conoce acerca de la cinética de PEPC. 

La enzima tiene un requerimiento absoluta par un catión 

divalente. Probablemente Mg 2
+ llena este requerimiento 

(91-93). 11 In vi tro", Mn2• puede reemplazar al 

"in 

Hg 
Z+ 

vivo" 

como 

cofactor.Con M~+ se observan menores valores de Km, pero también 

menores valores de Vmax.<94-96), mientras que co2• as menos 

efectiva (95,96). Otros cationes tales como zn2•, Hg2• <96>; Ca2+ 

!97l; cu2•y Cd2.{96l inhiben a la enzima. 

El papel de Mg2• en la catilisis aun no es claro, Maruyama et 

al. 198) y Miziorco et al. (94) han sugerido que se forma un 

puente enzima-metal-PEP en el sitio activo de la 

carboxilasa.Estudios de modificación quimica con la enzima de hoja 

de maíz indican que Mg2• ne es escencial para la unión de PEP a la 

carboxilasa, aunque su presencia incrementa la afinidad por este 

sustrato (74,96,99). Se prepuse que el sustrato activo e& la forma 

libre de PEP mas que el complejo metal-PEP (94,95,991. Sin embargo 

estudies cinéticos más recientes han de1110strado que •l sustrato 

preferencial es el complejo metal-PEP· 

Se ha reportado la eKistencia de formas iscenzimáticas de PEPC 

en hoja etiolada de varias plantas c3 y C~ come sen 1scrgc 

174-761, cana de azúcar <77) y maiz !78-80). Se ha encontrado que 

las formas isoenzimáticas presentes en hoja etiolada difieren de 
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las presentes en -hoja verde tanto en P .. ~.~n~-ª~.<-~3 ·':_omo en plantas e-. 

C49, 102-104, 106, 107) .En un principio ~e sugir.i6 que la forma de 

hoja verde procede de la de hoja etiolada por una modificación 

postraduccional originada por luz (49, 103, 108). Posteriormente 

varios autores han demostrado que ocurre síntesis de novo en 

Pespuesta a la luz, y que esta proteína sinteti=ada corresponde a 

la forma enzimática tipica de hoja verde <44,46,54,56> 

2.4.4 Regulación de su estado de actividad. 

2. 4. 4.1 Regulación R.Q!: metabolitos. 

PEPC de plantas C" es activada por glucosa-6-P, un producto 

final de la fijación de C02 <109>. Este compuesto produce un 

incremento en la Vma:; .. y en la afinidad por la unión a PEP 

<110,111>. Otra metabolito, L-malato, el cual es un producto 

inmediato de la reacción de carbo~dlación es un inhibidor de la 

carboxilasa <112>. Este muestra un efecto cooperat1vo y parece 

interactuar con PEPC en diferentes sitios, produciendo inhibición 

no competitiva o competitiva dependiendo del pH y su concentrac16n 

<ltü>. Glucosa-6-fosfato produce una disminución en el efecto 

inhibitorio de malato (110, 112>. Aspar tato, otro producto 

importante de la carboxilación en algunas plantas e" también 

inhibe a la enzima CB0,112> .. 

2.4.4.2 Regulación RQ!:. ~ 

Variaciones en el pH podrían también operar como un control 

fino de la actividad de la carboxilasa. La afinidad de la enzima 

por PEP y Mg2+ se incrementa ligeramente entre pH 7 y 8 

(90,95>. En otros trabajos se ha reportado que PEPC de maíz se 

ina.ctiv'a rápidamente cuando se expone a elevados valores de fuerza 

i6nica <tales como 200-400 mM de NaCJ) <77>,y por experimentos de 
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filtración en gel se ha observado que esta inactivaci6n está 

asociada con cambios en el estado de agregación de la enzima, 

proceso que a su vez también es dependiente del valor de pH, 

observ~ndose que la p6rdida de actividad es casi total a pH B. Es 

notable el hecho de que el sustrato PEP y el activador 

glucosa-6-fosfato eviten la pérdida de actividad consecuencia de 

la disociaci6n por fuerza i6nica. Un reporte ( 113) acerca de la 

estabilización de PEPC de plantas e~ a altos valores de pH por 

cosolventes no i6nicos tambión su9iere que la disociaci6n puede 

ocurrir cuando la enzima se diluye a altos valores de pH. 

Es posible que cambios en el pH del medio en que se encuentre 

la enzima produzcan cambios conformacionales en la proteina que 

pueden llevar incluso a la disociací6n de sus subunidades, como 

veremos en el estudio que aqui presentamos. A este respecto es 

importante mencionar que en estudios realizados con plantas CAM, 

se ha observado que la forma tetramérica activa de la enzima es 

convertida a la forma dirnérica inactiva cuando se preincuba a pH 

8.2 (73,82,84). 

Los reportes mencionados indican que valores de pH superiores 

a 8 parecen desempenar un papel importante en el estado de 

actividad de PEPC, y se ha propuesto que cambios en el estado de 

protonaci6n de cisteínas y/o argininas presentes en la molécula de 

la enzima podrían estar involucrados en la transición oligomérlca 

dependiente del pH 174,75,77,801. 

2.4.4.3 Regulación l!.Q!: modlficaciÓ!J. covalente. 

Recientemente se han obtenido datos experimentales qua 

sugieren que la actividad de PEPC en plantas C~ durante las 

transiciones luz oscuridad está mediada por un procesa de 
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fosforilaci6n de restas seril de la enzima C114-118l. 

Se ha encontrada que la anzima obtenida de hojas de maíz 

iluminadas es menos sensible a inhibición por malato y está 

fosforilada en uno o más residuos de serina, mientras que la 

obtenida de hojas mantenidas en oscuridad es más sensible a 

inhibici6n par malato y est~ mucho menos fosforilada <115>. 

Después de iluminación la enzima muestra inhibición sigmoidal por 

malato con un K¡aparente de 0.9 - 1.2 mM, y despuÉ~ de un periodo 

de oscuridad la enzima muestra inhibici6n hiperbólica por malato 

con un K(aparente de 0.3 - 0.6 mM. La Vmax. de la forma de PEPC 

obtenida de hojas iluminada& es aproMimadamente el doble de la de 

la enzima obtenida de hojas nlantenidas en oscuridad 

La incubación de PEPC de maíz con fosfatasa alcalina exógena 

conduce a un incremento en la sensibilidad a inhibición por malato 

de la enzima obtenida de hojas iluminadas, hasta niveles como los 

observados con la enzima obtenida de hojas mantenidas en oscuridad 

<116>. Así mismo, la incubación de PEPC con una proteína cinasa 

soluble (ambas obtenidas de hoj• verde de ma!z> muestra que la 

proteína cinasa activa a PEPC d• hojas mantenidas en oscuridad 

(118). Concomitante con estos cambios en la actividad de PEPC se 

tiene una marcada disminución en la sensibilidad a inhibición por 

malato. El análisis de aminoácidos fosfatados de la enzima marcada 

con 22p mediante HPLC y electroforesis bidi•ensional en capa fina 

revela que la enzima esti fosforilada exclusivam•nte en residuos 

de serina y que el grado de fosforilación es 501. mayor en la 

enzima obtenida de hojas iluminadas C116,L18l. 

Estos resultados obten idos 11 in vi tro 11 junto con otros 

recientes estudios acerca de los cambios inducidos por luz en l• 
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actividad catalítica y sensibilidad a malato de PEPC ,están 

relacionados al menos en parte al grada de fosfarilaci6n de 

residuos seril de la proteina "in vivo••. 

2.4.4.4 Reoulaci6u QQC luz. 

Parecería que la acción de los mecanismos de reQulaci6n 

inducidos por luz antes mencionados sobre la actividad de las 

enzimas PPOK y MDH-NADP, seria suficiente para explicar la 

regulación noche día de la sección de la ruta e~ que se lleva a 

cabo en el citoplasma de las c6lulas de mes6filo. Por ello la 

regulación por luz de PEPC en plantas e~ no se consideró 

importante por mucho tiempo. No obstante deben tenerse en cuenta 

los siguientes hechos : 

il.- La reacción catalizada por PEPC es pr!cticamente 

irreversible bajo la9 condiciones imperantes en la c~lula,por 

tanto esta enzima actua virtualmente como una bomba capaz de 

canalizar su sustrato hacia l• formación de malato,molécula que 

actua como transportador del co2 a las células de vaina 

vascular.Debido a que no existe reacción inversa, cuando el 

producto no es requerido en esta ruta metabólica (recuerdese que 

la fijación de co2 está detenida durante la noche en plantas e~> 

(102, 107, 119) la bomba debe ser apagada para evitar una 

acumulación de intermediarios <OAA,mal~to>. 

ii).- PEP el sustrato de PEPC es un metabolito centr•l en el 

metabolismo general de las plantas (120) !Fig.4l, siendo 

9luc6lisi~ una de las rutas más importantes en que participa.En 

varias plantas e_ se ha demostrado que las enzimas glucoliticas 

enolasa y piruvato cinasa, cuyo sustrato es PEP, se encuentran al 

igual que PEPC en el citoplasma <121,122>.Por tanto durante la 
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noche,cuando la producción de PEP via PPDK se detiene <PPDK se 

encuentra inactiva en la oscuridad> ,PEPC podría competir por el 

mismo sustrato con las enzi~as glucolíticas, que si están activas 

durante la oscuridad. 

Dada la gran cantidad de PEPC presente en mesófilo de plantas 

Ci. <se ha reportado que constituye hasta el 15 1. de la proteína 

total soluble de la hoja en este tipo de plantas) <54>, que se 

traduce en una elevada capacidad catalitica <su V~ax. en extractos 

crudos de maíz es aproximada~ente diez vec~s superior a la 

isoforma no fotosint~tica presente en hoja de plantas C2 > 

(112,123>,ser!a de esperar que en caso de que esta enzima tuviera 

acceso al PEP citopl~smica producida por glucólisis, interfiriera 

de manera notable con el funcionamiento de esta importante ruta 

metabólica, constituyendo as! una ruta alterna de consumo de 

carbohidratos, que reporta menor ganancia de energía y que ade~s 

produce acumulación de intermediarios del ciclo de Krebs CFig.5>. 

Por estas razones es de esperar que la actividad de PEPC esté 

sometida a control durante el ciclo noche-día, de manera que la 

enzima sea totalmente activa durante el dia cuando la fotosíntesis 

esti operando y se inactive durante la noche. La existencia de una 

regulaci6n por luz a corto plazo de esta enzima fué reportada por 

Karabourniotis y col. para varias plantas c. (124,125) y por 

Iglesias y Andrec para ~aiz (49>. Sin embargo los primero• ne 

fueran capAces de detectar ningun cambio en la enzi"'a extraída de 

plantas de maíz mantenidas en luz o en oscuridad, generando as1 

serias dudas sobre el reporte de Iglesias.y Andreo, y sobre la 

necesidad de una regulación de la actividad de PEPC 11 in vivo 11
• 

Recientemente se ha confirmado que la actividad de PEPC de 
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Figura 5. Esquema que ilustra Ja competencia que se pre·· 

sentaría si tanto gll1c61isis con10 PEPC estuuicran ;1ctivns 

nl misn10 tiempo, con 3ccc~o a :11 misma po:n mct3h6Iicn de 

PE!'. 
***1Dh~c1·vcsc Ja g:111:111cin de C'11crgi:1. 1~st3 110 se 11r~ 

scntn cu:indo !'El' e< .:on\"c·rt ido pe>r l'Ll'C <'11 lugar Jl' PK. 

rEP. fo~fu(•nolpinn·;1to;PI:PC fo~foC'nolpiruv:1to carhox i J;1sa; 

1'~.pirliv:1to ci1i:1sa; OAA. ox:1l:1cctato; Ac-Co~.a(ctil-cocr1:l 

n1:1 A; G-t1-P. G1l1cosn-b-fo~f:1to; l\Il. pir11vato dC'sl1idrogc11as3, 
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hoja verde de maiz está sujeta a re9ulación noche d!.a 

(49,115 1 125-130). La enzima e•traida de plantas iluminadas muestra 

caracteristicas cinéticas diferentes a la enzima extraída de 

plantas mantenidas en oscuridad por periodos cortos (2-3 horas>. 

Asi, la enzima de dia presenta una mayor afinidad por el sustrato 

PEP y una menor sensibilidad a inhibici6n por malato que la enzima 

de noche, lo que presumiblemente se traduce en una mayor actividad 

de esta enzima durante el periodo de lu:: "in vivo". 

El mecanismo molecular responsable de estos cambios en el 

comportamiento cinético de la enzima no par·ece ser la oxidación 

reducción de grupos -sH como originalmente habían propuesto 

algunos autores C49,125), sino más bien un cambio en el estado de 

fosforilación de la enzima como se discutió en el apartado 

2.4.4.3. La forma de día activa está má& fosforilada que la forma 

de noche inactiva. 

Esta modificación covalente de la proteina inducida por luz 

podria tener así mismo consecuencias en el estado de agregación de 

la enzima y por consiguiente sobre su actividad.Así, se ha 

reportado que la enzima de dia as más sensible a dilución que la 

de noche (114,128>, es decir, seria más facilmente disociable en 

dímeros y/a mon6meros. 

Resumiendo, l& evidencia eMperimental actual indica que son 

numerosos las efectores que actuando de forma coordinada pueden 

controlar la actividad de esta carbo><ilasa 11 in vivo".En virtud de 

~sto, puede pensarse que variaciones en la concentración de 

metabolitos, efectores y/o cambios en la.concentración de protones 

pueden tener lu9ar en la vecindad de esta enzima al pasar la 

planta de condiciones de luz a condiciones de oscuridad, lo que 
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podría disparar el mecanismo molecular de conversión de la forma 

de d!a a la forma de noche, y vicevers•, en forma semejante a lo 

reportado para la enzima de hoja de plantas CAM (58,59). Se ha 

demostrado de manera clara que PEPC de plantas CAM, en donde esta 

enzima también posee una función fotosintética, existe como una 

forma tetramérica activa durante la noche y como una forma 

dim~rica inactiva durante el d!a <82-84,131>. 

26 



111. OBJETIVOS. 

En vista de los anteriores antecedentes nos planteamos los 

siguientes objetivos : 

3.1 Objetivo general. 

Investigar el efecto del pH ligeramente alcalino sobre la 

actividad de PEPC de hoja verde de maíz y su posible papel en los 

mecanismos de regulación de esta actividad enzimática. 

3.2 Objetivos oarticulares. 

a).- Determinar si la incubación de PEPC en medios con pH 

ligeramente alcalino produce inactivación de esta enzima. 

b).- Caracterizar este proceso de inactivac16n de la enzima 

mediante el estudio del efecto que, sobre tal comportamiento, 

tengan diversos factores como son: cance~tración de enzima, 

presencia de agentes reductores y/o presencia de ligandos de la 

enzima. 

e>.- En base a los datos obtenidos, proponer el mecanismo a 

través del cual ocurre la inactivaci6n de PEPC de hoja de maíz en 

nuestras condiciones experimentales. 
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IV. MATERIAL V.METODOS. 

4.1 Materiales. 

4.1.1 

Para determinar la actividad enzimática se empleó un 

espectrofot6metro Pye Unicam modelo SP 1800 de doble haz con 

control de temperatura y regist14 ador integrado. 

La balanza analitica utilizada para pesar los reactivos 

quimicos fue MettJer modelo Hb con capacidad de 160~0.0001 gr. 

La homogeneizaci6n de pequeNas cantidades de tejido se hizo 

en un politr6n Jane te Kunkel ultra-turrax con pistilo 10 N .Para 

homogeneizar mayores cantidades de tejido se utilizó ua licuadora 

marca osterizer modelo pulsomatic. 

Para medir el pH se utilizó un potenciómetro Coductronic con 

precisión de ~ 0.01 y un electrodo Beckman. 

Para centrifugar se utilizó la centrifuga Beckman modelo 

J2-21. 

Las preparaciones quimicas y l~s soluciones que necesitaban 

temperaturas bajas de almacenamiento fueron guardadas en un 

refrigerador marca BendiK (4°C) o en un congelador (-20 ºC>. 

Las microjerin9as empleadas fueron marca Hamilton de 10,50 y 

100 µl. 

Para el ensayo de actividad de PEPC se utilizarón celdas de 

cuarzo de l mi de capacidad. 

Para la agitación de tubos se utilizó un vortex Genie modelo 

K-550-G. 

Se utilizaron platos magnéticos Corning modelo PC-351 para la 

agitación de soluciones. 

Se utilizó nitrógeno gaseoso de INFRA para Ja eliminación de 
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·ax f. geno en· los medios de -·ensayo 

Las columnas de vidria para cromatografia fueron de la casa 

Pharmacia Fine Chemicals. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de 

SOS, se hi:?o en un equipo para electroforesis en placa vertical 

dise~ado y elaborado en nuestro laboratorio. 

4. 1.2 Reactivos. 

Los reactivos empleados en esta investi9aci6n todos de 9rado 

analítico, fueron obtenidos de las siguientes casas comerciales• 

De Merck: Trietanolamina<TEAl, fosfato monob~sico de potasio, 

fosfato dibásico de potasio, glicerol, sulfato de amonio, ácido 

clorhídrico, cloruro de potasio, etilendial\ino tetraacético 

<EDTA>, ácido tricloroacético(TCA>, polietilenglicol 6000, cloruro 

de magnecio, cloruro de calcio, Tris(-hidro><imeti laminometano>, 

glicina. 

De Sigma Chemical Ca. : ~-mercaptoetanol, Nicotinaminadenin

dinucle6tido reducido (NADHl en sal disódica, Fosfo<>nolpiruvato, 

<sal de monociclohexilamonio>, ~Alico deshidrogenasa de corazón de 

cerdo, ditiotreitol, azul brillante G, albúNina sérica de bovino, 

tritón X-100, polivinilpolipirrolidona, DEAE 

acri lamida, bisacri lamida, dodeci l sulfato 

<celulosalSephacel, 

de sodio, TEMED, 

persulfato de amonio, ~arcadores de peso molecular<l'IW-SDS-200)1 

uresa, transferrina, mioglobina, albúmina bovina, Albúmina de 

huevo, anhidrasa carbónica. 

Da T6cnic& Química S.A. bicarbonato de sodio, fosf~to 

dibásico de sodio, ácido fosfórico, metanol. 

De Pharmacia Fine Chemlcals: Sephacryl S-300 superfino. 

De American Can. Ca. :Parafilm oíl. 
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4.1.3 Material biol6gico. 

Se utilizaron semillas de maiz <Zea !!!.i!Y.I!. L. var. Chalque~ol 

provenientes del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales 

Agrícolas y Pecuarias. 

4.2 Métodos. 

4.2.1 Crecimiento Qg olantas. 

Las semillas de mai z 'fueron germinad .. s en tierra en un 

invernadero a una temperatura de 28 a 30 ºe, con fotoperiodo 

natural. Para los experimentos se usaron siempre la cuarta Y la 

quinta hoja de plantas de aproximadamente un mes de edad. 

4.2.2 Eliminaci6o_ del oxigeno~ los medios de ensayo. 

Para eliminar el oxigeno Rn los medio5 de ensayo, cuando esto 

fue necesario, se llevó a cabo el siguiente procedimiento La 

soluci6n amortiguadora para la preparación de cada uno de los 

medios de preincubación de la enzima se sumergió en un ba~o maria 

a 30-35°C y se conect6 a v&cio durante 24 horas para hacer un 

desg&sado exhaustivo y eliminar el oxigeno lo más posible. 

Finalmente se hizo fluir nitrógeno a la soluc:i6n por espacio de 

una hora. El volumen de agua evaporada se repus6 con agua 

destilada tambi~n libre de oxigeno. 

4.2.3 Extracci6rr de 1ª. enzima fosfoenoloiruvato carboxilasa 

Las hojas de plantas de maiz de cuatro semAnas de edad fueron 

desprovistas de nervadura central y fragm•ntadas en trozos 

pequanos, tras lo cual se adicionaron al amortiguador de 

extracción en una proporción de 4 ml de amortiguador por cada 

gramo de tejido. El amortiguador de extracción fue el siguiente: 
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Tri1>·PO,. 100 mM pH 7.2, EDTA 1 mi'\. 
glic:erol 20 "Z (v/vl, MgCl 2 5 mM· 
PVPP 10 "Z <plvl ------------1 . 
R-mercaptoetanol 10 mH ----- adicionados en el momento del 
r uso dRl amortiguador. 

Posteriormente el tejido se homogeniz6 utilizando un politrón 

a máxima velocidad durante cuarenta segundos. El homogenado 

obtenido se filtró a través de cuatro c•pas de gasa y se 

c:entrifugó a 18000 rpm durante 30 minutos en la c:entrifuga Beckman 

modelo J2-21, utilizando el rotor JA-20, e] precipitado se deschó y 

al sobrenadante se le determinó actividad de PEPC y concentraci6n 

de proteínas. Todo este procedimiento se llevó a cabo a una 

temperatura de O a 4 ºe manteniendo los extractos y soluciones en 

un ba~a de hielo. 

4.2.4 Ensayo Qg_ la actiyidad de fosfoenolpiruvato carboxilasa 

Para determinar la actividad enzimática se eMple6 un sistema 

acoplado a la enzima málic:o deshidrogenasa (MDH> <E.C.1.1.1.37) 

dependiente de NADH, según el método desc:rito por Uedan <79>. En 

este sistema el oxalacetata resultante de la carboxilaci6n del 

fosfoenolpiruvato es reducido a malato gracias a la actividad de 

la enzima málico deshidro9enasa que paralela~ente oxida NAOH a NAO 

según el siguiente esquema de reacciones 

PEP + HC03 ~PE~PC~----+ 

OAA + NADH + H '-'HOH=----+ 

·OAA + HPO,. 

MALATO + NAD+ 

La cantidad de oxalacetato producido durante el transcurso de 

la reacción puede asi medirse siguiendo el descen9o de la densidad 

óptica a 340 nm debido a la conversión de NADH a NAO+. La 

pendiente obtenida <cambio de densidad óptica /minuto> se midi6 

durante los primeros instantes de la reacción donde se obtenía una 
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adecuada linearidad de cambios de absorbancia frente a tiempo 

<velocidad inicial>. 

La composición del medio de ensayo estandar es la siguiente : 

Reactivos. 

gmorliguador 
NADH <20 mM> 
DTT (200 mMJ 
NaHC03 <I M> 
PEP (200 mM> 
MDH (300 unidades> 
H20 
Volumen final 

Volumen <mi>. 

0.500 

concentración final 
en el medio de ensayo 

0.010 0.2 mM 
0.010 2.0 
0.010 !O.O 
0.005 1.0 
0.010 3 unidades. 
El volumen necesario para completar 1 ml. 
1 mi. 

La actividad enzimática se calculó con la siguiente expresión• 
A = (lúJO) V E.V.a.e. 
en donde : 
M>O. cambio de densidad óptica por minuto. 

v. volumen final de la mezcla de reacción. 
V. volumen de preparación enzimática utilizada. 
E. coeficiente de extinción molar de NADH 

a 340 nm (6.22 cm 2 /µmo!.) 
d. distancia del paso de luz en la celda del 

espectrofotómetro. 
c. concentración de- proteína de la preparación 

enzimática utilizada en mg/ml. 

La temperatura del ensayo fue de 2~ ºc. 

Los blancos hechos en ausencia de PEP o en ausencia de enzima 

PEPC mostraron un descenso de absorbancia en función del tiempo 

que es despreciable frente a las velocidades de reacción medidas. 

Una unidad de activid•d enzimAtica se definió como la cantidad 

de enzima que carboxila un µmol de PEP por minuto en nuestras 

condiciones de ensaya. 

4.2.5 Purificaci6rr parcial de fosfoenolpiruyato ctrboxilasa 
e.ru:: precipitaci6~ s;.Qn. sulfato de amonio. 

El extracto crudo obtenido de la homo9eneizaci6n de hojas Y 

su posterior centrifugación fue inicialmente precipit•do agreg•ndo 

sulfato de amonio sólida, de manera lenta y con agitación 
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constante hasta alcanzar un 30 r. de saturación, <El pH se controló 

adicionando Tris base en polvo cuando fue necesario). Después de 

agregarle toda la sal se mantuvo diez minutos con agitación lenta, 

tras lo cual se centrifugó a 18000 rpm durante 30 minuto» en la 

centrifuga Beckman modelo J2-21 y utilizando el rotor JA-20 a 4°C. 

El precipitado se desechó y el sobrenadante se sometió a una 

segunda precipitación, esta vez al 60 i. de saturación siguiendo un 

procedimiento idQntica. 

DespuQs de la segunda centrifugación el precipitado (30-60 %) 

contiene toda la actividad de PEPC. 

4.2.6 Determinación de 1ª. concentraci6u de ~i~ 

Basados en la modificación de Hartree <132> al método de 

Lowry, nosotros modificamos el m6tado de azul de Coomassie de 

Bradford (87> para determinación de proteínas. Supusimos que los 

ex trae tos crudos de maíz podri an con tener g 1 ucoprote! nas que 

produjecen una respuesta no lineal. Suponiendo que un tratamiento 

en medio alcalino en presencia de desoxicolato podría mejorar la 

respuesta, hicimos lo siguiente : 

Como estándar se empleó albúmina de suero de bovina <BSA> 

tipo I, la cual fue tratada con carb6n activado de acuerdo con 

Chen <133) y fue disuelta en agua a 2.5 mg/ml. 

Se probaron diluciones de albúmina conteniendo o, 5, 25, 50, 75 

y 100 µg de albúmina, y se llevaron a 100 µl con agua destilada. 

Posteriormente se adicionaran 100 µl de medio A 

KH2PO~- K 2HPO~ 50 mM, glicerol 10 r. y DTT 2 ~M. 

Las muestras de extracto de maiz cuya concentraci6n de 

proteína iba a determinarse fueron di luidas a 100 µl con medio A y 

completadas a 200 µl con agua destilada. <se hici&ron diluciones 
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de: 10,20,30,40,50,60,71),8(1,90 y 1(10 µI> 

Después de esta preparación 100 µl de desoxicolato de sodio 

O. 15 'l. y 100 µl de NaOH O. 1 N fuef"on afíadidos a cada tubo, los 

cuales se agitar·on vigorosamente e inmediatamente después se 

' o inCLlbaron a 60 C durante 15 minutos, tras lo CL\al se dejaron 

enfriar a temperatura ambiente y se aftadieron 5 ml de solución 

de a:ul de Coomaesie pt·eparada de acuerdo con Bradford <87>. 

Las lecturas de absorbanc1a a 595 nm se hicieron durante la 

siguiente hora. 

La concentración de proteina de las muestras problema se 

interpoló de la curva patrón de albúmina 

En estas condiciones la cantidad de proteina de ext1~actos de 

malz a~adidos al ensayo mostraron una respuesta lineal entre 10 y 

90 µg de proteina total con respecto al desarrollo de color. 

4.2.7 Purificac16rr de fosfoenolpiruvato carboxilasa 
QQ.!:. cromatografiª- @.!! columna. 

260 unidades totales de fosfoenolpiruvato carbox i lasa 

precipitadas con sulfato de amonio (30-60 "/. > se resuspendieran en 

dos mi. del amortiguador Tris-po~ 50 mM pH 7.2, EDTA 1 mM, MgCI 2 5 

mM y glicerol 15 'l.. La enzima resuspendida se sometió a un proceso 

de purificación de cromatografia en columna basado principalmente 

en el método descrito por Uedan y Sugiyama !79). 

Asi nuestra preparación enzimática resuspendida se aplicó a 

una columna de filtración en gel de Sephacryl 5-300 superfino de 

1.6 X 60 ·cm. y se eluyó con el mismo amortiguador de resuspensión. 

Se colectaron fracciones de 2 ml y se determinó actividad y 
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concentración de proteínas a cada fracción. 

Las fracciones correspondientes al pico de actividad de PEPC 

se aplicaron a una columna de intercambio i6nico de DEAE 

<celulosa> Sephacel de 5.4 X 11 cm. La columna se equilibró con el 

mismo amortiguador utilizado para la resuspensi6n, y se lavó con 

cinco volómenes de dicho amortiguador hasta que ya no se registró 

absorbancia a 280 nm en el eluato. Posteriormente la enzima se 

eluyé con un gradiente lineal de KCl de O a 200 mH aplicado en el 

mismo amortiguador. Se colectaron las fracciones y se les 

determinó actividad de PEPC y concentración de proteínas. 

Todo el procedimiento de purificación se llev6 a cabo en un 

cuarto frío a una temperatura de O a 4 ºc. 

4.2. 7.1 Electroforesis de proteí~ en geles 
~ pal iacri lamida ~ presencia Q_g_ SDS, 

La preparación enzimática obtenida d"I 

puri ficaci6n se sometió a electroforesis en 

proceso de 

condiciones 

desnaturalizantes con el fin de determinar el grado de pureza de 

la misma, para lo cua\ se llevó a cabo el procedimiento descrito 

por Laemli (134>, y que se describe a continuación. 

Una muestra de la enzima se mezcló con un amortiguador para 

muestra en una proporción de 1-1. 

El amortiguador µara muestra fue el siguiente Tris-HCl 

0.0625 M pH 6.a, SOS 2 X, , EOTA mM 

Cv/vl, azul de bromofenol O.O! 'l. (p/vl. Una v•z hecha la mezcla se 

calentó durante tres minutos a 100 ºc. 

Las características de los geles fueron l•s siouientes : 

Un gel separador de 10 X T de 7 cm de longitud preparado 

con el amortiguador Tris-HCI 0.375 H pH a.a, SOS 0.1 Y. , EOTA 1 mM 

Un gel concentrador de 4 X T colocado sobre el gel separador 
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y preparado con el amortiguador Tris-HCl 0.125 M, SOS 0.1 7., EDTA 

mM, pH 6.8. 

El amortiguador utilizado para los electrodos fue •l 

siguiente: Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SOS 0.1 7., pH 8.3. 

La electroforesis se corrió durante tres horas, tras lo cual 

los geles se tii"ieron con azul de Caomasste durante dos horas y, 

posteriormente destef1idos sumergiendalos en una soluci6n de 

etanol- ac. acético-agua en una proporción de 5-1-5 

respectivamente. 

Para determinar el peso molecular se emplearon los siguientes 

marcadores : 

~-galactosidasa de E. coli. 
Fosforilasa B de músculo de conejo. 
Albúmina de suero de bovino. 
Albúmina de huevo. 
Anhidrasa carb6nica. 

116 000 daltones. 

94 ººº 
67 000 
43 000 
30 000 

4.2.8 Experimentos de preincubación 
de fosfoenolpiruvato carboxilasa. 

4.2.8.1 Preincubación ~.!.-ª.enzima parcialmente oura 

ª-llt!~~ªllt!h 
Fosfoenolpiruvato carboxilasa parcialmente purificada por 

precipitación con sulfato de amonio <como se describió en 4.2.5> 

se resuspendió y se preincubó a pH 9 y a pH 7 a 25 ºe en el 

amortiguador de TEA-HCL 100 mM conteniendo ademis EDTA 1 ml1 En 

ambos valores de pH se hicieron preincubaciones en ausencia o 

presencia de: PEP 5 mM, MgCl 2 10 mM, CaCl 2 10 mM y olicerol 20 7. 

(V/V)• 

Con el fin de evitar excesiva dilución de la enzi11a, las 

preincubaciones se realizaron en el mismo medio en el que se iba a 

determinar la actividad enzim~tica una vez finalizados los 
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periodos de preincubaci6n. Por ello en el ~edio de preincubaci6n 

estaban presentas los reactivos necesarios para la determinación 

de la actividad de PEPC, descritos anteriormente en 4.2.4, con 

excepción de los sustratos PEP y/o Mg 2
• que se aKadieron una vez 

fina 1 izados los correspondientes periodos de preincubaci6n parq 

iniciar la reacci6n enzimática y determinar así la actividad 

1~esidual de la enzima tt·as el tratamiento. La Tabla muestra la 

composici6n del medio de pt•eincubaci6n. 

TABLA t. COMPOSICION DEL MEDIO DE PREINCUBACI6N A pH 9 Y 7. 

Concentración f 1nal en Reactivos Volumen Cml > el medio de preincubaci6n. 

Amortiguador * 
NADH <20 mM> 
NaHCO~ < 1 M> 
MDH (300 unidades) 
Enzima <PEPC> 
Agua destilada 
Volumen final 

0.500 
0.010 
0.010 
0.010 
0.010 
0.430 
0.970 

0.2 mM 
10 mM 

3 unidades. 

* Coma amortiguador a ambos valores de pH se uso TEA-HCl 100 mM 
EDTA 1 mH, en donde se disolvieron las sales y el glicerol 
usados en los diferentes tratamientos. 

El volumen del medio de preincubaci6n fue 0.970 mi, 

completándose a 1 ml tras la adici6n de los sustratos para iniciar 

la reacci6n. 

Los resultados se muestran como porcentajes d• la actividad 

de la enzima al tiempo cero de preincubaci6n a los diferentes 

valores de pH <tomando a éste como el momento en que se mezclc1 la 

preparación enzimática con el medio de prelncubaci6n) y 

representan la concentración de enzima activa en la mezcla de 

preincubaci6n. 
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4.2.8.2 Preincubaci6u de ~enzima Q!!C.1. g E!!:i 8.5 

Fosfoenolpiruvato carboxilasa purificada (como se describió 

en 4.2. 7> se preincub6 a 25 ºe y a pH 8.5 en presencia y ausencia 

de polietilenglicol 6000 15 l'. (v/vl y ditiotreitol <DTT> 5 mH. La 

composici6n del medio de preincubaci6n fue la misma que la usada 

con la enzima parcialmente pura (descrita anteriot'mente en la 

tabla 1). 

En este caso el medio de preincubaci6n y los frascos en que 

fue preparado y guardado fueron hermeticamente selladas y 

desgasados <como se describió en 4.2.2 para eliminar en lo posible 

el oxigeno> con el fin de evitar la oxidaci6n de grupos ionizados. 

Las incubaciones y las medidas de actividad se realizaron 

bajo atmósfera de nitrógeno. Para ello las celdas del 

espectrofotómetro donde se realizaron las incubaciones y las 

medidas de actividad fueron hermeticamente selladas con tapones 

especialmente disef'l'ados para posteriormente eliminar el ox!geno 

por gaseo exhaustivo con nitrógeno. 

Las manipulaciones necesarias de PEPC y de las soluciones de 

reactivos se hicieron cuidadosamente utilizando Jeringas 

microjeringas para evitar el contacto con la atmósfera. 

4.2.8.3 Preincubaci6u g 1:!!:f neutro de L!, enzima ~ 
previamente inactivada Q.Q..t Q!i alcalino 1n.tl 8.5> 

y 

Tras inactivar la enzima a pH 8.5 se preincub6 por 

diferentes periodos de tiempo a pH 7 con el fin de estudiar el 

proceso de reactivación. Para ello se llevó a cabo el siguientv 

procedimiento : el medio de preincubaci6n • pH 8.5 conteniendo la 

enzim~ inactiva se diluyó 1 a 2 con un amortiguador de TEA-HCL 100 

~M pH 5.5 previamente desgasado, resultando un pH final de 7,tras 

lo cual la recuperación de la actividad fue seguida con el tiempo. 
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4.3 Análisis matemático de los resultados experimentales. 

4.3.1 Determinaci6u de 1ª. velgcidad inicial de 

inactivaci6U ª E!l:f 8.5 

Algunas veces se plantean problemas en ciencias cuya solución 

práctica solamente puede hacerse aproximando una funci6n f <x> que 

sea difícil de evaluar, a un tipo de función g( x> más simple y 

manejable <135>. 

En algunos casos f(X) es conocido analític~mente, pero 

dificil de calcular, en otras casos podemo~ saber a que clase 

general de funciónes pertenece f<x> sin conocer los valores de 

determinados parametros funcionales. Por el contrario, en general, 

solo es conocida la informaci6n funcional por medio de los puntos 

base y muy poco se sabe sobre f(x). Este último es el caso de 

nuestros experimentos a pH 8.5, en donde la velocidad inicial de 

inactivaci6n es el único parámetro real que podemos determinar a 

partir de los resultados crudos, ya que las curvas obtenidas 

experimentalmente no nas permiten calcular otro parámetro valioso. 

La velocidad inicial de inactivaci6n es un parAmetro 

importante ya que su valor absoluto es un reflejo del efecto que 

sobre el proceso de inactivaci6n de PEPC tienen los diferentes 

factores probados a pH 8.5 

Nosotros determinamo9 la velocidad inicial de inactivaci6n 

aproximando las curvas obtenidas en cada uno de los experimentos a 

pH 8.~, a un polinomio de interpolación, particularmente a un 

polinomio de interpolación de Lagrange. Posteriormente c•lcula~os 

la derivada de las curvas Cpolinomio>, en el tiempo t=O 

Los fundamentos teóricos del polinomjo de interpolaci~~ son 

los siguientes : 

EMiste uno y solamente un polinomio de grado n 6 inferior 
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que toma los valores f<X 0 >,f<X&>, •••••••••. f<Xn>, para los n+l 

diferentes puntos base x0 , x1 , ••••••••••• xn ; llamado polinomio 

de interpolac16n. El pal inomio de interpolación tiene aquel los 

coeficientes A" que componen la solución del sistema de n+l 

ecuaciones lineales: 

A0 + AJ.X a + A2 X~ +. • •••••••• • AnX~ 

Aa + A&X& + A2X~ +. • .. • · "" • AnX~ 

f(Xnl 

El determinante de la matriz de los coeficientes del sistema 

anterior es el siguiente: 

Xo X~ ··········· xn 
D 

X& 
2 

X& ........... x" & 

X2 X~ ··········· X~ 

Xn X~ ••••••••••• X~ 

Se conoce como determinante de Vandermonde y es distinto de 

cero si Xi ~ Xj • Por tanto, e><iste una única solución para los 

valores AL , o sea existe un ónice polinimio Pn <X> que 

reproduce exactamente a f<X> para los puntos base. 

La forma de Lagrange para el polinomio de int&rpolaci6n está 

dada por : 
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Pn!Xl l Li! X> f <X l l 

\.:O 

En donde : 

<X - Xjl 
Ll CXl n • l o, 1; •.••• · ••. n 

j=o <X•- Xj) 
j;it'i 

Cada valor funcional f(Xd incluido en el polinomio está 

multiplicado por LdX>, un pal inomio de grado n en X ya que 

existen n factores <X - XJ>. 

La aproximaci6n de las curvas a el polinomio de Lagrange y el 

calcula de las derivadas se l lev6 a cabo en una computadora 

utilizando un programa elaborado en nuestro laboratorio para este 

prop6sito en lenguaje Pascal version 3.0 

El programa principal utilizado e6 el siguiente 
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Functicn Derivada(lnicio, 
Grado, 
Apunt:Integerl:Real; 

Esta función permite el calculo de la derivada del punto 
(ApLlnt> del arreglo dados (Grado+l) puntos consecutivos, ajustando 
dichos puntos a un polinomio de Lagrange de grado=Grado empezando 
con el punto <Inicio) del arreglo. 

'.Ja1~ 

tJumer, 
Denom, 
F:i.·.:tor, 
Deriv 
11, 
Jl, 
Fin, 
l'.1 

B:-gin 
Fin : 

:Real; 

: lnteger 

Inicio + Grado 
Deriv =O; 
Fer 11: = Inicio to fin do 
Begin 
Numer: = O; 
Denom: = 1; 
Fer Jl: = Inicio to fin do 
Begin 

if <Jl<>IU Then 
Begin 

i f < Apun t=J 1) OR <Apun t= 11> Then 
Begin 

Factor : = 1; 
Fer Kl: = Inicio to Fin do 

Begin 
lf <Kt<>JU ANO (K1<>11> Then 

Factor: =Factor* <Punto,tApunt''X''J- PuntotK1,''X''J>; 
end; 

Numer: Numer + Factor; 
end; 

Oenom: Oenom * <PUnto tl1,''X 1')-PuntotJl, 11 X'1 J), 
end; (lf JI> 
end; <Fer JU 

Oeriv: = Deriv+ Puntot I 1, "V 11 J* Numer/Oenom; 
end; <Fer I 1l 
Derivada : = Deriv; 

end; <Derivada) 
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4.3.2 Modelos matemáticos para una cinética de descomposición. 
de primero Y. de segundo orden irreversibles. 

F·ara una reacción de orden n la forma de la expresi6n de 

velocidad es : 

En donde 

de 
dt 

e: = concentración del reactivo. 
constante de velocidad. 

n = Orden de rea ce i 6n. 

<La cual puede ser facilmente int egrada después de multiplicar 
por dt y dividiendo entre en para dar las variables separadas). 

Los limites de integración son tomados como : c=co a t=O, y 
c=c a t= t respectivamente: 

de 
= "- dt 

n 
e 

e de I = "- I dt 
eo e 

n o 

Para n =1 <primer orden> el resultado es 

Ln 
eo 
e kt 

Ln e = - kt + Ln eo 

e = eo e -kl 

Para verificar si las datos eHperimentales corresponden a una 

reacción de primer orden, la forma logaritmica es preferible, ya 

que una gráfica de Ln e contra t , debe dar una linea recta can 

una pendiente negativa C-k>. 

Así una gráfica para una cinética de primer orden es como la 

si9uiente (136>. 

Ln e 

~te=·-"-
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La pendiente de esta recta representa el valor de la 

constante de velocidad k (con signo negativo!. 

Para una reacci6n de segundo orden, la inte9raci6n resulta en 

lo si9uiente : 

c kt + 
Co 

De acuerdo a ésto, una gráfica de 1/c- contra ·t, "es· lineal y 

con una pendiente positiva igual a k, como la s~guiente 

1/c 

t 
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4.3.3 Modelo matemático para Y!!.ª- cinética de descomposici6Q de 

segundo orden reversible. 

La deducc:i6n de la expresión matemática que describe el cambio 
de conc:entrac:i6n en función del tiempo para una reacción de 
di:scomposic:i6n reversible de orden ..,. es decir: 

A 2 B 

Sean: 
a= Conc:entrac:16n de la especie A; b== Conce0traci6n de la especie 
B; Ao= Concentración de la esoec:ie A al tiempo cero. Entonces: 

Ec.1: velocidad - - ~~ k.+1 a 

La ec:uac16n de balance de materia será: 
Ec.2: Ao - a+ 2b. 
Y la constante de equilibrio de la reacción será: 

Ao - atX )
2 

Ec. 3: Keq -

ª"' 4 ª"' 
En donde ao.: y btX son las concentraciones de las dos especies a 
tiempo infinito, es decir, al equilibrio. 
Substituyendo las ecuaci6nes 2 y 3 en 1 tenemos: 

- ~~ - + k•t a - ~ 1<-1 (Ao - a)
2

- l<+t [ a - K!q (Ao - a)
2 

] 

La cual al substituir el valor de Keq de la Ec:.3 queda: 

Ec:.4: 1 da 
- ¡,_., • dt - a - ( 

Ao - a )' --- . ª"' Ao - acc 

Sumando los términos de la derecha desarrollando el numet"ador y 
simplificando se obtiene la e::presi6n siguiente: 

1 
- k.+J 

da 
d( 

Ao a -+ a ao.: 

(Ao 

Ao atX 
2 

a ª"' 

La cual después de fa.eterizar el numerador de la derecha y separar 
las variables se convierte en 

(Ao - aoc)
2 

da 
Ec:.5: - - k-t dt 

a - aoc)(Ao
2

- a aoc) 

Esta ecuación puede integrarse por descomposición en fracciones 
parciales, la cual se facilita grandem,l='nte si se utiliza el 
factor:. CAo + aoc)/CAo - aoü. Multiplicando por esta constante 
ambas miembros y descomponiendo en fracciones parciales se 
obtiene: 
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da acx da 

+ (Ao 2- a ac.:) - - /o.+t' ( ~= + ~: ) dt 
Ec.6: 

a - ao:) 

Integrando ambos miembros desde Ao a tiempo cero hasta a a tiempo 
t, usando las propiedades de los logaritmos y simplificando la 
e:-:presi6n se obtiene lo siguiente: 

Ao(a - ao:) 
] - - /o.+t. ( ~: + ~: ) • ' Ec.7: 

Ao
2 

- a ac.: 

Si definimos ahora el pat"ámetro ht - ( Ao - a)/ ( Ao + a para 
a - a a tiempo t y sus correspondientes valores A.o.: a tiempo 
infinito y A.o a tiempo cero ( que es igual a cero ) , la e::presión 
anterior <Ec. 7) puede escribirse como: 

LN ( A.o. - At ) 
~~A-e<__,+_,.A-,~- - -

Cuando se desea hacer ajuste de datos mediante regresión no lineal 
puede transformarse es ta ecua e i 6n en su forma e::ponenc ial: 

+ Ao (-
1o. .. 

' ) 
[ ª" 

exp TO< 
a - Ao 

k+t Ao + ª" exp (- TO< ' ) 

O en terminas de la variable A ya definida: 

[: (-
RH 

' ) - exp To< A - Ae< /o.+ 1 + exp (- TO< ' ) 

Esta ecuación tiene las propiedades esperadas ya que a tiempo cero 
a es igual a Ao y a tiempo infinito, dada que axpC- t) tiende a 
cero conforme t crece, a es igual a aoc. 
Los valores de K•q y k-t pueden calcularse fácilmente a partir de 
esta ecuación ya que: 

16 Ao A<x
2 

y i<-1 k.+t/K•q 
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V. RESULTADOS. 

5.1 Purificacióa. de PEPC Q.Q!:. cromatografig fil! columna. 

En la figura 6 se muestra el perf1 l de e lución de proteínas y 

de actividad de PEPC tras cromatogt·afia de filtración en gel 

(en Sephacryl S-3ü0 superfino>. Puesto que la enzima es un 

tetrámero de peso molecular 400 000 1 eluye en las primeras 

fracciones de la columna. El pico de actividad corresponde a las 

fracciones 9 a la 15 y se recuper·aron 241 unidades totales de 

actividad. Las unidades totales de PEPC en el eKtracto crudo 

fueron 370 , y por lo tanto el rendimiento de este paso de 

purificación fue 65 f. • 

Estas fracciones se sometieron a cromatografía de intercambio 

iónico <en DEAE Sephacel) bajo las condiciones descritas en 

métodos. El perfil de eluci6n obtenido se muestra en la figura 7. 

Como puede observarse el pico de actividad de PEPC eluy6 entre 75 

y 100 mM del gradiente de kCI Se reunieron las fracciones con la 

más alta actividad específica <de la 20 a la 33>, en las que se 

recuperaron 207 unidades totales de actividad. Se calculó el 

rendimiento de este paso de purificación que fue de 56 'l. Los 

resultados de la purificación se resumen a continuación 



PURIFICACIÓN DE FOSFOENOLP!RUVATO CARBOXILASA DE HOJA DE MA!Z. 
Act. total. [ProtelnaJ Act. Rendimiento .. 

Pasa. <unidades>. Cmg> • específica. (U/mg>. (;(). 

Extracto 
e: rudo. 370 142.3 2.6 100 

Precipitación 
con su! fato 
de amonio. 260 92.49 2.8 70.2 

Sephacryl. 241 16.74 14.39 65 

DEAE 
Sephacel. 207 11. 384 18.18 56 

La pureza de esta prepat"ación enzimática se determinó por 

electroforesis bajo condiciones disociantes. En la figura 8 se 

muestra una fotografía de un gel de las electroforesis. 

La banda de PEF'C se identificó por el peso molecular del 

mon6mero reportado de 1(1(1 (10(1 daltones (74,77,78,80>. 
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Carril l: marcadores de oeao molecular, r.arrilos 2 al 10 
: Foe~oenolpiruvato carboxilasa • Las concentracionea 
de enzima aplicsdas fJeran las si~uienteei carriles 2 al 5 
1 10 pg , C'.lrriles 5 al g : 2::> pg. , carril 10 : 15 _µ¡;. 
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5.2 Estabi 1 idad Q.g fosfoenolpiruvato carboxi lasa 
oarc1almente ~ ª g!:! z ':i. ª- Q!.:! 2.:.. Efecto de 
l igandos ~ de glicerol. 

Cuando PEPC se preincuba a pH 9 y a 25 ºC bajo las condiciones 

descritas en métodos, sufre una ,~.ipida pérdida de actividad. Asl, 

tras los primeros die: minutos de preincubaci6n se pierde el 80 /. 

de la actividad inicial, por el contrario cuando ~e preinc:uba a pH 

7 solamente hay una pérdida del 3 X de la actividad inicial en el 

mismo periodo de tiempo. Después de este tiempo la actividad se 

1:onserva pract icamiE'nte invaria.b le a ambos valares de pH. Estos 

resultados se muestran en la figura 9. Por tanto se puede 

considerar" que la enzima es ra:onablemente estable a pH 7 y que la 

di lución de ésta, que conlleva la preincubación, no es responsable 

de la pérdida de activz.dad observada a pH 9, sino que éste es un 

efecto del pH alcalino. Este efecto se ejerce mediante ionización 

de grupos espec1ficas necesar105 pa~a la estabilidad de la enzima. 

Con el fin de conocer un poco má.s acerca del proceso de 

inactivación, se investigó la posible protección ofrecida por los 

sustratos : PEP y Mg2 
.. ; un inhibidor Ca2

+ y el conocido agente 

estabilizador de enzimas :glicerol .. En las figuras 10 y 11 se 

muestra el efecto de dichos aqentes sobre la estabilidad de PEPC a 

ambos valores de pH. 

Cuando la enzima se preincuba a pH 7 (Fiq.10), la presencia de 

Hg
2

"'y Ca
2
• na tienen efecto sustancial sobre su estabilidad, ya 

que después de 150 minutos de preincubación se pierde el 8 % de la 

actividad inicial, prácticamente z.gual que cuündo se preincuba en 

ausencia de dicho!:> a9entes. Sin embat'qo, 1a. inclusión de 41\cerol 

en el medio de pre1ncubac1cn a pH 7 1ncr·ementa ligeramente la 

est.<.tbil1dad de }¿¡, en:.::i.rna, observándose que después de un periodo 

de 150 minutos la 1nact1vación medida es solo del 3 X <Fig. 10>. 
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EstoS resultados eran de esperarse dada la 1 igera pérdida de 

actividad que la enzima sufre a este valor de pH. Sin embargo son 

de gran interés puesto que nos sirven de control para los 

experimentos real izados a pH 9. 

El hecho de que glicerol disminuya aún má.5 esta' pérdida, 

sugiere que la dilución que la enzima sufre en el medio de 

preincubaci6n, aunque en grado minimo, también induce pérdida de 

actividad. 

Por otro lado cuando la enzima se preincuba a pH 9 CFig.11) 1 

la presencia de calcio no tiene efecto protector alguno frente al 

proceso de inactivaci6n, por el contrario el efecto inactivante es 

ligeramente mayor que cuando la enzima se preincuba en ausencia de 

dicho catión, ya que en los primeros diez minutos de preincubación 

se pierde el 90 'l.. de la actividad inicial. 

La inc lusi6n de PEP 5 mN y MgCI, 10 mN en el medio de 

preincubac16n ejerce un efecto protector parcial frente a la 

inactivaci6n a pH 9 CFig.11>. En presencia de HgCI, se pierde el 

'57 '%.de la actividad inicial en los primeros diez minutos de 

preincubaci6n, mientras que en presencia del sustrato PEP se 

pierde solamente el 37 t. de la actividad en el mismo tiempo. 

Además tanto con MgCI 2 como con PEP se observa una pérdida gradual 

de la actividad después de la rápida inactivación observada en los 

primeros diez minutos, llegándose a alcanzar un 92 'l. de 

inact l vac ión después de 150 minutos de preincubac i6n en presencia 

del primero y un 7(1 'l. de inactivación en presencia del segundo 

después del mismo tiempo. 
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El glicerol si muestra un importante efecto de protección 

centra la inactivaci6n de la enzima a pH 9, ya que como puede 

observarse en la figura 11, en los primeros diez minutos de 

preincubaci6n se pierde solamente el 2(1 'l. de la actividad inicial 

y después de este tiempo la actividad permanece prácticamente 

constante, conservándose el 78 l. de la actividad inicial después 

de un periodo de preincubac:i6n de 150 minutos. 

En resumen, se observa claramente que cuando la enzima PEPC de 

hoja verde de ma.! z se pre incuba a pH a leal ino (pH 9), sufre una 

rápida y considera.ble pérdida de actividad, y que la inclusión de 

9licerol proporciona una protección casi total ante este fenómeno 

de inactivación por pH, en tanto que el sustrato PEP proporciona 

una protección parcial. c0
2 •y Hg2 

.. no tienen efecto protector, y 

en el caso del primero éste resulta incluso inactivante. <Los 

resultados se resumen en la tabla 2>. 

Es bien conocido el papel de glicerol como estabilizador de la 

estructura cuaternaria de las proteínas, protegiendo frente a trio 

y di lución, que generalmente conllevan pérdida de esta estructura 

y por consiguiente de la actividad biol6gica de las proteínas.Por 

ello dada la notable protección que glicerol ofrece frente a la 

inactivaci6n por pH alcalino, es de suponer que está implicado un 

proceso de disociaci6n de la enzima tetramérica activa en sus 

subunidades (dímeros o monómeros> inactivas. 
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TABLA 2. EFECTO DE DIVERSOS AGENTES SOBRE LA ACTIVIDAD DE 
FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DE HOJA DE MAIZ DURANTE su 
PREINCUBACION A pH 9 y 7. 

Pre incubación en TEA-HC! 100 mM, EDTA 1 mM. 
'l. Inactivaci6n 

pH 9 pH 7 

Adiciones 10 min. 151) min. 10 min. 150 min. 

ninguna 80 85 3 7 
CaC1 2 CIO mMl 90 95 6 8 
H9Cl2 !10 mMl 57 92 4 8 
PEP (5 mMJ 35 7t) 

gl iceral (20 l. ) 20 22 o 3 

Estos resultados muestran e laramente que el valor a leal ino de 

pH es el factor directamente responsable de la inactivación de 

PEPC. 

A fin de caracterizar la pérdida de actividad dependiente del 

pH observada, y con la intención de determinar el mecanismo 

molecular mediante el cual ocurre la inactivaci6n, decidimos 

reali:ar estudios de inactivaci6n usando enzima purificada, lo que 

nos permitirla por un lado eliminar· la participación de otras 

proteínas contaminantes, como proteasas cuya actividad pudiera 

incrementarse a valores alcalinos de pH y de esta manera dar lugar 

a artefactos, y por otro lado intentar reactivar la enzima 

regresándola a un medio de pH neutro después de inactivada por pH 

alcalino. En extractos parcialmente purific:ados las subunidades 

disociadas con regiones altamente hidrofóbic:as e>:puestas pueden 

unirse a otras proteínas hidrof6bicas de la preparación y de este 

modo hacer muy dificil, si no imposible su correcta reasoc:iaci6n Y 

recuperación de la actividad. 

Se eliminó el o~:igeno en los medios de preincubación (como se 

desct•ibió en 4.~.2) para evita1· fenómenos de oxidación de grupos 

ionizados. 
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5.3 Efecto~~ concentracié~ de !.!! enzima oura sobre tl 
proceso de inactivacióQ ~ ru:! alcalino. 

Cuando fosfoenolp i ruvato carbo;d lasa pura se pre incuba a 

concent1·aci6n baja de proteina a pH 8.5 y a 25°C en el 

amortiguador Trietanolamina-HCl 51) mM, conteniendo además EDTA 0.1 

mM se observa una rápida pérdida de actividad, mientras que cuando 

se utiliza una concentración diez veces mayor de enzima hay una 

disminución en la velocidad de 1nactivación, <Fig. 12 y Tabla 

3) .Como puede apreciarse, cuando la concentración de enzima 

preincubada es 1.20 µg/ml la velocidad inicial de la reacción de 

inactivación es -2.70 -· .6.a.min , mientras que cuando la 

concentración es 12.0 µg/ml la velocidad inicial de inactivaci6n 

se reduce a la mitad <-1.36 .6.a.min-1 >. 

La velocidad incial de la reacción de inactivación se 

determinó calculando la derivada de la actividad con respecto al 

tiempo <da/dtl cuando t=O a partir de los datos obtenidos 

experimentalmente, mediante un método numérico convencional <como 

se describi6 4.3.ll. 

La velocidad de inactivaci6n la consideramos como cambio o 

p~rdida de actividad por unidad de tiempo (l:t.a.min-'>. 

En la figura 12 puede observarse que el pr~oceso de 

inactivación ocurre aparentemente en dos fases, siendo la primera 

muy rápida cuya velocidad es a1ectada por la concentración de 

enzima y durante la cual se alcanza el mayor porcentaje de 

inactivación, y una segunda fase de lenta inactivación en donde la 

velocidad aparentemente no es afectada por la concentraci6n de 

en=:ima, ya que en la gr.áfica las pend
0

ientes son aparentemente 

iguales. 
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5.4 Efecto del polietilenglicol sobre tl oroceso Q_g 
inactivacióo. ~función de la concentraci61J. Q,g en:?ima 

En esto~ experimentos usamos polietilenglicol porque este 

compuesto es conocido por su efecto protector sobre la estructura 

cuaternaria de las protelnas (136>. Su efectividad, evitando 

disociación de las proteínas en sus subunidades, es aun superior a 

la del 9licerol en algunos casos. 

Cuando PEPC se preinc:uba a pH 8.5 y a 25<JC en el 

amortiguador de Trietanolamina-HCl 5() mM, EDTA 0.1 mH 

conteniendo además polietilenglicol <PEG de peso molecular 

promedio 6000> al 15 % <v/vl, se observa claramente que la 

velocidad inicial durante la primera fase de inactivación y el 

porcentaje de inactivaci6n alcanzado después de un periodo de 

preincubaci6n de 60 minutos disminuyen considerablemente. <Fig. 13 

y Tabla 3). Como puede obset"Varse cuando 1.20 µg/ml de enzima se 

preincuban en presencia de PEG la velocidad inicial (-0.65 

Aa.min-1
) es cuatro veces menor que cuando se pre incuba en 

ausencia de dicho compuesto (-2. 70 Aa.min-1 >. De la misma manera 

cuando la concentraci6n de enzima preincubada es die= veces mayor 

<12.0 µg/ml> la velocidad inicial de inactivaci6n en presencia de 

PEG <-O. 099 t:i.a. min- 1 > es ahora siete veces má.s pequei"ia que cuando 

se preincuba en ausencia de PEG <-1.36 .6.a.min-
1

>. Es claro que el 

polietilenglicol ejerce protección frente a la inactivaci6n por pH 

alcalino, disminuyendo la velocidad con la que se lleva a cabo el 

proceso y el porcentaje de inactivaci6n alacanzado despuás de un 

periodo de preincubaci6n de 60 minutos. Los resultados se resumen 

en la tabla 3. 
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clones se hiclecon an n~ amc:".'"';igu3.;lor de '::'rietur.olar.:in2-JCl 
50 rrJ.:, ZJ~A 0.1 ci:,~. . 
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TABLA 3. 

concentración 
de enzima 
pre incubada. 

1. 20 µg/ml 

12.0 µg/ml 

EFECTO DEL POLIETILENGLICOL <PEG 6000> SOBRE LA 
INACTIVACION DE PEPC DE HOJA DE MAIZ. 

'l. de inactivaci6n 

adiciones <Vol * después de 60 minutos 
de preincubación. 

---------- -2.70 98 

PEG (15 'l.) -0.65 90 

---------- -1.36 97 

PEG <15 'l.) -0.099 60 

*Velocidad inicial de la reacción de inactivación (óa.min- 1
). 

Las preincubaciones se h~cieron en el amortiguador TEA-HCl 50 mM 
pH 8.5, EDTA 0.1 mM a 25 C <vease m~todosl. 

5.5 Efecto del ditiotreitol <DTTl sobre !tl_ proceso de 
~va'ci'ó!l!_ 

Cuando fosfoenolpiruvato carboxilasa se preincuba a pH 8.5 y a 

25°C en el amortiguador TEA-HCl 50 mM, EDTA 0.1 mM conteniendo 

además DTT 5 mM <con la finalidad de mantener reducidos los 

posibles grupos sulfhidrilo que sufren ionización a este valor de 

pH> se observa claramente que la pérdida de actividad es más lenta 

que cuando se preincuba en ausencia de dicho agente reductor 

<Fig.14 y Tabla 4). Lo anterior puede verse comparando las 

velocidades iniciales de inactivaci6n en donde se aprecia que OTT 

produce una disminución de tres veces en la tasa de pérdida de 

actividad. Además, la presencia de OTT reduce el porcentaje de 

inactivación alcan=ado al final del periodo de preincubación 

<Tabla 4). 

5.6 ~combinado de DTT y Polietilenglicol sobre tl 
proceso Qg inactivació!l.:_ 

La ,inclusión conjunta de PEG 15 % y ÓTT 5 mM en el medio de 

preincubac1on de la en:ima a pH 8.5 y a 25° C en el mismo 

amortiguador ut1li:ado en los e::per1mentos anteriores, también 
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disminuye notablemente el valor de la velocidad inicial de 

inactivación de PEPC, y además hay una disminución bastante clara 

en el porcentaje de inactivaci6n alcan::ado después del periodo de 

pre incubación <Fig.15 y Tabla 4). Como puede observarse en 

presencia de PEG+OTT el valor de la velocidad inicial es tres 

veces menor que el observado en ausencia de ambos agentes, y dicho 

valor de velocidad es similar al observado c:on solamente DTT· La 

actividad residual después del periodo de preincubación es 

superior en presencia de PEG+DTT que en su ausencia, indicando 

ésto que la protección frente a la inactivaci6n es más eficaz en 

presencia de ambos agentes que en presencia de cada uno 

aisladamente, lo cual seftala que, como es de esperar actuan a 

diferentes niveles. 

TABLA 4. EFECTO DEL POLIETILENGL!COL Y DEL DTT SOBRE EL PROCESO 
OE INACTIVACION DE PEPC DE HOJA DE MAIZ. 

Ve * 
/. de inactivación 
después del periodo 
de preincubación. 

-1.36 

97 

PEG !5'l. 

-0.099 

60 

ADICI NES 

DTT 5 mM 

-0.40 

65 

PEG 15 i. 
+DTT 5 mM 

-0.37 

48 

*Velocidad inicial de la reacción de inactivación <6.a.min- 1 >. 
Las preincubaciones se hicieron en el amortiguador TEA-HCl 50 mM, 
a pH 8.5, conteniendo además EDTA 0.1 mM. 
La concentración de enzima preincubada fue siempre 12.0 µg/ml. 
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5.7 Reversibilidad Q.§. 1ª. ~érdida de actividad Q.Q!: preincubaci6U 
ª- Q!:! neutro de PEPC previamente inactivada 2. Q!:! B.5 

Cuando el medio de preincubaci6n a pH 8.5 conteniendo a la 

enzima inactiva se diluyó 1:2 en el amortiguador TEA-HCl 100 mH a 

pH 5.5, resultando un pH de 7 en la mezcla final, tuvo lugar una 

lenta reactivaci6n de la enzima <Fig. 16>. Como puede observarse 

cuando la concentrac.i6n de la enzima en la preincubaci6n inicial a 

pH 8.5 es de 1.20 µg/ml y en ausencia de PEG, no ocurre 

reactivación al pasar a pH 7 la mismo ocurre cuando la 

concentración de enzima inicialmente preincubada es diez veces 

mayor (12.0 µg/ml) también en ausencia de PEG. En contraste, 

cuando en la preincubaci6n inicial a pH 8.5 se utiliza la 

cancentraci.:.n de enzima má.s alta C12.0 ,..g/ml> y además se incluye 

PEG 15 %1 ocurre una lenta reactivación de F'EPC al pasar a pH 7, 

recuperándose el 100 % de la actividad inicialmente ensayada 

<Tabla 5>. Tampoco se abserv6 reactivación cuando la enzima se 

inactivó por preincubación a pH 8.5 en presencia de PEG 15 l( y DTT 

5 mM. 

TABLA J. REACTIVACION DE PEPC DE HOJA DE MAIZ, POR PREINCUBACION 
A pH NEUTRO DE LA ENZIMA INACT!VADA A pH ALCALINO. 

% de reac ti vac i 6n después 
Preincubaciones a pH 8.5 de pasar a pH 7. 

Adiciones. l( Inac ti vac i6n. 
---------- 97 o 
PEG 15 l( 60 100 
DTT 5 mM 65 o 
PEG 15 l( + DTT 5 mM 48 o 

Después de la preincubac1ón a pH 8.5, el medio conteniendo la 
enzima parcialmente inattiva se diluyó en un medio a pH 5.5 en una 
praporci6n de 1:2, resultando una mezcla final con un pH de 7. 
La concentrac16n de en~1ma preincubada inicialmente a pH 8.5 fué 
1:.0 µg/ml. 
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El medio ae preincubsc16n contoniendo la enzima in5ctiva se 
diluy6 1:2 en un amortiP,uador de Trietanolamina-HCl 100 ..:.'. 
a p!l 5. 5 , !'esul tando un nH final de 7, J,aa concentraciones 
de enzima inioialmonte oreincubqdaa fueron : 1,20 µg/ml 
(A-,A), 12.0 p¡_;/ml (O-O), 12.0 µg/rnl + P"G 15 ~(e-e). 
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5.8 Determinac:iÓQ. del orden de reac:cióo_ 
del proceso de inac:tivaci6!!..!.. 

El proceso de inactivaci6n de la en::ima pura cuando se 

preinc:uba a pH 8.5 en las diferentes condiciones experimentales 

probadas (con<:entrac i6n de enzima, PEG 6000, DTT y PEG+DTTl 

CFigs.12, 13, 14, 15) siempre ocurre aparentemente en dos fases: una 

primera fase de inactivac:i6n muy rápida y una segunda muy lenta. 

El análisis realizado de los resultados de estos experimentos, 

aunque nos permite suponer los posibles cambios moleculares que 

sufre PEPC durante su preincubaci6n a pH alcalino, no nos 

proporciona los suficientes elementos de juicio que nos permitan 

proponer un mecanismo para el proceso de inac:tivaci6n debido a que 

hace falta definir· con mayor claridad los parámetros cinéticos 

involucrados. En virtud de ~sto y con el fin de determinar el 

mecanismo molecular mediante el cual ocurre la inactivac:i6n, 

creímos necesario encontrar un modelo matamático que se ajustara a 

los datos obtenidos, y que nos permitiera observar con mayor 

claridad el efecto que sobre los parámetros cinéticos del proceso 

tienen los diferentes factores probados en nuestros experimentos. 

Coma se muestra en las Figs.17 y 18, cuando se intenta ajustar 

los datos a una cinética de primero o de segundo orden con un 

modelo irreversible (ver m'todos 4.3.2> se observa claramente que 

los puntos e:<perimentales no se ajustan ni lejanamente a una linea 

recta. Por tanto, se descartó que el proceso de inactivac16n que 

bajo nuestras condiciones experimentales estamos observando sea de 

primero o segundo orden irreversible. 

Por· otra pa1·te debido a que: i}.- La velocidad con la que 

ocurre el fenómeno es dependiente de la concentración de proteína 

(aspecto que se mostró anteriormente, Figs.12,13 y tabla 3>. 
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Fil}URA 17. CINETICA DE PRI:éER C:l'lE!l IR.REVER3IBLE !)E LA I'l'AC
Tl'TACION DE '.'OSFOE}TCf,PIRUVATO r.AP.'JO"{JLASA lJE !·'AIZ. Las orein 
cubaciones BP hicieron 8 pH 8,5, en función ne la concentr~~ 
ci6n de enzima y en 3usencia y ~reeerc!q ~- PEG 6~~0 15 ~ , 
La concentrgc16n de enzima en el rneJio de preincubq~i6n fue 
la ai.<;uiente: l. 2a pg/ml (0-0), 1. 2'.J pe;/ml • PEG (e-e), 
12.0 ¡.ic,/ml llA,·A,1, 12.0 pdml • ?!':~ (6-&), 
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Fll}:JRA 18, cnn:rIGA DE SBC!P.l'.lO ORDE!l I~~EVERSIBLE DE LA 
JllACTI'/AJION DE ~OSFOE!IOI.:'BiJVA'CO t:AR'lOXHASA DE l'AIZ. Las 
~reincubQciones se hicieron a pH e.5, en func16n de la con
centrani6n d~ enzima y ~n ausencia y 1re•encia de Psr, 6000 
15 ~ (v/v). La concentraci6n de enzi~a en el m~iio 1e prein 
cubación fue 1'1 si.<t1i•T'te: 1.20 µ,~/Tl. (0-0), 1.20 Jl'(/ml +
!'El} (e-e', 12,'J µ".?ml (6-A), 12;1 ui:lml + p-;;r, (A-°A/. 
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ii>.- La forma activa de la enzima es un tetrámero y iii> .- Otros 

autores han reportado la presencia de dímeros y mon6meros parcial 

o totalmente inactivos en las preparaciones de PEPC C77, 78,81>, 

supusimos que a nivel molecular la inactivaci6n observada pudiera 

ser la consecuencia de una disociaci6n reversible de 1 los 

tetrámeros activos en dos dímeros y cada uno de estos a su vez en 

dos mon6meros. Esta disociación estaría promovida por la aparici6n 

y/o desaparici6n de cargas en restos de aminoacidos importantes 

para el mantenimiento de la estructura cuaternaria, al hacer 

1 igeramente alcalino el pH del medio en que se encuentra la 

enzima. 

Por el lo e:~aminamos el ajuste de nuestros datos experimentales 

a un modelo de cin,tica de descomposici6n de segundo orden 

reversible. Es importante hacer notar que el proceso de 

inactivacién no llega a 100 'l. sino que aparentemente se estabiliza 

en un nivel, que además varia según las condiciones de 

preincubaci6n. En este nivel la pérdida de actividad se hace tan 

lenta que ya no es atribuible a una misma fase inicial. Esto hace 

pensar que cualquiera que sea el mecanismo de pérdida de 

actividad, éste involucra un fenómeno de equilibrio, y es por ello 

que el mecanismo propuesto implica también una reacción de 

regreso, es decir, es de carácter reversible. 

Esto se manifiesta también por el hecho de que la enzima puede 

reactivarse una vez inactivada, siempre que la5 condiciones sean 

favor·ables CFig.16). La elaboración del modelo cinético utilizado 

tomando en cuenta los aspectos anteriores, se describe con detalle 

en Métodos <sección 4.3.:.>. 



Cuando los datos obtenidos en cada uno de los experimentos de 

inactivación a pH 8.5 se ajustan mediante la ecuación 

correspondiente al modelo anterior, se observa una lineari2ación 

de los puntos en dos fases, claramente separadas en las gráficas 

debido a que sus velocidades son suficientemente diferentes 

<Figs.19,Z0,21,22>. Ello confit·ma que el proceso de inactivaci6n 

sigue en efecto una cinética de segundo orden reversible. 

<Los datos ajustados con el modelo de descomposición de 

segundo orden reversible se trataron por el método de minimos 

cuadrados para obtener el valor de la pendiente de cada una de las 

fases>. En la tabla 6 se muestran los valores encontrados en las 

difet·entes condiciones experimentales. 

TABLA 6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA, 
POLIETILENGLICOL Y DEL DTT SOBRE LA CINETICA DE INACTIVAC!ON 
8.5, DE FOSFOENOLP!RUVATO CARBOXILASA DE HOJA DE MAIZ. 

DEL 
A pH 

Concentración de 
enzima preincubada. 

1.20 µg/ml. 

12.0 µg/ml. 

Adición. 

PEG 15 7. 

15 7. 
5 mM 
15;. 
5 mM 

1!! (a•• 

14X10- 1 

2X10- 1 

3.3X10- 1 

1.4X10- 1 

2.ex10-• 

2x10-• 

2~ ( Q.518 

17.3X10- 2 

4.lXl0- 2 

4. lXl0- 2 

2.ex10- 2 

3.6X10- 2 

5.1x10-• 

" Actividad 
residual. 

2 
10 

3 
40 
35 

52 

Las preincubac iones se hicieron en e 1 amortiguador 
Trietanolamina-HCl 50 mM, EDTA 0.1 mM a 25°C y en ausencia de 
oxigeno. 

La pendiente (-k+i/A.o.) en cada una de las fases se determin6 
tratando con el metodo de mínimos cuadrados los datos de 
inactivación ajustados con el modelo reversible de descomposici6n 
de segundo orden. 
• Valores apa1~entes. 
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B.5 y" 25 •e , en •unci6n ~~la concen~raci6n del~ er~i•a y 
en ausencia y p!'esencl" de P'.':'1 6'.JDO 15 '' \ v/v). ta concentra-
ci6n de la ~n~i~a en el ~e1io 1, preincubaci6n fue la si~ui,n
te : 1. 2() J.18/ll'l (O•O), l. 20 jlr,lml + "'::C, (•-el, 12. Q ¡.ig/:nl(-1t•.1;1) 
12.() pr./:nl • !'::·] (~·.+<). 
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VI. DISCUSION. 

Cuando observamos la inactivaci6n de PEPC en las condiciones 

en que se encuentra en el medio de preincubaci6n, surge la 

pregunta de si el pH es realmente responsable de este 

fenómeno.Sin embargo, pensamos que la inactivación de la enzima 

parcialmente purificada durante su preincubación a pH 9 CFig.9) no 

podía deberse a ot1·0 factor diferente al pH del medio, ya que: 

i). - Una rápida degradación de la molécula de en~ima por 

proteasas coextraidas no es la causa de la pérdida de actividad, 

ya que cuando 5:e hicieron los experimentos con la en;:ima 

purificada, que obviamente no contenla proteasas, también se 

observó pérdida de actividad. 

ii>.- La temperatura tampoco es el factor responsable, ya que 

la pérdida de actividad ocurre tanto a 15°C como a 37°C <73l. 

Debido entonces a que el proceso e~ dependiente de pH, es de 

suponer la pa1·ticipaci6n de algún o algunos grupos ionizables de 

la proteína cuyo valor de pK esté entre 8 y 9. Los grupos más 

probables son restos de cisteína que de alguna manera deben ser 

importantes en el mantenimiento de la estructura activa de la 

en:ima, o grupos con un pK ligeramente mayor a 9, siendo más 

probables en este caso restos de arginina. Ambos grupos parecen en 

principio igualmente probables, ya que cuando se emplean reactivos 

químicos contra éstos, la enzima se inactiva totalmente 

<74,75,85,86). Sin embargo los grupos sulfhidrilo de la cisteina 

son más lábiles a la oxidación, por lo que son mejores candidatos. 

Con base en 4sto puede pensarse ra::!onablemente que durante la 

preincubación a pH 7 no ocurre inactivac16n de F'EPC debido a que 

no ocur·re ion1::!aci6n de los grupos mencionados <Fig.10). 



Un dato adicional es el efecto que ·tienen PEP y Mg
2
+ sobre la 

inactivación. Aunque el sustrato PEP puede unirse a la enzima en 

ausencia de M9
2
•, esta unión es más fuerte cuando está. presente el 

catión, indicando que el proceso catalitico implica la formación 

de un p~ente triple: 

PEP - E 

'Mg / 
(96, 99, 137). 

Por otro lado, Manetas y Gavalas (85), Stiborova y Leblova 

(75> han reportado que PEP protege de inac:tivac:ión c:uando PEPC se 

preincuba en presencia de paracloromercuribenzoato <PCMB, agente 

que reacciona específicamente con los grupos -SH de las 

proteínas), lo que sugiere que grupos -SH están presentes en el 

sitio al cual se une el sustrato PEP en la molécula de enzima. En 

contraste, la presencia de iones Mg
2

• no influye sobre la 

inac:tivac:ión de PEPC por PCMB al mismo pH. 

De igual manera Iglesias y Andreo (74), demostraron la 

protección que ofrecen PEP y Hgz+ -frente a la inactivaci6n de PEPC 

por fenilglioxal <agente que reacciona con los grupos imidazol de 

los residuos de arginína),lo que igualmente indica la presencia de 

residuos de argínina en el centro active de la enzima. 

En nuestros e>:perimentos a pH 9 con enzima parcialmente pura, 

el efecto protector parcial ejercido por el sustrato PEP frente a 

la inactivaci6n <Fig.11), puede ser explicado con base en lo 

discutido anteriormente, sugiriendo que cuando PEP está presente 

en el medio de preincubac:i6n puede unirs~ a los grupos -SH de los 

restos de c:isteina o a los imidazol de las ar9ininas presentes en 

el centro activo 1mp1d1endo en algun grado el cambio en su estado 



i6nico inducido por el incremento de pH. Esto no es de extraflar 

dado que la entrada de una molécula de PEP Ctriani6n a este valor 

de pH> al sitio activo debe alterar los pK's de los grupos en su 

proximidad aun cuando no esten participando directamente en la 

unión de este sustrato. Otra pasibilidad es que la unión de PEP a 

la enzima conlleve un cambio conformacional que igualmente se 

traduzca en un incremento del pK del grupo o grupos implicados en 

la inactivaci6n. Sea cual sea el caso, el resultado será una 

protec:ci6n pat"cial frente a la inactivación por pH. 

Can respecto a los iones Mg
2

"', se ha sugerido su función como 

cofactor y efector alostórico de PEPC (75,76>, además se ha 

reportado que la presencia de iones Hg 2
+ a pH 6.8 es impol'•tante 

para la agregación de formas diméricas de PEPC con poca actividad 

(de Crassula araentea, una planta CAN> para dar lugar a formas 

tetraméricas de la enzima con mayor actividad (84). Asi mismo, en 

nuestro laboratorio hemos encontrado que Mg
2

+ 

reasociaci6n de dímeros total o parcialmente 

promueve 

inactivos 

la 

en 

tetrámeros activos en extractos crudos de hoja verde de maíz. Todo 

el lo sugiere que los iones Ng 2
+ son importantes para mantener una 

estructura activa de la en:ima mediante su unión a la molécula. El 

hecho de que en nuestros experimentos Hg
2

• enlente:ca la 

inactivaci6n, sugier·e que los grupos susceptibles de sufrir 

modific:aci6n par pH (presentes en el sitio activo o importantes 

para mantener una estructura activa de la enzima> también pueden 

interaccionar con Mq 2
"', quedando parcialmente protegidos de la 

modificación por pH. 

En cuanto al efecto de Ca2
·, se ha r·eportado que es un fuerte 

inhib1dor de PEPC de plantas e"', a concentrac1ones bajas <0.5-tmN> 



y a pH 7.7 C73,138,97>, y que tal inhibición es competitiva con 

respecto a Mg
2
+. En nuestros experimentos, el hecho de que en 

presencia de Ca
2

+ solamente ocurra inactivación de PEPC cuando se 

preincuba a pH 9 CFig.11>, mientras que a pH 7 prácticamente no 

tiene efecto CFig.10) indica claramente que los iones calcio no 

son el factor directamente responsable de la inac:tivaci6n de PEPC 

a pH 9. Sin embargo, el ligero incremento en el efecto inactivante 

a pH 9 en presencia de Ca2•,puede deberse a que probablemente el 

tama~o i6nico juega un papel importante en la determinación de la 

fuerza de interacci6n enzima metal C96). 

La protección ejercida por el glicerol frente a la 

inactivaci6n de PEPC por pH <Fig.11), y el ligero incremento en la 

estabilidad de la enzima cuando la preincubaci6n se hace a pH 7, 

nos indicó que el proceso de inactivación que estabamos estudiando 

era dependiente de la concentraci6n de enzima, ya que el glicerol 

a la concentraci6n usada tiene el efecto de reducir la actividad 

de agua, es decir, de incrementar la concentración efectiva de 

enzima, aumentando así la posibilidad de que las moléculas 

mantengan su estructura oligomérica en un medio diluido, de manera 

similar al efecto ejercido por un incremento en la concentraci6n 

de proteína o 

polietilenglicol. 

por la adición de 

Este resultado claramente nos está 

agentes tales como 

indicando que una 

disociación de la enzima en sus subunidades es el proceso 

responsable de la inactivación, ya que los procesos de 

asaciación-disociac16n son los únicos afectados por la 

concentración de la molécula implicada. 
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Los resultados obtenidos con la enzima pura y la protecc.i6n 

frente a la inactivación por pH alcalino que ejercen incrementos 

en la concentración de enzima y la presencia de PEG, confirman la 

sugerencia anterior de que la inactivación se produce por 

disociación del al igómero activo. El perfecto ajuste de nuestros 

datos experimentales a lineas r·ectas cuando se aplica el modelo 

cinético de segundo ot'·den reversible, es una prueba más de ello. 

En vir·tud de lo anterior, propusimos un mecanismo para la 

inactivación, como el que se describe a continuación: 

A~ 2B 

en dónde : 
A= tetrámero activo. 
B= dímero parcial a totalmente inactivo. 
C= monómera inactivo. 

4C 

Durante la preincubaci6n a pH 8.5 PEPC de maíz sufre un 

proceso de inactivaci6n, en el que pasa de una forma tetramérica 

activa a formas diméricas y monoméricas parcial o totalmente 

inactivas . 

No obstante que este mecanismo puede expresarse en términos 

matemáticos, el cálculo de las constantes de velocidad de cada 

paso implica la med1c16n de intermediarios, lo cual hace que el 

modelo se complique e>:cesivamente y se tengan que emplear métodos 

numéricos más complejos para su ajuste. 

Dado que nuestro pt·opósito es determinar las caracter·isticas 

de la inactivación, y no cuantificarla en términos absolutos lo 

anterior se consid~r6 innecesario, y se propusó un mecanismo más 

simple que respondiera, o bien a la pr·imer·a etapa del pr·oceso de 
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disoc:iaci6n en donde la forma tetramérica pasa a dos dimeros, o a 

la segunda en donde la forma dimérica pasa a dos mon6meros, si se 

llevaran a cabo independientemente. 

Así, el mecanismo más simple propuesto es el siguiente: 

A :i====" 2B 

en donde 
A= tetrámero. 
B= dímero. 
C= mon6mero. 

6 B >1====1!'2C 

la disociación de A en 28 debe estar promovida par la pérdida 

de uno o varios H• por grupo(s) de la enzima, es decir, previo al 

paso de disociación debe existir este paso de ionización.Sin 

embargo, dado que estas pasos son muy rápidos Csu velocidad estA 

unicamente limitada por la velocidad de difus16n de los protones 

en el medio acuoso) puede considerarse que aplican las condiciones 

de equilibrio rápido y que cinética.mente no es observable. El paso 

de disociaci6n, mucho más lento, seria el determinante de la 

velocidad del proceso de inactivaci6n y por tanto el que podemos 

determinar. 

De este mecanismo se dedujo la ecuación que se describe en la 

sección 4.3.3, y cuya aplicación a los datos se muestra en las 

figuras 19,20,21 y 22. 

Como .puede verse en la ecuación: 

Ln < ~~ : ~> 

la pendiente en cada una de las rectas ajustadas con este 
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modelo !Figs.19,20,21 y 22> representa el valor de - k•~/:>..a en 

donde >.. es la variable de concentración transformada y A.a es la 

variable de concentración transformada a tiempo infinito, como se 

explicó en mátodos. 

El valor absoluto'de la pendiente es proporcional al valor de 

la constante de velocidad (~+ 1 >, y por lo tanto es un reflejo 

cuantitativo de la rapide2 del proceso. 

Con el ajuste de los datos mediante este modelo se pudo 

comparar en forma más cuantitativa y por tanto con mayor precisión 

los efectos que sobre el proceso de inactivaci6n tienen las 

diferentes condiciones experimentales probadas .. 

Aún más, podemos notar (Fig.19) que el valor de la pendiente 

en la segunda fase permite establecer comparaciones también para 

esta segunda parte de la inactivaci6n, lo cual debido a la 

naturaleza de las curvas, era dificil de hacer en las curvas no 

ajustadas !Fig.12) 

Como puede observarse en la Fig.19, tanto en la primera fase 

de rápida inactivaci6n como en la segunda de lenta, el valor de la 

pendiente y por tanto de la constante de velocidad aparente <k• 1 > 

sufren una disminución importante cuando la concentración de 

enzima se incrementa de 1.20 a 12.0 µg/ml <Tabla 6). Además es 

claro que la segunda fase de inactivaci6n también es afectada por 

la concentración de enzima, ya que el valor de la pendiente es 

cinco veces más peque~o cuando la concentración de enzima se 

incrementa de 1.20 a 12.0 µg/ml, dato que no podia ser claramente 

observado en las curvas no aJustadas con el modelo, pero que 

coincide con lo que pr·ed1ce dicho modelo, en el cual la lenta 

velocidad de inactivación de la segunda fase debe SPr· también 
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dependiente de la concentración de proteína, puesto que se trata 

de un fenómeno de asociaci6n-disociaci6n de subunidades. 

La naturaleza de la dependencia de la concentración de 

proteína de ambas fases está de acuerdo con que el proceso sea de 

carácter reversible, ésto es, si se tratara de un fenómeno 

irreversible observaríamos que la velocidad seria': o bien 

dependiente de la concentración de proteína en forma de 

proporcionalidad directa, o bien insensible a este factor en 

cuyo caso seria de orden cero>, pero al ser inversamente 

proporcional a la concentración de enzima implica que la 

estabilidad de los tetrámeros se incrementa al aumentar la 

posibilidad de que los dímeros presentes en la solución choquen 

entre si para formar tetrámeros activos. Dado que los dímeros se 

incrementan dos veces más rápido que los tetrámeras, el efecto 

neto de aumentar la concentración de proteina total es un aumento 

neta de la velocidad de reacción de regreso, haciendo más pequeMo 

el valor de la constante de velocidad aparente O~+i.). Si el 

proceso fuese irreversible, el aumento en la concentración de 

dímeros no afectaría a la velocidad de disociación, al contrario 

observaríamos un aumento en la velocidad de inactivaci6n, ya que 

al aumentar nosotros la concentración de proteína estamos 

incrementandola concentración de reactivo <tetrámeros) presente en 

la solución. 

Cuando los datos obtenidos en las preincubaciones realizadas 

en presencia de polietilenglicol son ajustadas con el modelo 

<Fig.20), podemos observar que el valor de la pendiente durante la 

primera· fase de inactivaci6n, con las dos concentraciones de 

enzima utilizadas <1.20 y 12.0 µg/ml> es menor que cuando las 



pre incubaciones se hacen en ausencia de dicho compuesta <Tabla 6) • 

Cuando la concentración de enzima es baja (1.20 µg/ml) el valor de 

la pendiente durante la segunda fase también disminuye 

considerablemente en presencia de polietilenglical, mientras que 

cuando la concentración de enzima es die: veces mayor (12.0 µg/ml) 

el valor de la pendiente durante esta segunda fase sufre poca 

variación en presencia de polietilenglicol. Los efectos observados 

en este caso no son sorprendentes, ya que el pal iet i lengl icol 

ejerce el mismo efecto que una elevación en la concentración 

efectiva de proteína. Se ha reportado que el polietilenglicol no 

induce cambios estructurales en las proteínas C 136>, su efecto 

seria el de favorecer la agregación de dímeros y/o momómeros para 

formar tetrámeros, dando como resultado una disminución en el 

valor de la constante de velocidad aparente (k+ 1 ) y por lo tanto 

en la velocidad de inactivación. As!, aunque a menor velocidad, la 

inactivación par disociación inducida por el valor alcalino de pH 

se sigue llevando a cabo, pero la presencia de polietilenglicol 

permite que después del periodo de preinc:ubación un porcentaje 

importante de tetrámeros esté aún presente, lo cual se refleja en 

el valor de actividad residual observado después del periodo de 

preincubaci6n (Fig.20, Tabla 6). 

Como mencionabamos anteriormrnte, la disociación de la enzima 

debe ir precedida por un proceso de pérdida de un protón por uno o 

varios restos de aminoacidos, y la aparici6n o desaparición de 

carga que esto supone inestabi liza la estructura cuaternaria. El 

efecto de p1•otec:ci6n ejercido por el DTT <Fig.~1 y Tabla 6) apoya 

la idea de que g1·upas -SH de c1steinas deben set· importantes para 

la actividad y/o estabilidad de la enzima PEPC. Como ya se ha 



mencionado, estos grupos son más lábiles que los imidazol de las 

argininas, y mis susceptibles de sufrir oxidaci6n cuando estin 

ionizados. La oxidaci6n de los grupos sulfhidrilo mencionados 

puede dar lugar a la formación de puentes di sulfuro 

intramoleculares dif,erentes de los que se ha reportado está.n 

presentes en la molécula de PEPC en su conformación nativa, lo que 

puede ser una causa adicional de inactivación. 

Resulta interesante que la ausencia de oxigeno durante la 

preincubaci6n a pH alcalino sea necesaria para que se produ::ca 

reactivación de la enzima, ya que como se ha observado en 

previos estudios en nuestro laboratorio, cuando la inactivaci6n se 

realiza en medios no desgasados exhaustivamente la reactivación no 

ocurre, probablemente porque ocurren oxidaciones irreversibles de 

los grupos ionizados. En cambio, en ambientes anaerobios el único 

cambio que sufren estos grupos al incrementarse el pH es la 

pérdida del prot6n, lo que es fácilmente reversible al disminuir 

el pH por debajo de su pK. Asi pues, el efec:to protector de DTT 

puede explicarse en función de su capacidad para mantener 

reducidos estos grupos -SH, enlenteciendo de esta manera la 

inac:tivaci6n y/o facilitando la reacción de regreso, lo cual 

favorece la disminución del valor de la constante de velocidad 

(k+~l. 

De cualquier modo el hecho de que el efecto protector de OTT 

sea menos acentuado que el de polietilenglicol, apoya la idea de 

que la ioni=aci6n de ciertos grupos inducida por el pH, conlleva a 

una disociación que a su ve= se acompa~a de la exposición de 

grupos susceptibles de oxidación, en este caso grupos -SH de 

residuos de cisteina. De este modo, en un momento dado debe ser 
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más importante para mantener la actividad de PEPC impedir la 

disociación, ya que de este modo se impide la e!!posici6n de grupos 

susceptibles de oxidación, que en caso de ocurrir evitaría la 

reagregación de los dimeros y/o monómeros para formar tetrámeros 

activos. 

Es pues interesante analizar el efecto combinado del 

polietilenglicol y DTT sobre la inactivación <Fig.22, Tabla 6). 

Podemos observar que la velocidad aparente de inactivación de 

ambas fases se ve sensiblemente disminuida por la adición de ambos 

agentes con respecto a lo observado cuando está presente uno de 

ellos solamente. Dicho resultado concuerda con el hecho de que 

ambos compuestos actúan a distintos niveles y su efecto protector 

puede set" ad i t; i va. 

Resulta muy notable que durante la segunda fase la velocidad 

de inactivación sea casi cero, indicando que en estas condiciones 

la conversión a mon6meros es practicamente nula. Este resultado es 

de cierta importancia desde el punto de vista fisiológico, ya que 

en al caso de PEPC de plantas CAM la conversión de tetrámeros a 

dimeros parece ser parte del mecanismo de regulación de la 

actividad de esta enzima en el ciclo noche dia. <82-84,99). La 

enzima de hoja de maíz, que es la que se utili~6 para este 

trabajo, también está sujeta a regulación noche día (49,126,127>, 

y esta regulación podría llevarse a cabo mediante una 

interconvers ión dí me1"os-tetrámeros. 

Lo anteriormente discutido seHala que este equilibrio puede 

tener lugar a concentraciones elevadas de proteina y en 

condiciones reductoras, cond1ciones ambas que ciertamente 

prevalecen en el medio celular·. 



El haber encontrado condiciones en las cuales el equilibrio 

dimero-tetr.imero se establece facilmente, permite decir que el 

mecanismo de regulación de la actividad de PEPC basado en 

asociación disociación es en principio factible. 

Es ~vidente ademá.s que el pH puede jugar algún papel en este 

mecanismo de regulación ºin vivo", ya que este factor puede 

desplazar el equilibrio tetrámero-di mero "in vi tro" como 

sugieren los resultados de este trabajo. Con respecto a ésto, es 

importante mencionar que en otro trabajo de tests posterior a 

éste, realizado en nuestro laboratorio, y que aún está en proceso, 

se hicieron estudios en HPLC de las especies moleculares de PEPC 

presentes a pH 8.5 y a pH 7. En dichos estudios se encontró la 

presencia de dímeros a pH 8.5 y de tetrámeros a pH 7. 

Un importante resultado de este trabajo es la reactivación de 

PEPC (Fi9.!6) observada cuando el medio de preincubaci6n a pH 8.5 

conteniendo a la enzima inactiva fue llevado a pH 7 <ver métodos 

4.2.8.3). Por una parte esto es una prueba clara de que el valor 

alcalino de pH es el factor responsable de la inactivaci6n que 

nosotros observamos. Sin embargo, solo ocurrió reactivación a pH 7 

cuando se preincub6 una alta concentración de enzima <12.0 µg/ml> 

y además en presencia de polietilenglicol. Ello puede eMplicarse 

en base al hecho Cantes mencionado> de que una alta concentración 

de enzima y la presencia de polietilenglícol disminuyen o impiden 

la disociación de tetrámeros activos de PEPC a dímeros inactivos, 

favoreciendo el desplazamiento del equilibrio en el sentido 

opuesto, y por lo tanto favoreciendo el predominio de la forma 

tetramérica activa. Hay que tener en cuenta que la enzima sufre 

una nueva dilución durante el proceso de r"eactivaci6n cuando el 
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medio de preincubaci6n a pH 8.5 es llevado a pH 7. Por ello, la 

presencia de PEG resulta crítica para contrarrestar los efectos de 

esta nueva dilución. 

La ausencia de reactivación a pH 7 en presencia de PEG+OTT, o 

solamente DTT, puede deberse a que a pH 7 se expongan algunos 

puentes disulfuro importantes par·a el mantenimiento de la 

conformación activa de la enzima y, a que el efecto del DTT es 

deletéreo a pH 7 al reducir dichos puentes disulfuro (126), en 

tanto que como ya se describió es protector a pH alcalino. Esto 

sugiere que "in vivo" el control del estado redox de la proteína 

podría estar finamente regulado por factores adicionales que 

mantuviesen la configuración correcta de la del ic::ada estructura de 

esta proteína por demis llbil. Un fenómeno estrechamente 

relacionado a este aspecto del estado redox de la enzima, es el 

hecho de que cuando la en=ima se inactiva con PCHB <agente 

inactivante de grupos -SH>, un 80 t. de reactivación puede lograrse 

con reductores débiles como 8-mercaptoetanol, pero no con 

reductores fuertes como DTT<39>, esta observación apoya el hecho 

de que PEPC tiene una estructura que depende de un fino balance de 

grupos -SH libi les y puentes disul furo. 
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VII· CONCLUSIONES. 

t.- La enzima fosfoenolpiruvato carba>:ilasa de hoja verde de 

maí:: sufre un proceso de inactivación cuando se encuentra a 

valores de pH ligeramente alcalinos. 

::?.- Esta inactivaci6n ocurre en dos fases claramente separadas 

qLll? siguen una cinética reversible de orden dos, y es consecuencia 

de un proceso de disoc:iaci6n en sus subunidades que hacen que la 

enzima tetramérica activa se transforme en dimeros y monómeros 

parcial o totalmente inactivos. 

3.- La disociación es inducida por cambios en el estado de 

ioni:::aci6n de grupos -SH que son necesarios en forma protonada 

para el manteniniento de la estabilidad de la enzima. 

4.- El proceso de inactivación es reversible a pH 7, siempre 

que la concentración de proteína sea lo suficientemente elevada y 

la inactivaci6n y reactivaci6n se lleven a cabo bajo condiciones 

no oxidantes <ausencia de Q2 >. 

5.- Va que la enzima PEPC es inestable a valares de pH 

superiores a B, pero es activa cuando se preincuba a pH inferior, 

variaciones en el pH citoplásmico de las células de mesófilo 

pueden ser un factor que contribuya a la regulación de su estado 

de activación "in vivo". 
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