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RESUMEN.

La enzima fosfoenclpiruvato carboxilasa (PEPC,E:C.4.1.1.31)-de
hoja de mafz cataliza la B-carboxilacién de FEP en presenéia de’
Mgzb y es una enzima clave en la ruta de asimilacidn futosintétiﬁa
del €O, atmosférico en plantas ., como el mafz.

Observaciones tealizadas en varios laboratorios h;cen suponer
que la actividad de FEPC estid fuertemente sometida a control
durante el ciclo noche dfa, de manera gue la enzima sea totalmente
activa durante el di{a cuando la fotos{ntesis esti 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
citoplismico que acompafian a los cambios de iluminacién. A este
respecto se ha observado que "in vitro" la enzima experimenta un
proceso de inactivacién cuando se incuba en medios con pH
ligeramente alcalino.

Como medio de llegar a profundizar en el conocimiento de 1las
caracteri{sticas de PEPC, creimos de interés caracterizar el
proceso de inactivacién a pH ligeramente alcalino, ya Qque este
efecto podrfa tener relevancia en la regulacién de la actividad de
esta enzima "in vivo".

Este trabajo se realizé a pH 2 y pH 7 con enzima parcialmente
pura en presencia de ligandos de la protefna : los sustratos PEP y
ng'; un inhibidor:taz'y un agente estabilizador de enzimas:
glicerui, para observar su efecto sobre el proceso de

inactivacidn.
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Ademas se hicieron preincubaciones a pﬁ 8.5 en ausekéia'rde
oxigeno para impedir la oxidacién de grupos ionizados y con enzima
pura para evitar la participacién de otras protéinas como
proteasas.

En este caso los experimentos se hicieron a alta y baja
concentracion de enéima en presencia de 3 un agente reductor
(DTT); y PEG; para abservar la proteccién ejercida frente a la
inactivacidén par pH alcalino.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

A pH ? PEPC sufrié una ripida y considerable pérdida de
actividad. En este caso la inclusién de gliceral proporciond una
proteccién casi total ante este fendmeno de inactivacidn, en tanto
que el sustrato PEP proporciond una proteccidn parcial. C32+ y
Mgz' no tuvieron efecto protector y en el caso del primero éste
resultéd incluso inactivante.

A pH 7 no hubo pérdida de actividad y la inclusién de glicerol
incrementd ligeramente la actividad de PEPC.

Estos resultados muestran claramente que en nuestras
condiciones experimentales el pH es el factor directamente
responsable de la inactivacién de PEFC.

En las preincubaciones realizadas a pH B.5 con enzima pura,
se observéd que el proceso de inactivacién es dependiente de la
concentracién de protefna, ya que a baja concentracion (1.20
Hg/ml) la enzima se inactivé rapidamente, mientras que a alta
concentracion (12.0 ug/ml) y/o en presencia de PEG (agente
estabilizador de enzimas) el proceso se hace lento.

La presencia de DTT también protegié parcialmente a la enzima

(28!



frente a la inactivacién.

Cuando las preincubacioneé gze hicieron en presencia de PEG y
DTT juntos se observé la maxima proteccién de PEPC frente a la
inactivacidén.

El hecho de que en nuestras condiciones experimentales el pH
sea el factor directamente responsable de la inactivacisn de PEFC,
sugiere la participacién de grupos ionizables de la protefna cuyo
valor de pK esté entre 8 y 9. Los grupos que mis probablmente
estan involucrados parecen ser grupos —SH de restos de cistefna
que de alguna manera deben ser impartantes en el mantenimiento de
la estructura activa de la enzima y/o en la catélisis.

Debido a que el proceso es dependiente de la concentracién de
protefna y a que FPEG ejerce un efecto protector frente a 1la
inactivacidn parece mis probable que una disociacién de la enzima
tetramérica activa a dimeros inactivos como resultado de un primer
evento de ionizacién 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 8.5 a otra con pH 7, tomando en cuenta ademas
la suposicidén de que PEPC sufre una disociacién cuando se
preincuba en medios con pH alcalino, se propuso que la reaccién de
inactivacién podrfa seguir una cinética de seqgundo orden
reversible, ya que si la reaccién fuera de primer orden la
veloc{dad de inactivacién serfa directamente proporcional a la
concentracién de protefna ; si fuera de orden cero serfa
independiente de la concentracién de protefna y solamente
dependerf{a del pH. As{, se dedujo un modelo matemitico de

descomposicién de sequndo orden reversible que se ajustéd
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favorablemente a los resultados experimentales de inactivacidn.
Esto nos permitid observar que el proceso se lleva a cabo en dos
fases claramente separadas porque sus velocidades son totalmente
diferentes.

Este trabajo sugiere que la regulacién de FEFC "in vive" puede
depender de un fino balance de grupos -SH y puentes disulfuro

presentes en su estructura.
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I. INTRODUCCION:

Fosfoenolpiruvato carboxilasa CPEPC.E.C.4.1.1.31),es una enzima
que parece existir en todas las células vegetales ya sean
fotosintéticas o no (1). Esta amplia distribucién se explica por
las muchas diferentes funcicnes que la enzima realiza en los
tejidos vegetales (2,3). Asii su actividad ha sido implicada en un
mecanismo regulador del pH citoplasmico €3,4); en la apertura y
cierre de estomas (5,6.,7); en el crecimiento estimulade por
auxinas (8 y en la fijacién de nitrégeno en nddules de
leguminosas €3,8). Pero solamente en las células de mesdfilo de
hoja de plantas Ce¢ €1,2,10-14) y con metabolismo &cido crasuliceco
CCAMD (15-19) posee una funcién asociada con la asimilacidn
fotosintética de didxido de carbono CCO2). En estas plantas PEPC
es la primera de las dos enzimas carboxilantes implicadas en la
i jacién del CO2 atmosférico.

El interés por el estudio de esta enzima dentro del contexto
del metabolismo C4 y CAM es ficilmente comprensible si se toma en
cuenta la posible trascendencia de este conocimiento a nivel
agri{cola y biotecnolégico. Las plantas Cs¢ presentan una
productividad superior que las plantas Ca bajo condiciones de
iluminacién y temperatura elevadas y son capaces de sobrevivir en
ambientes relativamente 4ridos. Por su parte, las plantas CAM
pueden desarrollarse en climas desérticos, constituyendo as{ 1la
Unica alternativa de productividad en este tipo de ambientes

La asimilacién fotosintética neta de COz es superior en las
plantas C¢ y CAM que en las plantas Caz gracias a la existenclia de
la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa en el citoplasma de las

células de meséfilo. Se ve pues claramente que el conocimiento de



estos metabolismos, y de sus enzimas clave como PEPC, pueden
guiarnos hacla la obtencién de variedades agricolas mis
convenientes y Gtiles.Las plantas Cs4 de interés agricola tienen
una produccién media de dos a tres veces superior a las plantas
Cs. Sin erlnbargo las plantas que poseen fotosintesis Cs constituyen
el grupo mayoritario de las especies productoras de alimentos,
mientras que de entre las especies Cs4 ,solo el mafz, caffa de
aztcar y sorgo son cultivos importantes.

La enzima PEPC presente en plantas Cs,implicada en reacciones
de relleno del ciclo de Krebs, posee una actividad muy inferior a
la enzima de plantas Cs. Pudiera ser que cualquier Lipo de
manipulacién que conllevase un aumento de la actividad de PEPC en
las plantas Ca pudiese incrementar la productividad de estas
plantas en las que la concentracién de COz es el factor limitante
de la velocidad de la fotosi{ntesis. La idea central de este
enfoque a largo plazo, consiste en emular por medic de técnicas de
laboratorio lo que la naturaleza ha conseguido en las plantas Cs :
la supresién de la fotorrespiracién y el aumento consiguiente de
la productividad por un mecanisme concentrador de COz en las
células en donde se localiza el ciclo de Calvin, lo que implica
una alta actividad de PEPC en tejidos fotosintéticos.
~ Es obvio que ésto no se conseguirfa sin un conocimiento lo mis
completo posible de las propiedades de esta enzima y de la
reaccién que cataliza, as{ como de los mecanismos involucrados en
la regulacién de su actividad, ya sea ésta realizada por medio de
efectores o por el control de la expresién de los genes que
codifiquen estos eventos .

Por otra parte,fosfoenolpiruvato carboxilasa cataliza una



reaccién de B-carboxilacidn .irreversible y tiene como sustrato a
fosfoenolpiruvato el cual es, a la vez, un compuesto rico en
energi{a y un importante intermediario en varias rutas
metabdlicas.Por todo ello es de creencia general que la actividad
de esta enzima debe estar fuertemenie sometida a control y existe
un gran interés desde el punto de vista de ciencia basica en
descubrir los mecanismos reguladores de su actividad.

Quizas el aspecto mis importante de regulacién es el efecto que
las condicicnes de iluminacién a las que se somete la planta tiene
a corto plazo sobre la actividad de la PEPC de hoja. Este problema
de regulacién esti siendo en la actualidad intensamente estudiado
en varios laboratorios,pero no ha sido aun totalmente resuelto.
Los resultados obtenidos hasta el momento de iniciar este trabajo
en relacién a la regulacidén a corto plazo por luz del estado de
activacién de PEPC de hoja de mafz, indican que entre los varios
factores implicados, los cambios en el pH citoplidsmico que
acompaffan a los cambios de iluminacién pueden jugar un papel muy
importante, Ello desperté mucho interés de caracterizar el
proceso de inactivacién que experimenta esta enzima cuando se
incuba en medios con pH ligeramente alcalinoc con el fin de llegar
a profundizar en el conocimiento de las caracteristicas de la
enzima Yy sobre el mecanismo molecular responsable de esta

regulacidén,



II. ANTECEDENTES.

Con el fin de facilitar la comprensidén de la funciédn metabdlica
de la isoenzima fotosintética de PEPC en plantas,describiremos
brevemente las principales caracteristicas de los procesos de
asimilacién del COz atmosférico en las plantas Ca y Cs.

2.1 Ruta Ca de asimilacién de COz atmosférico.

El diéxido de carbono del afre es incorporado en forma de
compuestos orgénicos por los cloroplastos de las plantas mediante
la ruta metabdlica conocida como ciclo de reduccciédn fotosintética
del carbono descrita por Calvin y col. en 1848 (20,210 y que hoy
es aceptada tal y como se muestra de manera esquemidtica en las
figuras 1A y 1B.

La primera parte de este ciclo consiste en la carboxilacién del
aztcar ribulosa-i,S5-bifosfato en una reaccidén catalizada por la
enzima ribulosa-~1,5-bifosfato carboxilasa CRUBPC) con la
produccién de dos moléculas de 4cido 3-P-glicérico.la segunda
parte del ciclo es una fase reductiva en la que el fosfoglicérico
producido se reduce a triosa fosfato en presencia de trifosfato de
adenosina CATP) y de nicotinamida adenin dinucleétido fosfato
reducido CNADPH)>, ambos generados por la cadena de transporte de
electrones fotosintética en la membrana tilacoidal de los
cloroplastos. Finalmente,en una fase regenerativa,que implica
varias_ reacciones enzimiticas,cinco triosas fosfato se convierten
en tres pentosas fosfato,regenerindose el aceptor de CO2
iribulosa-1,5-bifosfato.

La eficiencia de este proceso de asimilacién de (CO, estd
limitada de manera importante por la naturaleza bifuncional de la

enzima carboxilante, que es capaz de catalizar igualmente la
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Fig.lA; Esquemn simplificado del ciclo de reduccidn del carbono o ciclo
de Calvin.
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FimwalB. Integracidn de los ciclos de reduccidn v oxidacién del carbona ffoturrespiracion)



oxigenacién’de %u sqétéafo ribp;osa;l,s—nlfosfgto, a partir del 0y
abmﬁsferi:o <ci£15"c,, Fig.‘ 1 B.),produciendo los  &acidos

- fosfoglicélico y. 3-P~glicérico. For ésto el nombre completo de la
enzima es ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco).
El fosfoglicolato producido se metaboliza hasta CO, y
I~F-glicerato mediante una compleja serie de reacciones que
reciben en su conjunto el nombre de fotorrespiracien (22 {Fig.
1B).

El metabolismo del carbono de las plantas es por tanto el
resultado del balance integrado de estos dos procesos mutuamente
opuestos. La operacién simultanea de ambos conduce a un consumo de
energia por molécula de co, fijada muy superior a la gue se
consumirf{a si operase el ciclo de Calvin solo.

La existencia de este proceso, unido a la baja concentracidn
de CcO0, en la atmosfera, hacen que uno de los factores que limi tan
el crecimiento de las plantas sea la insuficiente velocidad del

proceso fotosintético de asimilacién de CO,.




2.2  Ruta Cs de asimilacién de COz atmosférico.

El maf{z, al igual que las demis plantas Ce¢ presenta dos tipos
de células diferenciadas CFig. &) participando an el metabolismo
fotosintético de la hoja (11-13,23-28).La figura 3 muestra un
esquema simplificado del metabolismo Ce. Las células llamadas de
mesédfilo se encuentran cerca de la superficie externa de la hoja y
toman CO2 atmosférico para asimilarlo en forma de oxalacetato a
través de la carboxilacién del fosfoenclpiruvate mediante la
enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa CPEPC). El oxalacetato COAA)
se transporta al interior del cloroplasto en donde se convierte en
malato mediante la enzima milico deshidrogenasa dependiente de
NADP (MDH-NADP), el malato., en intercambio con el oxalacetato que
se estid produciendo es transportado al cltoplasma para,
posteriormente, ser llevado a las células de vaina vascular., las
cuales se localizan en la periferia de los haces vasculares (Fig.
2), en donde se encuentran bastante aisladas del intercambio
directo de gases con la atmésfera. En las células de vafna
vascular, el malato se descarboxila mediante la enzima mélico
deshidrogenasa descarboxilante dependiente de NADP (Cenzima
milica-NADP), el CO2 producido se utiliza para la sintesis de
carbohidratos a través del ciclo de Calvin que tiene lugar en
estas células. El piruvato producto de la descarboxilacién,
regresa a las células de meséfilo y es transportado al interior
del cloroplasto en donde se produce fosfoenolpiruvato CPEP), en
una reaccidén catalizada por 1la enzima piruvato artofosfato
dicinasa CPPDK), con el consumo de dos equivalentes de ATP. El1 PEP
resultante se transporta al citoplasma en intercambio con fosfato

para seguir alimentandeo esta ruta (12,24,27.28).



Figura 2. Certe transversal de una hoja de maiz nostran,
do la anutomia tipo Kranz, caracteristica de las plantas
Ca. .CM.CGluln de meséfilo; CYV. Céluly de 1a Vaina Vas-
cular; tV. Tejido vascular.
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Figura3. Esquema del metabeolismo €4 de mafz .

Enzimas: 1. Fosfocnolpiruvato carboxilasa; 2. NADP-malato
deshidrogenasa; 3. cn:bimn milica-NADP; 4. Ciclo de Calving
S. Piruvato ortofosfato dicinasa; 6. Pirofosfatasa; 7. Ade
nilato cinasa; §.Translocador de PEP- fosfato; 9.Trasloca-

dor de dicarboxilates; 10.Transportador de piruvato.
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Las plantas que poseen ruta Ce¢ usan parte de la energira solar
captada para mantener esta ruta extra, pera a pesar de ello su
eficiencia energetica es superior a la de las plantas Ca. Es un
sistema fotosintético que ademis puede operar con pérdidas de agua
menores, gracias a que la afinidad por el COz es muy superior en
las plantas Cs, por lo que estos' organismos pueden mantener altas
velocidades de fijacién de carbono con apertura estomitica
limitada, permitiendo una fotosintesis activa en condiciones de
relativa aridéz v con bajas concentraciones de CO0z. Esta  wultima
condicién es frecuente cuando las plantas se encuentran
fotosintetizando activamente ya que consumen con rapidez el COz de
las capas cercanas de la atmésfera. For otra parte, debido a Qque
su asimilacién de C0z es mas eficiente, las plantas C« poseen la
capacidad de aprovechar mayor cantidad de energfa luminosa, en
consecuencia san bastante productivas, por lo que representan
magn{ ficos candidatos para lograr incrementar la productividad en

ambientes desfavorables como son los climas aridos (26-34).
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2.3 Regulacién de la ruta Cd.

2.3.1 Requlacién por sintesis de nove de prokeinas,

Las plantas han desarrollado varios mecanismos de respuesta a
variaciones del medio ambiente, de manera que su desarrolle se ha
supeditado a la aparicién de muchos de estos cambios. Ldégicamente
una de las seBales mis imporlantes para el desarrolleo de una
planta es ta luz, que induce la sintesis de numerosas protefnas
enzimidlicas y estructurales necesarias para el sstablecimiento del
organismo fotosintético adulto. Se han propuesto tres clases de
fotoreceptores que median respuestas del desarrollo a la luz:
fotoclorofilido,fitocromo y varios fotoreceptores de luz azul y
luz ultravioleta no bien caracterizados (33-40D. De 1los
anteriormente mencionados sin duda el fotoreceptor me jor
caracter{zade y el tnico que ha sido aisladoc es el fitocromeo
€41.,420.Se sabe q\.ie la estimulacidn de la planta por luz roja es
capaz de inducir la capacidad autotréfica Centendida como la
capacidad de asimilacidn del carbono) que se acompafla de un
incremento en la actividad de varias enzimas participantes del
ciclo de <Calvin,comoc son: ribulosa-1,S-bifosfato carboxilasa
oxigenasa C43-45D, ribulosa-5-P-cinasa 43,440,
fructosa-1,8-bifosfatasa (43,44,46) y
NADP-gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; y también de varias
enzimas participantes de la ruta C4: piruvato ortofosfate dicinasa
(42,43,45), NADP-malico deshidrogenasa 44,472, NADP-mal ato
deshidrogenasa descarboxil ante C41,44,47>, adenilato cinasa
€43,45), pirofosfatasa (48) y fosfcoenolpiruvate carboxilasa
€12.,48,45,50). Este incremento de actividad se acompaffa de un

incremento en los niveles de ARN mensajero especifico
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‘ C41,45,81,52) y en la cantidad de proteina especifica (52,53).
2.3.2 Regulacién por el estado de actjvaciédn de enzimas,

La necesidad de mecanismos de regulacién de la actividad
enzimitica a corte plazo surge de la ausencia relativa de
compartamentalizacién en @l citoplasma y dentro del cloroplasto.
que separe las enzimas degradativas de las enzimas fotosintéticas,
las cuales, de funcionar simultineamente darfan lugar a la
generacidn de cicles indtiles, con el consecuente desperdicic de
energfa, esqueletos carbonados,nitrégeno, ete que ésto supone
(53,857,959, l.os mecanismos de regulacién de la actividad
enzimitica mejor estudiados son: fosforilacién-desfosforilacién de
protefinas dependiente de la fotofosforilacidédn y oxidacién
reduccidén de grupos sulfhidrilo, el que a su vez depende del
transporte de electrones. Ambos procesos estin activos bajo
condiciones de iluminacién y son capaces de modular "in wvitro" e
"in vivo" la actividad de un nimero considerable de enzimas de
cloroplasto involucradas en el ciclo de Calvin (%56,57,60-82) y la
ruta Cs4 (57,58,63,84), as{ como enzimas cloroplisticas vy
citoplidsmicas que participan en la glucédlisis (62,83,65 y el
ciclo de las pentosas fosfato (62,63,65). Dichos mecanismos
producen una modificacidén relativamente estable de las enzimas, la
cual va ligada a un cambio en la actividad, pero nc deben
confundirse con los efectos regulatorios mediados por cambios en
la concentracién de metabdlitos, iones o cambios en el pH.

De las enzimas que participan en la ruta Cd4 la piruvato
ortofosfato dicinasa CPPDKD es la dnica enzima para la cual est4
demostr;do que se regula “in vive" a través de un proceso de

fosforilacién—desfosforilacidn, Esta proteina puede encontrarse en
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forma fosforilada inactiva durante la noche y en forma no
fosforilada activa durante el dfa (63,66,673.

Por otro lado, la enzima milico deshidregenasa dependiente de
NADP CMDH~NADP) presente en el estroma de cloroplastos de las
células de mesdfilo se encuentra en estado inactiveo Ccon ciertos
grupos sulfhidrilo oxidados) durante la noche y en estado active
Ccon los grupos sulfhidrilo mencionados reducidos) durante el dfa
(55,67,68). Mis conocide y mejor estudiado, el mecanismo de
oxidacién reducciédn de grupos sulfhidrilo da lugar a la regulacién
de un numero considerable de enzimas tanto cloropléisticas como
eitoplismicas.

Otra de las enzimas que participan en un paso importante de la
ruta Ce¢ es la malato deshidrogenasa descarboxilante dependiente de
NADP, Esta es una enzima del estroma de cloroplasto de las células
de vaina vascular, responsable de la descarboxilacién del malato
que proviene de meséfilo (11,12). Hasta la fecha no hay reportes
en la literatura de que la enzima de plantas C¢ sufra camblos en
sus propiedades moleculares como consecuencia de la iluminacidn.la
regulacién de su actividad, mAs bien, podr{a ejercerse a través de
los cambios en la concentracidn de sustrato, cofactor y~o camblos
en el pH que ocurran en el estroma de cloroplasto al pasar la
planta de luz a oscuridad o viceversa C47).

Con respecto a otra enzima clave de la ruta Ce ,PEPC, los
aspectos de su regulacién conocidos hasta la fecha serédn

discutidos con detalle en el apartado siguiente.
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2.4 Caracteri{sticas de fosfoenolpiruvato carboxilasa de
plantas Ce.

2.4.1 Reaccién cataljzada.
La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa CE.C.4.1.1.31)

cataliza la B-carboxilacién del fosfoenslpiruvato C(PEP), segin la

slguiente reaccidn :

oPo’” o o 0 o
| - | R | |
CH,=C-C00™ + HO-C-07 —cob~0-C-CH,-C-C00™ +70-P-0
Mg I
0
FORFOENOLPIRUVATO OXALACKETATO
BICARBONATO FOSFATO

Esta reacciédn tiene un cambioc de energf{a libre muy negativeo
Ces fuertemente exergénica D AG®=-6 a -8 kcal/mol, y es
practicamente irreversible (la reaccién de regreso no ha sido
observada) (142.Esta actividad fue <descubierta en tejidos
vegetales por Bandurski €e9,70>. quien ademis purificéd
parcialmente la protefna responsable de la actividad de PEPC, y
demostré que para la actividad catalitica se requiere la presencia
de Mgz'.

PEPC es la Gnica carboxilasa a la fecha reportada que utiliza
bicarbonato como sustrate y no CO,;. que no requiere biotina
71,735,

2.4.2 Propi edades fisigas y quimplcas,

Fosfoenolpiruvato carboxilasa purificada de maf{z y de otras
plantas Ce tiene un peso molecular de 400,000 daltons en su forma
nativa (73-78). En electroforesis en geles de poliacrilamida en
presencia de 8DS se cbtiene una sola banda de protefna de peso
molecular de 100,000 daltons, indicando ésto que la enzima es un

homotetrimero (74-78,800.
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Recientes reportes indican que,factores tales como fuerza
idnica,.temperatura,concentracién de prolones y varios metabolitos.
pueden alterar "in vitro" la estructura cuaternaria de PEPC,
haciendo que la enzima se pueda encontrar en diferentes estados de
agregacidén (77,78,81-84), As{, se ha reportado la existencia de
df meros ¥ monémeros de esta enzima .

Para investigar la naturaleza de los restos de aminoécidos
implicados en la unidén de los sustratos y en la catdlisis se han
realizado numercsos estudios de modificacién quimica de la
protefna. De esta forma se ha detectado 1la presencia de grupos
-SH en la molécula de PEPC €75,85,87). Cuando la enzima se incuba
en presencia de paracloromercuribenzoato C(PCMB), compuesto que
reacciona irreversiblemente con los grupos -SH de las protef{nas,
sufre una ripida inactivacién. El sustrato PEP protege eficazmente
contra la inactivacidn por PCMB (75). Glucosa-6~-P y glicina (ambos
activadores de esta enzima) también ejercen proteccién frente a la
{nactivacién por PCMB, mientras que los i{ones Mgz' no tienen
efecto. El efecto protector de PEP sugiere la presencia de grupos
~SH en el! sitio activo pudiendo estar implicados en la unién del
sustrato o en la catilisis. La inactivacidn es dependiente del
pH,alecanzando un valor miximo a pH 9., Ditiotreitol (DTTD protege
de inactivacién por PCMB a pH 8.2 €88),

En otros estudios de modificacién quimica con la enzima de
maf{z wusando fentilglioxal (74), eosin Isotiocianate (88 vy
piridoxal ~-S~fosfateo (892 se ha mostrado que dos residuos de
arginina y cuatro de lisina por cada tetridmero de enzima son
ecenciales para la actividad y que estos grupos son protegidos por

PEP. Do la modificacidn quimica con dietilpirocarbonato se ha
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inferido la importancia de residuos de histidina pararla ;nién de
PEP y/o ng’ a la enzima de maf{z (90).

2.4.3 Propiedades cinéticas.

Debido al papel clave de PEPC en la fijacién del ecarbono en
plantas Cs, muchos investiqgadores se han interesado en las
propiedades cinéticas de esta enzima. A continuacidén se describe
lo que se conoce acerca de la cinética de PEPC.

La enzima tiene un requerimiento absoluto por un catién
divalente. Probablemente ng llena este requerimiento "in vivo"
(21-93). "In vitra", Hnl* puede reemplazar al “gzo como
cofactor.Con Ma' se observan menores valores de Km, pero también
menores valores de Vmax.(94-96), wmientras que Co?* @s menos
efectivo (95,96). Otros cationes tales como Zn2', Hg?' (96); Ca3*
(9775 cu2'y Cd?7(96) inhiben a la enzima.

El papel de “9:’ en la catilisis aun no es claro, Maruyama et
al. (98) y Miziorco et al. (94) han sugerido que se forma un
puente enzima-metal-PEP en el sitio activo de 1a
carboxilasa.Estudios de modificacién quimica con la enzima de hoja
de malLz indican que ngﬂ' no es escencial para la unidn de PEP a la
carboxilasa, aunque su presencia incrementa la afinidad por este
sustrato (74,96,99). Se propusc que el sustrato activo es la forma
libre de PEP mas que el compleijn metal-PEP (94,95,99). Sin embargo
estudios cinéticos mis recientes han demostrado que ®1 sustrato
preferéncial es el complejo metal-pEpP.

Se ha reportado la existencia de formas isoenzimiticas de PEPC
en hoja etiolada de varias plantas ¢; y €, como son 1isorgo
(74-76), cafla de azGear (77) y mal{z (78-B0O). Se ha encontrado que

lag formas isoenzimiAticas presentes en hoja etiolada difieren de
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155 presentes en'hdja'?erde tgﬁtqfén B gé&d‘entplantas C,
(49;i02;104,i06;107).En un br{ﬁcib{nise,Srgirgé qﬁenrla forma de
hojarverde procede de la de hoja et;ul;dé ﬁor una madificacién
postraduccional originada por luz {(49,103,108). Posteriormente
varios autores han demostrado que ocurre sintesis de novo en
respuesta a la luz, y que esta proteina sintetitada corresponde a
1a farma enzimatica tipica de haja verde (44,46,54,56)

2.4.48 Regulacion de su estado de actividad.

2.4.4.1 Requlacion por metabolitos.

FEFC de plantas c, &s activada por glucosa-4-F, un producto
final de la fijacién de ¢O, (10%). Este compuestoc produce un
incremento en la Vmax. y en la afinidad por la unidn a FEP
(110,111), Otro metabolito, L-malato, el cual es un producto
inmediato de la reaccidn de carboxilacién es un  inhibidor de la
carboxilasa (112). Este muestra un efecto cooperative y parece
interactuar con PEPC en diferentes sitios, produciendo inhibicidn
no competitiva o competitiva dependiendo del pH y su concentracidn
(110), Glucosa-&~fosfato produce una disminucidén en el efecto
inhibitorio de malato (110,112). Aspartata, otro producto
importante de la carboxilacidén en algunas plantas ¢, también
inhibe a la enzima (80,112).

2.4.4.2 Requlacién por pH..

Variaciones en el pH podrfan también operar como un control
fino de la actividad de la carboxilasa. La afinidad de 1la enzima
por PEP vy ng‘ se incrementa ligeramente entre pH 7 y 8
(90,95). En otros trabajos se ha repartado que PEPC de mafz se
inactiva ripidamente cuando se expone a elevados valores de fuerza

ibnica (tales como 200-400 mM de NaCl) (77),y por experimentos de
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filtracidn en gel se ba observado que esta inactivacién esté
asociada con cambios en el estado de agregacién de 1la enzima,
proceso que a su vez también es dependiente del valor de pH,
observindose que la pérdida de actividad es casi total a pH B, Es
notable el hecho dé que el sustratoc PEP vy el activador
glucosa-6-fosfato eviten la pérdida de actividad consecuencia de
la disociacidn por fuerza iénica. Un reporte (113) acerca de 1la
estabilizacién de PEPC de plantas c, a altos valores de pH por
cosolventes no iénicos también sugiere que la disociacién 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 disociacién de sus subunidades, como
veremos en el estudio que aquf 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 dimérica inactiva cuando se preincuba a pH
8.2 (73,82,84).

los reportes mencionados indican que valores de pH superiores
a B8 parecen desempefar un papel importante en el estado de
actividad de PEPC, y se ha propuesto que cambios en el estado de
protonacién de cistefnas y/o argininas presentes en la molécula de
la enzima podrian estar involucrados en la transicién oligomérica
dependiente del pH (74,75,77,80).
2.4.4.3 Regulacién por modjficacidn covalente.

Recientement@ se han obtenido datos experimantales que
sugieren que la actividad de PEPC en plantas C, durante las

transiciones 1luz oscuridad estd mediada por un proceso de



fosforilacidn’ de restos seril de la enzima (114-118).

’ Se ha encontrado que la anzima obtenida de hojas de mafz
iluminadas es menos sensible a inhibicién por malato y estid
fosforilada en uno o mis residuos de serina, mientras que la
obtenida de hojas mantenidas en oscuridad es mis sensible a
inhibicién por malate y estid mucho menos fosforilada (115).
Después de iluminacién la enzima muestra inhibicién sigmoidal por
malato con un K;aparente de 0.9 — 1.2 mM, y despu€s de un periodo
de oscuridad la enzima muestra inhibicién hiperbélica por malato
con un K{ aparente de 0.3 ~ 0.6 mM. La Vmax. de la forma de PEPC
obtenida de hojas iluminadas es aproximadamente el doble de la de
la enzima obtenida de hojas mantenidas en oscuridad

LLa incubacidn de PEPC de maflz con fosfatasa alcalina exdgena
conduce a un incremanto en la sensibilidad a inhibicién por malato
de la enzima obtenida de hajas iluminadas, hasta niveles como las
observados con la enzima obtenida de hojas mantenidas en oscuridad
(116). As{ mismo, la incubacién de PEPC con wuna proteina cinasa
soluble (ambas obtenidas de hoja verde de mafz) muestra que la
prote{na cinasa activa a PEPC da hojas mantenidas en oscuridad
(118) . Concomitante con estos cambios en la actividad de PEPC se
tiene una marcada disminucién en la sensibilidad a inhibicién por
malato. El andlisis de aminodcidos fosfatados de la enzima marcada
con 32p mediante HPLC y electroforesis bidimensional en capa fina
revela que la enzima esti fosforilada exclusivamente en raesiduos
de serina y que el grado de tfosforilacién es B50% mayor en 1la
enzima obtenida de hojas iluminadas (114,118).

Estas resultados obtenidos "in vitro" junto con otros

recientes estudios acerca de los cambios inducidos por luz en la
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actividad catalftica y sensibilidad a malatc de PEPC ,estan
relacionados al menos en parte al grado de fosforilacidn de
residuos seril de la protefna "in vivo".

2.4.4.4 Regulacién por luz.

‘Parecerfa que la accidn de los mecanismes de regulacién
inducidos por luz antes mencionados sobre la actividad de las
enzimas PPDK y MDH-NADP, cerfa suficiente para explicar 1la
regulacién noche dia de la seccidn de la ruta ¢, que se lleva a
cabo en el citoplasma de las células de nmeséfilo. Por ello la
regulacién por luz de PEPC en plantas (¢, no se considerd
importante por mucho tiempo. No obstante deben tenerse en cuenta
los siguientes hechos :

i’.- La reaccién catalizada por PEPC es pricticamente
irreversible bajo laa condiciones imperantes en 1la célula,por
tanto esta enzima actua virtualmente como una bomba capaz de
canalizar su sustrato hacia la formacién de malato,molécula que
actua como transportador del c0O, a las células de vaina
vascular,Debido a que no existe reaccidn inversa, cuando el
producto no es requerido en esta ruta metabdlica (recuerdese que
la fijacidén de CO, estid detenida durante la noche en plantas Cy)
{102,107,119) la bomba debe ser apagada para evitar una
acumulacién de intermediarios (0OAA,malato).

ii).— PEP el sustrato de PEPC es un metabolito central en el
metabolismo general de las plantas (120) {Fig.4), siendo
glucdélisis una de las rutas mds importantes en que participa.En
varias plantas ¢, se ha demostrado que las enzimas glucolfiticas
enolasa y piruvato cinasa, cuyo sustrato es PEP, se encuentran al

iqual que PEPC en el citoplasma (121,122).Por tanto durante 1la

21



noche,cuando la produccién de PEP via PPDK se detiene (FPDK se
encuentra inactiva en la oscuridad) ,PEPC podrfa competir por el
mismo sustrato con las enzimas glucolfticas, que si estin activas
durante la oscuridad.

Dada la gran cantidad de PEPC presente en mesédfilo de plantas
C, (se ha reportado que constituye hasta el 15 % de 1a proteina
total soluble de la hoja en este tipo de plantas) (34}, que se
traduce en una elevada capacidad catalf{tica (su Vmax. en extractos
crudos de mafz es aproximadamente diez veces superior a la
isoforma no fotosintética presente en hoja de plantas Cy)
(112,123) ,serf{a de esperar que en caso de que esta enzima tuviera
acceso al PEP citoplésmico producido por glucédlisis, interfiriera
de manera notable con el funcionamiento de esta importante ruta
metabdlica, constituyendo asf{ una ruta alterna de consumo de
carbohidratos, que reporta menor ganancia de energia y que ademis
produce acumulacién de intermediarios del giclo de Krebs (Fig.5).

Por estas razones es de esperar que la actividad de PEPC esté
sometida a control durante el ciclo noche-dia, de manera gque la
enzima sea totalmente activa durante el dfa cuando la fotosintesis
esti operando y se inactive durante la noche. La existencia de una
regulacién por luz a corto plazo de esta enzima fué reportada por
Karabourniotis y col. para wvarias plantas Cy (124,125 y por
Iglesias y Andreo para mafz (49). Sin embargo los primeros no
fueron capaces de detectar ningun cambio en la enzima extraida de
plantas de malz mantenidas en luz o en oscuridad, generando as{
serias dudas sobre el reporte de Iglesias )y Andreo, y sobre la
necesid;d de una regulacidén de la actividad de PEPC "in viva".

Recientemente se ha confirmado que la actividad de PEPC de
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[ A, RUTAS QUE CONSUMEN PEP,

CLOROPLASTO
FENIL PROPANDIDES
rUTA Cy
CITOPLASMA
PEPC \\\ //,ENOLASA
OAA ¢ PEP + 2-PGA
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ATP |
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FEP
AP PP,
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Figura 4. csquema de las rutus metabolicas que consumen

{parte A} v que producen (parte B) Josfoenolpiruvato -

(PEP) en el metabolisma de das plantas Cy.

0AA, oxulncetato; 2-PCA2-fasfeelicerato G-0-1, glucosa

-b-fosfato, Otras dhreviaturas sc dan en ¢l teato,




ALHIDON
B=b P 4 N SACAROSA
~ \ ADP  ATP**F
PEP PIRUVATO
PK
(_‘02 CoA NAD
PEPC PD .
NADH"™**
Pj
Ac-CoA
QAA
~\\\\\\\\N Ac-CoA  CoA
CITOPLASHA ™ o citreto
cicLo
DE
KREBS
MITOCONDRIA

Figura 5. Esquema que ilustra la competencia que se pre--
sentaria si tanto glucélisis como PEPC estuvieran activas
al mismo tiempo, con acceso a al misma poza metablica de
PED.

%% )0hecrvese la ganancia de energia,  Esta ne ¢ pre
senta vuande PEF es vconvertido por PEPC en lugar de PK.
PEP, fosfoenolpiruvato;PLPC fosfaenolpiruvato carbexilasa;
Ph.piruvato cimisa; 0AA. oxalacetato; Ac-CoA.aretil-coenzi

mn Aj G-0-P, Glucosa-o-fosfato; PD. piruvato deshidrogenasa.
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hoja verde de malz esti sujeta a regulacién noche dfa
(49,115,125-130). La enzima extrafida de plantas iluminadas muestra
caracteristicas cinéticas diferentes a 1la enzima extratda de
plantas mantenidas en oscuridad por periodos cortos (2-3 horas).
As{, la enzima de dfa presenta una mayor afinidad por el sustrato
PEP y una menor sensibilidad a inhibicién por malato que la enzima
de noche, lo que presumiblemente se traduce en una mayor actividad
de esta enzima durante el periodo de luz "in vivo".

El mecanismo molecular responsable de estos cambhios en el
comportamiento cinético de la enzima no parece ser la oxidacién
reduccién de grupos -SH como originalmente habfan propuesto
algunos autores (49,125), sino mias bien un cambio en el estado de
fosforilacidn de la enzima come se discutié en el apartado
2.4.4.3. La forma de dia activa estid mis fosforilada que la faorma
de noche inactiva.

Esta modificacidn covalente de la protefna inducida por 1luz
padria tener as{ mismo consecuencias en el estado de agregacidén de
la enzima y por consiguiente sobre su actividad.As{, se ha
reportado que la enzima de dia es mis sensible a dilucién que la
de noche (114,128), es decir, serfa mids facilmente disociable en
dimeros y/o monémeros.

Resumiendo, la evidencia experimental actual indica que son
numerosos los efectores que actuando de forma coordinada pueden
controlar la actividad de esta carboxilasa "in vivo®.En virtud de
ésto, puede pensarse que variaciones en la concentracidén de
matabol{tos, efectores y/o cambios en la concentracién de protones
pueden'tener lugar en la vecindad de esta enzima al pasar 1la

planta de condiciones de luz a condiciones de oscuridad, lo que
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padria disparar el mecanismo molecular de conversién de la forma
de dfa a la forma de noche, y viceversa, en forma semejante a lo
reportado para la enzima de hoja de plantas CAM (58,5%). 8Se ha
demostrado de manera clara que PEPC de plantas CAM, en donde esta
enzima también posee una funcién fotosintética, existe come una
forma tetramérica activa durante la noche y como una forma

dimérica inactiva durante el dia (B2-84,131).

26



I1I. OBJETIVOS.

En vista de los anteriores antecedentes nos planteamos los
siguientes objetivos :

3.1 Objetivo general.

Investigar el efecto del pH ligeramente alcalino sobre 1la
actividad de FEFC de hoja verde de mafiz y su posible papel en los
mecanismos de regulacién de esta actividad enzimitica.

3.2 Objetivos particulares,

a).~- Determinar si la incubacién de PEPC en medios con pH
ligeramente alcalino produce inactivacidn de esta enzima.

b).- Caracterizar este praoceso de inactivacién de la enzima
mediante el estudio del efecto que, sobre tal comportamiento,
tengan diversos factores como son: concentracién de enzima,
presencia de agentes reductores y/o presencia de ligandos de la
enzima.

c).- En base a los datos obtenidos, proponer el mecanismo a
través del cual ocurre la inactivacién de PEPC de hoja de mafz en

nuastras condiciones experimentales.
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V. MATERIAL Y.METODOS,
4.1 Materiales.
4.1.1 Equipo.

Para determinar la actividad enzimitica se emples un
eapectro%utémetru Pye Unicam modelo SP 1800 de doble haz con
control de temperatura y registrador integrado.

La balanza analftica utilizada para pesar los reactivos
quimicos fue Mettler modela He con capacidad de 169:0.0001 gr.

La homogeneirzacién de pequefas cantidades de tejido se hizo
en un politrén Jane & Kunkel ultra-turrax con pistilo 10 N .Para
homogeneizar mayores cantidades de tejido se utilizé ua licuadora
marca osterizer modelo pulsomatic.

Para medir el pH se utilizé un potencidmetro Coductronic con
precisién de I 0.0t y un electrodo Beckman.

Para centrifugar se utilizé 1la centrifuga Beckman modelo
J2-21.

Las preparaciones quimicas y las saluciones que necesitaban
temperaturas bajas de almacepamiento <fueron guardadas en un
refrigerador marca Bendix (4°C) o en un congelador (-20 °C).

tas microjeringas empleadas fueron marca Hamilton de 10,50 vy
100 ul.

Para el ensayo de actividad de PEPC se utilizarén celdas de
cuarzo de 1 ml de capacidad.

Para la agitacién de tubos se utilizd un vortex Genie modelo
K-550-G.

Se utilizaron platos magnéticos Corning modelo PC-351 para la
agitacidén de soluciones,

Se utilizé nitrégeno gaseoso da INFRA para 1a eliminacidn de
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bxigenn;en'lnsrmedius de ‘ensayo
‘ Las columnas de vidrio para cromatograf{a fueron de la casa
Pharmacia Fine Chemicals. ‘

l.a electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS, se hizo en un equipo para electrqforesis en placa vertical
disefiado y elaboradeo en nuestro laboratorio.

4.1.2 Reactivos.

Los reactivos empleados en esta investigaciédn tedos de grado
analf{tico, fueron obtenidos de las siguientes casas comercialest

De Merck: Trietanolamina(TEA), fosfato monobisico de patasio,
fosfato dibisico de potasio, glicercl, sulfatoe de amonio, &cido
clorhf{drico, cloruro de potasio, etilendiamino tetraacético
(EDTA), Acido tricloroacética(TCA), polietilenglicel 6000, cloruro
de magnecioc, clorura de calcio, Trist-hidroximetilaminometana),
glicina.

De Sigma Chemical Co. : ?—mercaptoetanol, Nicotinaminadenin-
dinucledétido reducido (NADH) en sal disddica, Fosfoanolpiruvato,
(sal de monociclohexilamonio), mAlico deshidrogenasa de corazén de
cerdo, ditiotreitol, azul brillante G, albimina sérica de bovine,
tritén X-100, polivinilpolipirrolidona, DERE (celulosa)Sephacel,
acrilamida, bisacrilamida, dodecil sulfato de sodio, TEMED,
persulfato de amonio, marcadores de peso molecular(MW-SDS-200):
uresa, transferrina, mioglobina, albdmina bovina, albdmina de
huevo, anhidrasa carbdnica.

De Técnica Quimica S.A. : bicarbonato de sodio, fosfato
dibisico de sodio, 4cido fosférico, metanol.

De.Pharmacia Fine Chemicals: Sephacryl 8-300 supertino.

De American Can. Co. :Parafilm oil.
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4.1.3 Material biolégico.

Se utilizaron semillas de ma{z (Zea mays L. wvar. Chalquebo)
provenientes del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias.

4.2 Métodos.

4.2.1 Crecimiento de plantas.

Las semillas de maf{z fueron germinadas en tierra en un
invernadero a una temperatura de 28 a 30 °C, 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 Eliminacidén del oxfgenoc en los medios de ensayo.

Para eliminar el ox{geno en los medios de ensayo, cuando esto
fue necesario, se llevé a cabo el siguiente procedimiento : La
solucién amortiguadora para la preparacién de cada uno de los
medios de preincubacidn de la enzima se sumergié en un bafio marfa
a 30-35°C y se conectd a vacio durante 24 horas para hacer un
desgasado exhaustivo y eliminar el ox{geno lo mis posible.
Finalmente se hizo fluir nitrdgenoc a la solucidén por espacio de
una hora. E1 volumen de agua evaporada se repusd con agua
destilada también libre de ox{geno.

4.2.3 Extraccidn de la enzima fosfoenolpiruvato carboxjlasa

Las hojas de plgntas de maiz de cuatro semanas de edad fueron
despravistas de nervadura central y fragmentadas en trozos
pequefos, tras 1o cual se adicionaron al amortiguador de

extraccién en una proporcién de 4 ml de amortiguadar por cada

gramo de tejido. El1 amortiguador de axtraccién fue el siguiente:
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Trie-PC, 100 mM pH 7.2, EDTA twmM.
glicerol 20 % (v/v), MgCl, S M-
PUPP 10 % (p/v) ——m————m2ens }

B-mercaptoetanol 10 mM ———-— adicionados en el momento del

uso del amortiguador.
Posteriormente el tejido se homogenizé utilizando un politrén
a maxima wvelocidad durante cuarenta segundos. E1 homogenado
obtenido se filtré a través de cuatro capas de gasa y se
centrifugd a 18000 rpm durante 30 minutos en la centrifuga Beckman
modelo J2-21, utilizandg el rotor JA-20, €] precipitado se deschd y
al saobrenadante se le determind actividad de FEPC y concentracidn
de protefnas. Todo este procedimiento se 1llevd a cabo a una
temperatura de 0 a 4 °C manteniendo los extractos y soluciones en
un bafo de hielg.
4.2.4 Ensayo de la actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa
Para determinar la actividad enzimitica se empled un sistema
acoplado a la enzima milico deshidrogenasa (MDH) (E.C.1.1.1.37)
dependiente de NADH, segin el método descrito por Uedan (79). En
este sistema el oxalacetato resultante de la carboxilacidn del
fosfoenolpiruvato es reducido a malato gracias a la actividad de
la enzima milico deshidrogenasa que paralelamente oxida NADH a NAD

seguin el siguiente esquema de reacciones :

PEP + HCOg ~FELC ——  , 0AA + HPOY ™

onA » NADH + H 0, uajat0 + NaD
La cantidad de oxalacetato producido durante el transcurso de
la reaccién puede as{ medirse siquiendo el descenso de la densidad
éptica a 340 nm debido a la conversién de NADH a NaD'. La
pendiente obtenida (cambio de densidad Sptica /minuto) se midié

durante los primeros instantes de la reaccién donde se obtenf{a una
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adecuada linearidad de cambios de absorbancia frente a tiempo
{velocidad inicial).

LLa composicién del medio de ensayo estandar es la siguiente :

concentracidén final

Reactivos. Volumen (ml). en el medio de ensayo
amor L i guador 0.500

NADH (20 mM) Q.010 0.2 mH

DTT (200 mM) 0.010 2.0 "

NaoHCO,; (1 M) 0.010 10.0

PEP (200 mM) 0.005 1.0 "

MDH (300 unidades) 0.010 3 unidades.

Hqo0 El volumen necesario para completar 1 ml.
Volumen final 1 ml.

La actividad enzimitica se calculd con la siguiente expresiéni
A = (ADO) v

en donde 3

ADO. = cambio de densidad Sptica por minuto.
v. = volumen final de la mezcla de reaccién.
V. = volumen de preparacién enzimitica utilizada.
E. = coeficiente de extincidén molar de NADH
a 340 nm (6.22 cmz/umnl.)
d. = distancia del paso de luz en la celda del

espectrofotémetro.
c. = concentracidén de prote{na de la preparacidn
enzimdtica utilizada en mg/ml.

La temperatura del ensaya fue de 25 °C.

LL.os blancos hechos en ausencia de PEP o en ausencia de enzima
PEPC mostraron un descenso de abhsorbancia en funcién del tiempo
que es despreciable frente a las velocidades de reaccién medidas.

Una unidad de actividad enzimdtica se definié como la cantidad
de enzima que carboxila un pmol de PEP por minuto en nuestras

condiciones de ensayo.

4.2.5 Purificacién parcial de fosfoenolpiruvato carhoxilasa
por precipitacién ¢on sulfato de amonio.
El extracto crudo obtenido de la homogeneizacién de hojas y

su posterior centrifugacidn fue inicialmente precipitado agregando

sulfato de amonio sélido, de manera lenta y con agitacidn
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constante hasta alcanzar un 30 % de saturacidén. (El pH se controld
adicionando Trig base en polvo cuando fue necesario) . Después de
agéegarle toda la sal se mantuvo diez minutos con agitacisn lenta,
tras lo cual se centrifugd a 18000 rpm durante 30 minutos en la
centrifuga Beckman modelo J2-21 y utilizando el rator JA-20 a a°c.
El precipitado se desechd y el sobrenadante se sometié a una
sequnda precipitacién, esta vez al &0 7% de saturacién siguiendo un
procedimiento idéntica.

Despuéds de la segunda centrifugacidén el precipitado (30-60 %}
contiene toda la actividad de PEFC.

4.2.6 Determinacidn de 1

concentracién de protefna,

Basados en la modificacidn de Hartree (132) al wmétoda de
Lowry, nosotros modificamos el método de azul de Coomassie de
Bradford (87) para determinacién de protefnas. Supusimos que lbos
extractos crudos de maliz podrian contener glucoprotelinas que
produjecen una respuesta no lineal. Suponiendo que un tratamiento
en medio alcalino en presencia de desoxicolato podr{a mejorar la
respuesta, hicimos lo siguiente :

Como estindar se empled albUmina de suero de bovino (BSA)
tipo I, la cual fue tratada con carbén activado de acuerdo con
Chen (133) y fue disuelta en agua a 2.5 mg/ml.

Se probaron diluciones de albumina conteniendo : 0,5,25,50,75
y 100 ug de albumina, y se llevaron a 100 pl con agua degtilada.

Posteriormente se adicionaron 100 ul de medio Az

KHaPO,— KaHPO, 50 mM, glicerol 10 % y DTT 2 mM.

Las muestras de extracto de mafiz cuya concentracién de
protefna iba a determinarse fueron diluidas a 100 ul con medio A y

completadas a 200 pl con agua destilada. (se hicieron diluciones
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de: 10,20,30,40,50,60,70,80,90 y 100 pi)

Después de esta preparacién 100 pyl de desoxicolate de sodio
9,15 Z y 100 pl1 de NaOH 0.1 N fueron aRadidos a cada tubo, los
cuales se agitaron vigaorosamente e inmediatamente después se
incubaron a ZO °C durante 15 minutos, tras 1o cual se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se aMadieron 5 ml de solucion
de azul de Coomassie preparada de acuerdo con Bradford (87).

Las lecturas de absorbancia a 593 nm se hicieron durante la
siguiente hora.

La concentracidén de proteina de las muestras praoblema se
interpolé de la curva patrdn de albumina .

En estas condiciones la cantidad de prote{na de extractos de
malz affadidos al ensayo mostraron una respuesta lineal entre 10 vy

90 ug de prote{na total con respecta al desarvrollo de color.

4.2.7 Purificacidén de fosfoenolpiruvato carboxilasa
por cromatografia en columna.

260 wunidades totales de fosfoenolpiruvato carboxilasa
precipitadas con sulfato de amonio (30-60 % ) se resuspendieran en
dos ml. del amortiguador Tris-pg, 50 mM pH 7.2, EDTA 1 mM, MgCl, 5
mM y glicerol 15 %. La enzima resuspendida se sometid a un proceso
de purificacién de cromatograf{a en columna basado principalmente
en el método descrito por Uedan y Sugiyama (79).

Asi nuestra preparacién enzimatica resuspendida se aplicd a
una columna de filtracidn en gel de Sephacryl §-300 superfino de
1.6 X &40 em. y se eluyd con el mismo amort{guador de resuspensién.

Se colectaron fracciones de 2 ml y se determind actividad vy
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Concentracidn de protefnas a cada fraccidén.

Las fracciones correspondientes al pico de actividad de PEPC
se aplicaron a una columna de intercambio idnico .de DEAE
(celulosa) Sephacel de 5.4 X 11 cm. La columna se equilibrd con el
mismo amortiguador utilizado para la resuspensidn, y se lavd con
cinco volYmenes de dicho amortiguador hasta gue ya no se registrd
absorbancia a 280 nm en el eluato. Posteriormente la enzima se
eluyd con un gradiente lineal de KCl de 0 a 200 mM aplicado en el
mismo amortiguador. Se colectaron las fracciones y se les
determind actividad de PEPC y concentracidén de protefnas.

Todo el procedimiento de purificacién se llevés a cabo en un

cuarto fr{o a una temperatura de Q0 a 4 °c.

4.2.7.1 Electroforgsis de proteinas en geles
de poliacrilamida en presencia de SDS.
La preparacién enzimitica obtenida del proceso de

purificacidén se sometid a electroforesis en condiciones
desnaturalizantes con el fin de determinar el grado de pureza de
la misma, para lo cuwil se llevé a cabo el procedimiento descrito
por Laemli (134), y que se describe a continuacién.

Una muestra de la enzima se mezcldé con un amortiguador para
muestra en una proporcién de 1-1,

El amortiguador para muestra fue el siguiente : Tris-HCl
0.0625 M pH 6.8, SDS 2 %, , EDTA { mM , P-mercaptoetanol 5 2%
(v/v), ‘azul de bromofenol 0.01 % (p/v). Una vez hecha la mezcla se
calenté durante tres minutos a 10Q0 °C.

Las caracter{sticas de los geles fueron las siquientes :

Un gel separador de 10 % T de 7 cm de longitud , preparado
con el amortiguador Tris-HC1 0.375 M pH 8.8, SDS 0.1 % , EDTA 1 mM

Un gel concentrador de 4 % T colocado sobre el gel separador
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y preparado con el amartiguador Tris-HC1 0.125 M, SDS 0.1 %Z , EDTA
1 mM, pH 6.8.

El amortiguador utilizado para los electrodos fue @l
siguiente : Tris 0.025 M, glicina 0.192 M, SDS 0.1 %Z , pH B.3.

La electroforesis se carrid durante tres horas, tras la cual
los geles se tieron con azul de Coomassie durante dos haras vy,
posteriormente destefidos sumergiendolos en una solucién de
etanol— @c. acético-agua en una proporcién de 5-1-G
respectivamen te.

Para determinar el peso molecular se emplearon los siguientes

marcadores @

B-galactosidasa de E. coli. 116 000 daltones.
Fosforilasa B de misculo de conejo. 94 000 "
Albumina de suero de bovino. &7 000 "
AlbuUmina de huevo. 43 000 "
Anhidrasa carbdénica. 3o 000 ¢

4,2.8 Experimentos de preincubacién

de fosfoenolpiruvato carboxilasa.

4.2.8.1 Preincubacién de la enzima parcialmente pura

apH9yapH7.

Fosfoenolpiruvato carboxilasa parcialmente purificada por
precipitacién con sulfato de amonio (como se describié en 4.2.5)
se resuspendié y se preincubé apH 9y a pH 7 a 25 °C en el
amortiguador de TEA-HCL 100 mM conteniendo adem&s EDTA 1 mM . En
ambos valores de pH se hicieron preincubaciones en ausencia o
presencia de : PEP 5 mM, MgCl, 10 mM, CaCl, 10 mM y glicerol 20 %
{v/v).

Con el fin de evitar excesiva dilucién de la enzima, las
preincubaciones se realizaron en el mismo medio en el que se iba a

determinar la actividad enzimitica una vez finalizados los
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periodos de preincubacién. Por ello en el medio de preincubacidn
estaban presentes los reactivos necesarios para la determinacién
de la actividad de PEPC, descritos anteriormente en 4.2.4, con
excepcién de los sustratos PEP y/o ng‘ que se aRadieron una vez
finalizados los correspondientes periodos de preincubacién para
iniciar la reaccién enzimitica y determinar as{ la actividad
residual de la enzima tras el tratamientoc. La Tabla 1 muestra la

composicidén del medio de preincubacidn,

TABLA 1. COMPOSICION DEL MEDIO DE PREINCUBACION A pH 9 Y 7.

Concentracidédn final en

Reactivos Volumen (ml} el medio de preincubacidén.
Amortiguador * 0.500

NADH (20 mM) 0.010 0.2 mM

NaHCOa 1 M 0.010 10 mM

MDH (300 unidades} 0.010 3 unidades.

Enzima (PEFC) 0.010

Agua destilada 0.430

Valumen final 0.970

+ Como amortiguador a ambos valores de pH se uso TEA-HC1 100 mM
EDTA 1 mM, en donde se disalvieron las sales y el glicerol
usados en los diferentes tratamientos.

El volumen del medio de preincubacidén fue 0.970 ml,
completindose a 1 ml tras la adicidn de los sustratos para iniciar
la reaccién.

Los resultados se muestran como porcentajes de 1la actividad
de la enzima al tiempo cero de preincubacién a los diferentes
valores de pH (tomando a éste como el momento en que se mezcla la
preparacién enzimitica con el medio de preincubacidén} Yy
representan la concentracién de enzima activa en la mezcla de

preincubacién.

37



4.2.8.2 Preipcubacidn de la enzima pura a pH 8.5

Fosfoenolpiruvato carboxilasa purificada (como se describid
en 4.2.7) se preincubé a 25 °C y a pH 8.5 en presencia y ausencia
de polietilenglicol 4000 15 7% (v/v) y ditiotreitol (DTT) § mM. La
composicién del medio de preincubacién fue la misma que la usada
con la enzima parcialmente pura (descrita anteriormente en la
tabla 1).

En este cazo el medio de preincubacién y los frascos en que
fue preparado y gquardado fueron hermeticamente sellados Yy
desgasados (como se describid en 4.2.2 para eliminar en lo posible
el oxf{geno) con el fin de evitar la oxidacién de grupos ionizados.

Las incubaciones y las medidas de actividad se realizaron
bajo atmésfera de nitrégeno. Para ello las celdas del
espectrofotémetro donde se realizaron las incubaciones y las
medidas de actividad fueron hermeticamente selladas con tapones
especialmente diseffados para posteriormente eliminar el ox{geno
por gaseo exhaustive con nitrdgeno.

Las manipulaciones necesarias de PEPC y de las soluciones de
reactivos se hicieron cuidadasamente wutilizando jeringas y

microjeringas para evitar el contacto con la atmésfera.

4.2.8.3 Preincubacién a pH neutro de la enzima pura
gpreviamante inactivada por pH alcalino (pH B.5)

Tras inactivar la enzima a pH 8.5 , se preincubsé por
diferentes periodos de tiempo a pH 7 con el fin de estudiar el
proceso de reactivacién. Para ello se 1levé a cabo el siguiente
procedimiento : el medio de preincubacidén a pH 8.5 conteniendo 1la
enzima inactiva se diluyd { a 2 con un amortiguador de TEA-HCL 100
mM pH 5;5 previamente desgasado, resultando un pH final de 7,tras

lo cual la recuperacidn de la actividad fue segquida con el tiempo.
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4.3 Anilisis matemitico de Jos resultados experimentales.
4.3.1 Determinacidn de la velocidad inicial de
inactivacidén a pH 8.5

Algunas veces se plantean problemas en ciencias cuya solucidén
practica solamente puede hacerse aproximando una funcién f(x) que
sea dificil de evaluar, a un tipo de funcidn g{ %) mis simple y
manejable (135).

En algunos casos f(x) es conocido analfticamente, pero
diff{cil de calcular, en otros casos podemos saher a gque c¢lase
general de funcidnes pertenece f(x) sin conocer los valores de
determinados parametros funcionales. Por el contrario, en general,
solo es conocida la infarmacidén funcional por medio de los puntos
base y muy poco se sabe sobre fi(x). Este dltimo es el caso de
nuestros experimentos a pH 8.5, en donde la velocidad inicial de
inactivacién es el uUnico pardmetro real que podemos determinar a
partir de los resultados crudos, ya que las curvas obtenidas
axperimentalmente no nos parmiten calcular otro parimetro valioso.

La velocidad inicial de inactivacidn es un parémaetro
importante ya que su valor absoluto es un reflejo del efecto que
sobre el proceso de inactivacién de PEPC tienen los diferentes
factares probados a pH 8.5

Nosotros determimamos la velocidad inicial de inactivacién
aproximando las curvas obtenidas en cada uno de los experimentos a
pH 8.3, a un polinomio de interpolacién, particularmente a un
polinomio de interpolacién de Lagrange. Posteriormente calculamos
la derivada de las curvas (polinomio), en el tiempo t=0 .

Los fundamentos teéricos del polinomjo de interpolacién son
los sig;ientes H

Existe uno y solamente un polinomio de grado n & inferior
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que toma los valores FUXgl s F(Xgtresenceasa.F{Xn), para los n+l
diferentes puntos base Xgr Xgy seevavsvacaXn § llamado polinomio
de interpolacidén. El polinomioc de interpolacidén tiene aquellos
coeficientes A. que componen la solucidén del sistema de n+1

ecuaciones lineales:

Ag + AiXg + AgXg #reeenerena-fnXp = FlXg)

i

Ag + AgXy + AgXs *eeeeereeeasAXD = T0X)

Ag + AgXn + AgXTt eeiiiii XY = £0XR)

El determinante de la matriz de los coeficientes del sistema
anterior es el siguiente:

I Xo Kg eeeessnsees Xp

1ox, x: P

T Xy X3 eereeienaes X3

I Xn Xh ieieveren.. XA

Se conoce comg determinante de Vandermonde y es distinto de
cero si Xi # Xj . Par tanto, existe una Unica solucién para las
valores Ai , 0 sea , existe un dnice polinimic Pn (X) que
reproduce exactamente a f(X) para los puntos base.

La forma de Lagrange para el polinomio de interpolacidn estd

dada por :
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n g :
Pn(X) =§: LieX) fxi)

i1=0
En donde

no (X < XD
LitX) = 1

j=o (Xv- Xj)
i

VL= 0, i dilan

Cada valor funcional f(Xi) incluida en el polinomio - esti
multiplicado por Li(X), un polinomio de grade n en X , ya .que
existen n factores (X - X;).

La aproximacién de las curvas a el polinomio de Lagrange y el
calculo de las derivadas se 1llevé a cabo en una computadora
utilizando un programa elaborado en nuestro laboratorio para este
propdsito en lenguaje Pascal version 3.0

El programa principal utilizado es el siguiente =
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Function Derivada(Inicio,
Grado,
Apunt: Integer):Reals

Esta funcidén permite el calculo de 1la derivada

(Apunt) del arreglo dados (Grado+!) puntos consecutivos,

dichos puntos a un polinomio de Lagtange de grado=Gradae

con el punto (lnicio) del arreglo.
Var
Humer,
Denom, '
Faztor,
Deriv iRealj
11,
Jt,
Fin,
¥t ¢+ Integer
Eegin
Fin : = lnicio + Grado
Deriv : = 03
For I1: = Inicio to fin do
Begin
Numer: = 03
Denom: = {;
For J1: = Inicio to fin do
Begin
if (J1<>I1) Then
Begin
if (Apunt=J1) OR (Apunt=11) Then
Begin
Factor : = 13
For Ki: = Inicio to Fin do
Begin

If (K1<{>J1) AND (Ki<5I1) Then

del punto
ajustando
empezando

Factor: = Factor #* (Punto, LApunt"X"]- PuntofKi, ,"X"1)3

end;

Numer: =
end;

Denam: =
end; (If J1)
endy (For J1)

Deriv: = Deriv+ Puntolll,"Y"1* Numer/Denom;
end; (Far I1)
Derivada : =

end; (Derivada)

Numer + Factor;

Deriv;
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4.3.2 Modelos matemiticos para una cinética de descomposicién
de primero y de sequndo erden irreversibles,

Fara una reaccidn de orden n la forma de la expresién de

velocidad es :

En donde :

concentracisn del reactivo.
constante de velocidad.
Orden de reaccidén.

(La cual puede ser facilmente int egrada despuds de multiplicar
por dt y dividiendo entre c" para dar las variables separadas).

Los limites de integracién son tomados como : c=ce a t=0, y
c=¢ a t= t respectivamente:

d
S = kdt
~
(=
c t
- d°=nj dt
~
Co c 4]

Para n =1 (primer orden) el resultado es

Co -
Ln — = kt

ln € = — kt + Ln co
e-kt

C T Ceo
Para verificar si los datos experimentales corresponden a una
reaccién de primer orden, la forma logaritmica es preferible, vya
que una grafica de Ln c contra t , debe dar una l{nea recta con
una pendiente negativa (~k).
As{ una grifica para una cinética de primer orden es como la
siguiente (13846).

Ln c

pendiente =.-k
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l.a pendiente de esta recta representa el valor de la
caonstante de velocidad k (con signo negativol.
Para una reaccién de segundo orden, la integracidn hesultaken

lo siguiente :

pendiehte‘; k
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4.3.3 Modelo matemitico para una cinética de descomposicidn de
sequndo orden reversible.

La deduccién de la expresién matem&tica que describe el cambio
de concentracidén en funcién del tiempo para una reaccién de
descompasicién reversible de grden 2; es decir:

R+1

k-1
Sean:
a = Cancentracion de la especie A; &= Concentraci¢n de la especie
Bj Ac= Concentracidén de la especie A al tiempo cero. Entonces:

Ec.1: velocidad = — gff- -~ ktta = k-t &

La ecuacidn de balance de materia sera:
Ec.2: Ao = a + 2b.
Y la constante de equilibrio de la reaccidén sera:
& C Ao — ax )

R+1
Ec.3: Keq = ps - e - e

En donde ax y bdx son las concentraciones de las dos especies a
tiempo infinito, es decir, al equilibrio.
Substituyendo las ecuacidnes 2 y 3 en 1 tenemos:

da 1 2 4 2
=t -#kua-zk-x(Ao —-tz)—h:u[a—'(—'—q (Ao—a)]

La cual al substituir el valor de Keq de la Ec.3 queda:
2

1 da Ao — a
Ec.4: “ I @ - e- [Ao—atx] ax

Sumando los términos de la derecha desarrollando e! numerador vy
simplificando se cobtiene la expresidén siquiente:

F
Ao @ + a ax — Ao ax — a ax
1 da

dt

=
+
-

(Ao —~ au)z

La cual después de factorizar el numerador de la derecha y separar
las variables se convierte en :

(Ao — aaDz da
Ec.3: : 3 ~ ~ ket dt
( a — ax)(Ae" ~ a ax)

Esta ecuacién puede integrarse por descomposicién en fracciones
parciales, la cual se facilita grandemgnte si se utiliza el
factor:. CAo + acd/CAe — ax?. Multiplicando por esta constante
ambas miembirros y descomponiendo en fracciones parciales se
obtiene:
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da ax da
Ec.6: + 3 - — kete
(a - ax) (Ac"~ a ax)

Integrando ambos miembros desde Ac a tiempo cero hasta e a tiempo
¢, usando las propiedades de los logaritmos y simplificando la
expresién se obtiene 1o siguiente:

Ao(a — ax)
Ec.7: IN | e | = = ke (5222
Ao — 2 ax

Si definimos ahora el parédmetro At m ( Ao —a )/ (Ao + a ) para
a = a a tiempo t y sus correspondientes valaores Ax a tiempo
infinito y Ao a tiempo cero ( que es igual a cero ), la expresion
anterior (Ec.?) puede escribirse como:

L Ao = AL _ _Res -
N N + At = o

Cuando se desea hacer ajuste de datos mediante regresidén no lineal
puede transformarse esta ecuaciédn en su forma enponencial:

ax + Ao'exp(——%-l)
a = Ao

Ret
A t)

0 en terminos de la variable A ya definida:

Ao + ax * exp (-

1 - exp (- :;‘ <t )
A = Ao T
1 + exp (— Yoo t )

Esta ecuacidn tiene las propiedades esperadas ya que a tiempo cero
a es igual a Ao y a tiempo infinito, dado que exp(- ¢} tiende a
cero conforme t crece, a es igual a awx.
Los valores de Keq y k-t pueden calcularse ficilmente a partir de
esta ecuacisn ya que:
16 Ao AX”
Keq =

5 y k-t = ket/Keg
1 - A
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V. RESULTADOS.

5.1

Purificacién de PEPC por cromatograff{a en columna.

En la figura & se muestra el perfil de elucién de protefnas vy
de actividad de PEFC tras cromatograffia de filtracién en gel
(en Sephacryl §-300 superfino). FPuesto que la enzima es un
tetramero de peso molecular 400 000, eluye en las primeras
fracciones de la columna. El pico de actividad corresponde a las
fracciones 9 a la 15 y se recuperaron 241 unidades totales de
actividad. Las unidades totales de FEPC en el extracto crudo
fueron 370 , y por lo tanto el rendimiento de este paso de
purificacién fue 65 % .

Estas fracciones se sometieron a cromatograffa de intercambio
idnico ten DEAE Sephacel) bajo las condiciones descritas en
métodos. El perfil de elucién obtenido se muestra en la figura 7.
Como puede observarse el pico de actividad de FEPC eluys entre 75
y 100 mM del gradiente de KC| Se reunieron las fracciones con 1la
mis alta actividad especf{fica (de la 20 a la 33}, en las que se
recuperaron 207 unidades totales de actividad. S8Se calculé el
rendimiento de este paso de purificacién que fue de 56 %Z . Los

resultados de la purificacidén se resumen a continuacidén :
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PURIFICACION DE FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DE HOJA DE MAZ.

Act. total. [Proteinal Act. Rendimiento.
Paso. (unidades) . (mg). especi{ fica. (u-mg). (Z}.
Extracto
crudo. 370 142.3 2.6 100

Precipitacién
con sulfato '

de amonio. 260 92.49 2.8 70.2
Sephacryl. 241 16.74 14.39 &5
DEAE B
Sephacel. 207 11,384 18.18 96

La pureza de esta preparacién enzimitica se determiné por
electroforesis bajo condiciones disociantes. En la figura 8 se
muestra una fotografia de un gel de las electroforesis.

La banda de PEFC se identificé por el peso molecular del

monémero reportado de 100 G000 daltones (74,77,78,80).
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PISURA 8, Andlisis electraforético de Fosfoenclpiruvato
carboxilasa de hoja de maf{z purificada por cromatogrufia
a través de Sephaeryl (S-200) superfin: y UEAE-Sephacel,
Carril 1: marcadores 4e veso molecular, Carriles 2 al 10
: Fosfoenolpiruvato carboxilasa . Las concentraciones

de enzima aplicadas fueroun las siguientes! carriles 2 a1l §
+ 10 pg , carriles 5 al 3 : 20 pg. , carril 10 : 15 pg,
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5.2 Estabilidad de fosfoenolpiruvato carboxilasa
parcialmente pura, a pH Z y a pH 2. Efecto de
ligandos y de glicerol.

Cuando FPEFC se preincuba a pH 9 y a 25 °C bajo las condiciones
descritas en métodos, sufre una ripida pérdida de actividad. As(,
tras los primeros diez minutos de preincubacidn se pierde el 80 %
de la actividad inicial, paor el contrario cuando se preincuba a pH
7 solamente hay una pérdida del 3 % de la actividad inicial en el
mismo periado de tiempo. Después de este tiempo la actividad se
conserva practicamente invariable a ambos valares de pH. Estos
resultados se muestran en 1la tigura 9. Por tanto se puede
considerar que la enzima es razonablemente estable a pH 7 y que la
dilucién de ésta, que conlleva la preincubacidn, no es responsable
de la pérdida de actividad observada a pH 9, sino que éste es un
efecto del pH alcalino. Este efecto se ejecrce mediante ionizacidn
de grupos espec{ficos necesarios para la estabilidad de la enzima.

Con el tin de conocer un poca mas acerca del proceso de
inactivacién, se investigd la posible prateccidn ofrecida por los
sustratos @ PEP v ng' 3 un inhibidor cqz' y el conocida agente
estabilizador de enzimas :iglicerol. En las figuras 10 y 11 se
muestra el efecto de dichos agentes sobre la estabilidad de PEPC a
ambas valores de pH.

Cuanda la enzima se preincuba a pH 7 (Fig.10), la presencia de
Mgy Ca' no tienen efecto sustancial saobre su estabilidad, ya
que después de 150 minutos de preincubacién se pierde el B %4 de la
actividad inicial, practicamente tgual que cuando se preincuba en
ausencia de dichos agentes. Sin embargo, la inclusidn de glicerol
en el medio de przincubacién a pH 7  incrementa ligeramente la
estabilidad de la enzima, observandose gue después de un pertado

de 150 minutos la inactivacidn medida es solo del 3 % (Fig. 10).
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Eétné Pesulfédos eran de esperarse dada la ligera pérdida de
Sﬁtividad que la enzima sufre a este valor de pH. Sin embargo son
de gran interés puesto que nos sirven de control para los
e#perimentos realizados a pH %.

El hecho de que gliceral disminuya aun m4s esta . pérdida,
sugiere que la dilucidn gque la enzima sufre en el medio de
preincubacién, aunque en grado minimo, también induce pérdida de
actividad.

For otro lado cuando la enzima se preincuba a pH 9 (Fig.11),
la presencia de calcio no tiene efecto protector alguno frente al
proceso de inactivacidn, por el contrario el efecto inactivante es
ligeramente mayor gque cuando la enzima se preincuba en ausencia de
dicho catidn, ya que en los primeros diez minutos de preincubacidn
se pierde el 90 7% de la actividad inicial.

La inclusién de PEP S mM y MgCl, 10 mM en el medio de
preincubacién ejerce un efecto protector parcial frente a la
inactivacién a pH 9 (Fig.11}). En presencia de MgCl , se pierde el
S7 % de la actividad inicial en los primeros diez minutos de
preincubacidén, mientras que en presencia del sustrato PpPEp se
pierde solamente el 37 “Z de 1la actividad en el mismo tiempa.
Ademids tanto con MgCl, como con PEP se observa una pérdida gradual
de la actividad después de la ripida inactivacién observada en los
primeros diez minutos, llegindose a alcanzar un 92 % de
inactivacidn después de 150 minutos de preincubacidén en presencia
del primero y un 70 % de inactivacién en presencia del segundo

después del mismo tiempo.
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El glicerol si muestra un importante efecto de proteccién
contra la inactivacidn de la enzima a pH 9, ya que como puede
observarse en la figura 11, en los primeros diez minutos de
preincubacidén se pierde solamente el 20 % de la actividad inicial
y despueas de este tiémpo la actividad permanece practicamente
constante, conservéndose el 78 % de la actividad inicial después
de un periodo de preincubaciédn de 150 minutos.

En resumen, se observa claramente que cuando la enzima PEPC de
hoja verde de maiz se preincuba a pH alcalino (pH 9), sufre una
répida y considerable pérdida de actividad, y que la inclusién de
glicerol proporciona una proteccidn casi total ante este fendmeno
de inactivacién por pH, en tanto que el sustrato PEP proporciona
una proteccién parcial. Cth Mgbhn tienen efecto protector, vy
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 proteinas, protegiendo frente a frio
y dilucidén, que generalmente conllevan pérdida de esta estructura
¥ por consiguiente de la actividad biolégica de las prote{nas.Por
ello dada la neotable proteccidén que glicerol ofrece frente a la
inactivacién por pH alcalino, es de suponer que estd {mplicado un
proceso de disociacién de la enzima tetramérica activa en sus

subunidades (d{meros o monémeros) inactivas.

Sé&



% ACTIVIDAD INIOIAL.

(Y=1-] 8
2 \te]
] 9“—'0\0 o Jicerol . o
e :;,_—‘4—_.;;
50§
- 0\\ PEP
- —_—__"
:7\) \ control

N
-
-
=
=
=

@] 60 120
TIEMPFO (minutos)

FIAURA 11. ERECTO JT DIVFERIOS AGENTLS SUOBRE LA INASTIVAZION DE
POSFOENQLTIRLVATO TARTOVILASA TYTRAIDA Y PARCTALVEWTE PURITICA
DA DB 10JA DE MAIZ. Las preincubacionss se hicieron a of 3 y u
25 °% en el amortiguzdor tristanclamira-401 102 o, 7DTA 1 =M.
Sontrol { ein adicidn) (e-e); Callp 10 1 (0-C): Ye?lp 10 =X
(G-, PEP 5 an (-1 ; rlicerol 20 % (O-@Q . Las concentracio-
nes de enzima prelincubalua Tueron 5 ug/nl.



TAELA 2;‘MVEFECTD DE DIVERSOS AGENTES SOBRE LA ACTIVIDAD DE
S FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DE HOJA DE MAIZ DURANTE SU
PREINCUBACION A pH 2 vy 7.

Preincubacidén en TEA-HC! 100 mM, EDTA 1 mM.
% Inactivacidén

pH @9 pH 7
Adiciones 10 min., 150 min. 10 min. 150 min.
ninguna 80 BS 3 7
CaCl 4 (10 mM) 0 95 6 8
MgCl o €10 mM) 57 92 4 8
PEP (5 oM 35 70
gl icarol (20 %) 20 22 0 3

Estos resultados muestran claramente que el valor alcalino de
pH es el factor directamente responsable de la inactivacisn de
PEPC.

A fin de caracterizar la pérdida de actividad dependiente del
pH observada, y con la intencién de determinar el mecanismo
molecular mediante el cual ocurre la inactivacién, decidimos
realizar estudios de inactivacién usando enzima purificada, lo que
nos permitir{a por un lado eliminar la participacién de otras
protei{nas contaminantes, como proteasas cuya actividad pudiera
incrementarse a valores alcalinos de pH y de esta manera dar lugar
a artefactos, y por otra lado intentar reactivar la enzima
regresindola a un medio de pH neutro después de inactivada por pH
alcalina. En extractos parcialmente purificados las subunidades
disociadas con regiones altamente hidrofdbicas expuestas pueden
unirse a otras prote{nas hidrofébicas de la preparacién y de este
mode hacer muy dificil, si no imposible su correcta reasociacidn y
recuperacién de la actividad,

Se elimind el oxigeno en los medios de preincubacién (como se
desctibid en 4.2.2) para evitar fenémenos de oxidacidén de grupos

ionizados.



S.3 Efecto de la concentracién de la enzima pura sobre el

proceso de inactivacién a pH alcalina.

Cuando fosfoenolpiruvato carboxilasa pura se preincuba a
concentracién baja de proteina a pH 8.5 y a 25°C en el
amortiguador Trietanolamina-HCl S0 mM, conteniendo ademis EDTA 0.1
mM se observa una rapida pérdida de actividad, mientras gque cuando
se@ utiliza una concentracién diez veces mayor de enzima hay una
disminucién en la velocidad de inactivacidén, (Fig. 12 y Tabla
3)Y.Como puede apreciarse, cuando la concentracién de enzima
preincubada es 1.20 wg/ml la velocidad inicial de la reaccion de

1

inactivacién es -2.70 Aa.min™, mientras que cuando la

concentracién es 12.0 pg/ml la velocidad inicial de inactivacién

se reduce a la mitad (-1.36 Aa.min™*

).

La velocidad incial de 1la reaccidn de inactivacidn se
determind calculando la derivada de la actividad con respecto al
tiempo (da/dt) cuando t=0 a partir de 1los datos obtenidos
experimentalmente, mediante un método numérico convencional (como
se describid 4.3.1).

La velocidad de inactivacién la consideramos como cambioc o
pérdida de actividad por unidad de tiempo (aa.min™").

En la figura 12 puede observarse que el proceso de
inactivacién ocurre aparentemente en dos fases, siendo la primera
muy ridpida cuya velocidad es afectada por la concentracién de
enzima y durante la cual se alcanza el mayor porcentaje de
inactivacién, y una segunda fase de lenta inactivacién en donde la
velocidad aparentemente no es afectada por la concentracién de
enzima, ya que en la grafica las penqientes son aparentemente

igualés.
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5.4 Efecto del polietilenqlicol scbre el proceso de

En estos experimentos usamos polietilenglicol porque este

compuesto es conocido por su efecto protector sobre la estructura
cuaternaria de las protefnas (136). Su efectividad, evitando
disociacién de las proteinas en sus subunidades, es aun superior a
la del glicerol en algunaos casos.

Cuando FEFC se preincuba a pH 8.5 y a 25°C en el
amortiguadar de Trietanolamina-HCl S0 mM, EDTA [CNY mit H
conteniendo ademis polietilenglicol (FPEG de peso molecular
promedio 6000) al 15 % (v/v), se observa claramente que la
velocidad inicial durante la primera fase de inactivacién y el
porcentaje de inactivacién alcanzado después de un periodo de
preincubacién de 60 minutos disminuyen considerablemente. (Fig. 13
y Tahla 3). Como puede chservarse cuando 1.20 pg/ml de enzima se
preincuban en presencia de PEG la velocidad inicial (-0.65
Aa.min™') es cuatro veces menor que cuando se preincuba  en

ausencia de dicho compuesto (-2.70 Aa.min™*

). De la misma manera
cuando la concentracién de enzima preincubada es die: veces mayor
(12.0 pg/ml) la velocidad inicial de inactivacidn en presencia de
PEG (-0.099 Aa.min’” es ahora siete veces mis pequefia que cuando
se preincuba en ausencia de PEG (-1.36 Aa.min™'). Es claro que el
polietilenglicol ejerce proteccién frente a la inactivacidn por pH
alcalino, disminuyendo la velocidad con la que se lleva a cabo el
proceso y el porcentaje de inactivacién alacanzado después de un
periodo de preincubacién de 60 minutos. Los resultados se resumen

en la tabla 3. .
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FIZURA 1%. INACTIVACION DE FOSTOENCLPIRUVATO CARBOIILASA
PREINCUBADA A4 Y 3.5 EN PUNCICYH DE LA CONCENTRASION DE ENe-~-
ZINA Y EN AUSERTIA Y PRASENCIA BE POLISTILENGLICOL GO0D AL
15 #(v/v).La concentracidn de erzima er el medio de nrein--
cubacidn fud de: 1.20 pg/ml (O-0), 1.20 pg/nl + P25 @-@
12.0 pg/mt (A-A), 12.3 pe/ml + PES (A-tg.'[,au preincubi-
ciones se hicleron en ua amortiguador de Trietanclawminz-TIC1
50 mhi, TITA 0.1 mi.
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TABLA 3. EFECTO DEL POLIETILENGLICOL (PEG 6000) SOBRE LA
INACTIVACION DE PEPC DE HOJA DE MAIZ.

cancentracidén 7% de inactivacién
de enzima

P * después de &0 minutos
preincubada. adiciones (Vo) de preincubacidén.
1.20 pg/ml 0 emmme— e -2.70 98

. FEG (15 %) -0.465 0
12.0 pg/ml emmeemeeee -1.36 97
PEG (15 %) -0.099 460

* Velocidad inicial de la reaccién de inactivacisn (Aa.min” ‘). :
Las preincubaciones se hicieron en el amortiguador TEA~HC1 S50 mM
pH B.S, EDTA 0.1 mM a 25°C (vease mé&todos).

3.5 Efecto del ditiotreitol (DTT) sobre el proceso de
inactivacidn.

Cuando fosfoenolpiruvato carboxilasa se preincuba a pH 8.5 y a
25°C en el amortiguador TEA-HC1 50 mM, EDTA 0.1 mM conteniendo
ademids DTT S mM (con la fipalidad de mantener reducidos los
posibles grupos sulfhidrilo que sufren ionizacién a este valar de
pH) se observa claramente que la pérdida de actividad es mds 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 inactivacién en donde se aprecia que DTT
produce una disminucién de tres veces en la tasa de pérdida de
actividad. Ademis, la presencia de DTT reduce el porcentaje de
inactivacién alcanzado al final del periodo de preincubacidn

(Tabla 4).

5.6 Efecta combinado de DIT y Polietilenglicol sobre el
proceso de inactivacidn.

ta inclusién conjunta de PEG 15 % y DTT S mM en el medio de
preincubacion de la enzima a pH 8.5 y a 25° € en el mismo

amortiguador utilizado en los e:xperimentos anteriores, también
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disminuye notablemente el valor de la velacidad inicial de
inactivacién de FEFC, y ademas hay una disminucién bastante clara
en el porcentaje de inactivacidn alcanzado después del periodo de
preincubacién  (Fig.15 y Tabla 4). Como puede observarse en
presencia de PEG+DTT 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 con solamente QT7. La
actividad residual después del periodo de preincubacidn es
superior en presencia de PEG+DTT que en su ausencia, indicando
ésto que la proteccién frente a la inactivacién es mas eficaz en
presencia de ambos agentes que en presencia de cada uno
aisladamente, lo cual sefala que, como es de esperar actuan a

diferentes niveles.

TABLA 4. EFECTO DEL POLIETILENGLICOL Y DEL DTT SOBRE EL PROCESO
DE INACTIVACION DE PEPC DE HOJA DE MAIZ.

ADICTONES
LEG 1S
—————— FPEG 15% DTT 5 mM DTT S5 aM
Vo * -1.36 -0.099 -0.40 -0.37
% de inactivacién
después del periodo
de preincubacién, 97 &0 65 48

* Velocidad inicial de la reaccién de inactivacién (Aa.min™').

Las preincubaciones se hicieron en el amortiguador TEA-HC1 S0 M,
a pH 8.5, conteniendo ademis EDTA 0.1 mM.

LLa concentracién de enzima preincubada fue siempre 12.0 upyg/ml.
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5.7 Reversibilidad de la pérdida de actividad por preincubacidn
a pH neutro de PEPC previamente jinactivada a pH 8.5

Cuando el medio de preincubacién a pH 8.5 conteniendo a la

enzima ipactiva se diluyd 1:2 en el amortiquador TEA-HC1 100 mM a
pH 5.5, resultando un pH de 7 en la mezcla final, tuvo lugar una
lenta reactivacién de la enzima (Fig.14). Como puede observarse
cuando la concentracién de la enzima en la preincubacién inicial a
pH 8.5 es de 1.20 upg/ml y en ausencia de PEG, no ocurre
reactivacidén al pasar a pH 7 ; 1o mismo ocurre cuando la
concentracién de enzima inicialmente preincubada es diez veces
mayor (12.0 ug/ml) también en ausencia de PEG. En contraste,
cuando en la preincubacién inicial a pH 8.5 se utiliza la
concentraci<n de enzima m&s alta (12.0 ~g/ml) y ademds se incluye
PEG 1S %, ocurre una lenta reactivacién de FEFC al pasar a pH 7,
recuperindose el 100 % de la actividad inicialmente ensayada
(Tabla 5), Tampoco se observd reactivacién cuando la enzima se
inactivé por preincubacién a pH 8.5 en presencia de PEG 15 % y DTT
S mM,

TABLA 5. REACTIVACION DE PEPC DE HOJA DE MAIZ, FOR FREINCUBACION
A pH NEUTRO DE LA ENZIMA INACTIVADA A pH ALCALINO.
7 de reactivacidn despuéds
Preincubaciones a pH 8.5 de pasar a pH 7.

Adiciones. % Inactivacién.

————— o
PEG 15 % 60 100
DTT S mM &5 0
FEG 15 %4 + DTT 5 mM 48 0

Después de la preincubacidén a pH 8.5, el medio conteniendo 1la
enzima parcialmente inactiva se diluys en un medio a pH 5.5 en una
proporcién de 1:2, resultando una mezcla final con un pH de 7.

La concentracién de enzima preincubada inicialmente a pH 8.5 fué
12.0 pg/ml.
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FIGURA 16, REACTIVACION DE POSFOENOLPIRUVATO CARMCYILASA.
El medio de preincubacién contaniendo la enzima inactiva se
"diluyb 1:2 en un amortiguador de Trietanolamina-HCl 100 m¥
a pd 5.5 , resultando un vH final de 7, Las concentraciones
de enzima inicialmante preincubadas fueron : 1,20 pg/ml
(A-A), 12.0 pg/ml {0-O), 12.0 pg/ml + PG 15 % {@-@).
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S.8 Determinacidn del orden de reaccidn
del proceso de inactivacidn.

El proceso de inactivacién de la enzima pura cuando - se
preincuba a pH 8.5 en las diferentes condiciones esperimentales
probadas (concentracidén de enzima, FPEG 6000, DTT y PEG+DTT)
(Figs.12,13,14,15) siempre ocurre aparentemente en dos fases: una
primera fase de inactivacién muy rapida y una segunda muy lenta.
El anilisis realizado de los resultadaos de estos experimentos,
aunque nos permite suponer los posibles cambios moleculares que
sufre PEPC durante su preincubacién a pH alcalino, no nos
proparciona los suficientes elementos de juicio que nos permitan
proponer un mecanismo para el proceso de inactivacién debido a que
hace falta definir con mayor claridad los pariametros cinéticos
involucrados. En virtud de &sto y con el fin de determinar el
mecanismo molecular mediante el cual ocurre la inactivacidn,
creimos necesario encontrar un modelo matamitico que se ajustara a
los datos obtenidos, y gque nos permitiera observar con mayor
claridad el efecto que sobre los parimetros cinéticos del proceso
tienen los diferentes factores probados en nuestros experimentos.

Como 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 métodos 4.3.2) se observa claramente que
los puntos experimentales no se ajustan ni lejanamente a una linea
recta. Por tanto, se descarté que el proceso de inactivacién que
bajo nuestras condiciones experimentales estamos observando sea de
primero o sequndo orden irreversible.

For otra parte debido a que: i).- La velocidad con la que
ocurre el fenémenc es dependiente de la concentracidn de protef{na

(aspecto que se mostrd anteriormente, Figs.12,13 y tahla 3).
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FIGURA 17. CINETICA DE PRIVER CIMEN TRREVERSIBLE DE LA INAC-
TIVACION DE POSPOENCIPIRUVATO CARBOYILASA DE MAIZ. Las vrein
cubaciones se hicieron a pH 8.5, en funcién de la concentra-
cidn de enzima y en ausencia y precencia de PEG 6900 15 3,
La concentracidn de enzima en el medio 4s preincubacidn fue
1la sizuienta: 1,20 pg/ml (O-O), 1.23 pug/ml + P26 (@-@),
12.0 pg/ml (=4, 12.0 }xg/ml + PS5 (A-A).
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FIGURA 18, CINETICA DE SzCUNDO ORDEN IRREVERSIBLE DE IA

INACTIVAZION DE POSFOERCLPIRUVATO CARWOYILASA DE MAIZ, Las
preincubuciones se hicieron a pH 2.5, en funcidn de la con-
centracidn de enzima y en ausencia y oresencia de PE7 6000
15 % {(v/v). La concentracién de enzira en el m=iio de prein
cubacidn fue la siguiente: 1,29 ar/zl., (0-0), 1.20 pg/ml +
P20 (@-@', 12,0 ug/ml (A ~A), 12.7 ug/ml + PG (A-A).

71



ii).— La formé acti;; de la enzima es un tetrimero y iii).- Otros
autorég han»reportado.ia presencia de dimeros y mondmeros parcial
o totalmente inactivos en las preparaciones de FPFEPC (77,78,81),
Supusimaos que a nivel molecular la inactivacién observada pudiera
ser la consecuencia de wuna disociacién reversible de . los
tetrameros activos en dos dimeros y cada uno de estos a su vez en
dos mondmeros. Esta disociacidn estarfa promovida por la aparicidén
y/o desaparicién de cargas en restos de amincacidos importantes
para el mantenimiento de 1la estructura cuaterparia, al hacer
ligeramente alcalino el pH del medio en que se encuentra la
enzima.

For ello examinamos el ajuste de nuestros datos experimentales
a un modelo de cindtica de descomposicién de segundo orden
reversible. Es impartante hacer notar que el proceso de
inactivacién no llega a 100 % sinc que aparentemente se estabiliza
en un nivel, gque ademids varfa segqun las condiciones de
preincubacién. 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 gque sea el mecanismo de pérdida de
actividad, éste involucra un fendmeno de egquilibrio, y es por ello
que el mecanismo propuesto implica también wuna reaccién de
regreso, es decir, es de caricter reversible.

Esto se manifiesta también por el hecho de que la enzima puede
reactivarse una vesz inactivada, siempre que las condiciones sean
favarables (Fig.14). La elaboracién del modelo cinético utilizado
tomando en cuenta los aspectos anteriores, se describe con detalle

en Métodos (seccidn 4.3.7).



Cuando los datos obtenidos en cada uno ﬁe los EMpeﬁiméﬁ&DS de
inactivacién a pH 8.5 se ajustan mediante la ecuacién
correspondiente al modelo aﬁterior, se phbserva una linearizacidn
de los puntas en dos fases, claramente separadas en las. graificas
debido a que sus velocidades son suficienteménte diferentes
(Figs.19,20,21,22). Ello confirma que el proceso de inactivacién
sigue en efecto una cinética de segundo orden reversible.

(Los datos ajustados con el modelo de descomposicisn de
seqgundo orden reversible ce trataron por 21 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

diferentes condiciones experimentales.

TABLA 6. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA, DEL
POLIETILENGLICOL Y DEL DTT SDBRE LA CINETICA DE INACTIVACION A pH
8.5, DE FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DE HDJA DE MAIZ.

C-k, g 7Xa® %
Concentracidn de Py Y Actividad
enzima preincubada. Adicidn. 1 fase 2=~ faze residual.
1.20 pg/mi.  emeeeeee 14x10:: 17.3xxo“: 2
PEG 1S5 % 2%10 4.1x10" 10
12.0 pg/ml. e 3.3x1o:‘ 4.1x10': 3
PEG 15 % 1.4x10” " 2.8x1077 10
DTT 5 mM 2.8X107* 3.6X10 3S
Feo 19 % 2x10”%  s.1x10”* 52

Las preincubaciones se hicieron en el amortiguador
Trietanolamina-HCl SO mM, EDTA 0.1 mM a 25°C y €en ausencia de
oxigeno.

La pendiente (-k+1/Aa) en cada una de las fases se determiné
tratando con el metodo de minimos cuadrados los datos de
inactivacién ajustados con el modelo reversible de descomposicién
de segundo orden.

* Valores aparentes.
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FISURA 19, AJUST™E DE LA CINETICA TE INACTIVACION DE FOSFOBENOL-
PIRUVATO CARBOXILASA A UVA DESCCHICIICION DE 3IEGUNDO ORDEN
KZVERSIZLE, Lase preincubtaciones se hicleron a oH 8.5 y a 25 °F
en funcién de la concentracidén de la enziza:

1,20 pg/ml (0~0), 12,0 py/ml (@-e),
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en ausencias y presencia de P23 6000 1F 4 (v/v). Ta concentra=--
cidn de la enzira en el nedio e preincubacién fue la aivuien-
te : 1,20 pg/vl [O-C}, 1.20 pg/ml + =6 (e-e), 12,0 pg/ml(uq;)
12. O)p,/m, + P23 (*-;).
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FISURA 22, AJTITE DS IA CIVETIZL NS IMACTIVACION DE FOSTOENOL=-
PIKUVATO CARZOXILASA A UNA DESCONPCSIZICN DE SESUNDO ORDEN RE-
YERGIZLE, L:ca3 ornincubncio‘es s hicleron a2 pt 3.5 y a 25 932 ,
en ausencia { O-0) y prcsencia ( ®-@) de polietilerglicol

15 4 (v/v) y DTT 5 z¥. La concontru 216n de enzira en el meiio
de preincubacidn fué 12.0 pg/ml.
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VI. DISCUSION.

Cuando observamos la inactivacidén de PEPC en las cnﬁdiqinéég
en que se encuentra en el medio de preincubacidn, surge i;-
pregunta de si el pH es realmente responsable de este
fendémeno.Sin embargo, pensamos que la inactivacién de la enzima
parcialmente purificada durante su preincubacién a pH 9 (Fig.9) no
podia deberse a otro factor diferente al pH del medio, ya que:

i).- Una répida degradacién de la molécula de enzima por
proteasas coextrafidas no es la causa de la pérdida de actividad,
ya que cuando <e hicieron los experimentos con la enzima
purificada, que obviamente no contenia proteasas, también se
observs pérdida de actividad.

ii).~ La temperatura tampoco es el factor responsable, ya que
la pérdida de actividad ocurre tanto a 15°C camo a 37°C 73 .

Debido entonces a que el proceso es dependiente de pH, es de
suponer la participacién de algun o algunos grupos ionizables de
la prote{na cuyao valor de pK esté entre 8 y 9. Los grupos mas
probables gon restos de cisteina que de alguna manera deben ser
impartantes en el mantenimiento de la estructura activa de 1la
enzima, o grupos con un pK ligeramente mayor a 9, siendo mas
probables en este caso restos de arginina. Ambos grupos parecen en
principio igualmente probables, ya que cuando se emplean reactivos
quimicos contra éstos, ta enzima se inactiva totalmente
(74,75,85,856). Sin embargo los grupos sulfhidrilo de 1a cistefna
son mds laibiles a la oxidacién, por lo que son mejores candidatos.
Con base en 4sto puede pensarse razonablemente que durante 1la
preincubacién a pH 7 no ocurre inactivacidn de FEPC debido a que

no ocurre ionizacidn de los grupas mencionados (Fig.10).



Un dato adicional es el efecto queitienen:PEé‘y Mgz* sobre  la
inactivacién. Aunque el sustrato Pé# hﬁédé unirse a'la ‘enzima Eﬁ
ausencia de Mgzﬂ esta unidn es mis fuerte cuando - esti presente el
catidn, indicando que el procesp catalitico imblica l1a formaci¢n‘*

de un puente triple:

FEP — E
N hg 7

(95,99,137).

Por otro lado, Manetas y Gavalas (85), Stiborova y Leblova
(73) han reportado que PEP protege de inactivaciédn cuando PEPC se
preincuba en presencia de paracloromercuribenzoato (PCMB, agente
que reacciona especi{ficamente con 1los grupos -SH de las
prote{nas), lo que sugiere gue grupos -SH estin presentes en el
sitio al cual se une el sustrato PEP en la molécula de enzima. En
contraste, la presencia de iones Mgz‘ no influye sobre la
inactivacién de PEPC porr PCMB al mismo pH.

De 1igual manera Iglesias y Andrec (74), demostraron 1la
proteccidén que ofrecen PEP y ng‘ frente a la inactivacién de PEPC
por fenilglioxal (agente que reacciona con los grupos imidazol de
los residuos de argininal),lo que igualmente indica la presencia de
residuos de arginina en el centro active de la enzima,

En nuestros experimentos a pH 9 con enzima parcialmente pura,
el efecto protector parcial ejercido por el sustrato PEP frente a
la inactivacién (Fig.11), puede ser explicado con base en lo
discutido anteriormente, sugiriendo que cuando PEP esti presente
en el medio de preincubacidén puede unirsé a los grupos -SH de los
restos de cistef{na o a los imidazol de las argininas presentes en

el centro activo impidiendo en algun grado el cambio en su estado
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iénico inducido por el incremento de pH. Esto no  es de’ exfréﬂar
dado que la entrada de una molécula de FEF (trianié; a este wvalor
de pH) al sitio activo debe alterar los pK's de los grupos en su
proximidad aun cuando no esten participando directamente en la
unidén de este sustrato. Otra posibilidad es que la unidn 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 inactivacidén. Sea cual sea el caso, el resultado serid una
proteccién parcial frente a la inactivacidén por pH.

Con respecto a los iones ng’, se ha sugerido su funcidén como
cofactor y efector alostérico de PEPC (75,76), ademiés se ha
reportado que la presencia de iones Mgz’ apH 6.8 es importante
para la agregaciésn de formas diméricas de PEPC con poca actividad

(de Crassula argentea, una planta CAM) para dar lugar a faormas

tetraméricas de la enzima con mayor actividad (84). Asi mismo, en
nuestro laboratorio hemos encontrado que ng° promueve la
reasaciacidén de dimeros total o parcialmente inactivos en
tetrdmeros activos en extractos crudos de haja verde de mafz. Todo
ello sugiere que los iones Mgz0 son importantes para mantener una
estructura activa de la enzima mediante su unidén a la molécula. El
heche de que en nuestros experimentos ng* enlentexca la
inactivacién, sugiere que los grupos susceptibles de sufrir
modificacién par pH (presentes en el sitio activo o importantes
para mantener una estructura activa de la enzima) también pueden
interaccionar con ng., quedando parcialmente protegidos de la
modificacidén por pH.

En cuanto al efecto de Caz‘, se ha reportado que es un fuerte

inhibidor de FEPC de plantas C,, a concentraciones bajas (0.5-tmM)
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y a pH 7.7 (73,138,97), y gque tal inhibicién es competitiva con
respecto a Mgz’. En nuestros experimentos, el hecho de que en’
presencia de Caz’ solamente ocurra inactivacién de PEPC cuando se
preincuba a pH 9 (Fig.11), mientras que a pH 7 pricticamente no
tiene efecto (Fig.10) indica claramente que loc iones calcio no
son el factor directamente responsable de la inactivacién de FEPC
a pH 9. Sin embargo, el ligero incremento en el efecto inactivante
a pH ? en presencia de Caz‘,puede deberse a que probablemente el
tamafo idnico juega un papel importante en la determinacidén de la
fuerza de interaccidn enzima metal (9&).

l.a proteccién ejercida por el glicerol . frente a la
inactivacién de PEPC por pH (Fig.11), ¥y el ligero incremento en la
estabilidad de la enzima cuando la preincubacién se hace a pH 7,
nos indicd que el proceso de inactivacidén que estabamos estudiando
era dependiente de la concentraciédn de enzima, ya que el glicerol
a la concentracién usada tiene el efecto de reducir la actividad
de agua, es decir, de incrementar la concentracién efectiva de
enzima, aumentando asi{ la posibilidad de que tas moléculas
mantengan su estructura oligomérica en un medio diluido, de manera
similar al efecto ejercido por un incremento en la concentracién
de protefna o por la adieidén de agentes tales como
polietilenglicol.

Este resultado claramente nos estd indicando que una
disociacién de la enzima en sus subunidades es el proceso
responsable de la inactivacién, ya que los procesos de
asociacién-disociacidn son los danicos afectados por la

concentracidén de la molécula implicada.
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Los resultados obtenidos con la enzima pura y 1la proteccién
frente a la inactivacidn por pH alcalino que ejercen ' incrementos
en la concentracién de enzima y la presencia de PEG, confirman la
sugerencia anterior de que la inactivacidén se produce por
disociacisn del oligdmere activo. El perfecto ajuste de nuestros
datos experimentales a lineas rectas cuando se aplica el modelo

~cinético de sequndo orden reversible, es una prueba mis de ello.
En virtud de lo anterior, propusimes un mecanismo para la

inactivacidén, como el que se describe a continuacidn:

en dénde :
- A= tetrdmero activo.
B= df{mero parcial o totalmente inactive.
C= mondmera inactivo.

Durante la preincubacién a pH 8.5 PEPC de mafz sufre un
proceso de inactivacién, 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
matemiticos, el cilculo de las constantes de velocidad de cada
paso implica la medicién de i1ntermediarios, lo cual hace que el
modelo se complique excesivamente y se tengan gue emplear métodos
numéricos mis complejos para su ajuste.

Dado que nuestro propésito es determinar las caracteristicas
de la inactivacién, y no cuantificarla en términos absolutos lo
anterior se considerd {nnecesario, y Se pPropusé un  mecanismo  mas

simple que resgpondiera, o bien a la primera etapa del proceso de



disaogiacién en donde la forma tetramérica pasa a dos dimeros, o a
la segunda en donde la forma dimérica pasa a dos monémeros, si  se
llevaran a caba independientemente.

Asi, el mecanismo mas simple propuesto es el siguientes

A g=————» 2B ) B x—————p» 2C

en donde
A= tetrimero.
B= dimera.
C= mond&mera.

t.a disociacién dg A en 2B debe estar promovida por la pérdida
de uno o variaos H' por grupo(s) de la enzima, es decir, previa al
paso de disociacidn debe existir este paso de ionizacién.Sin
embargo, dado que estos pasos son muy ripidos (su velocidad esta
unicamente limitada por la velocidad de difusidén de 1los protones
en el medio acuoso) puede considerarse que aplican las condiciones
de equilibrio r&pido y que cinéticamente no es observable. El paso
de dispociacién, mucho mis lento, serfa el determinante de la
velocidad del proceso de inactivacién y por tanto el que podemos
determinar.

De este mecanismo se dedujo la ecuacidn que se describe en la
seccién 4.3.3, y cuya aplicacidén a los datos se muestra en las
figuras 19,20,21 y 22.

Como puede verse en la ecuacién:

k
Aa ~ AN, +1 .
Ln (-7 < - & t

la pendiente en cada una de las rectas ajustadas con este
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mn#elq (Figsll?,go;ZI‘y 22) repfesenta el valor de — k+,/Aa ., _en
donde:A'es la.variable de cdncentraﬁién transformada .y Aa es la
variable de concentracién transformada a tiempo infinito, como se
explicd en métodos.

El valor absoluto 'de la pendiente es proporcicenal al valor de
la constante de velocidad (k. ), y por lo tanto es un reflejo
cuantitativo de la rapide:z del proceso.

Con el ajuste de los datos mediante este modelo se pudo
comparar en forma mis cuantitativa y por tanto con mayor precisién
los efectos que sobre el proceso de inactivacién tienen las
diferentes condiciones experimentales probadas.

Aun mis, podemos notar (Fig.!9) que el valer de la pendiente
en la segunda fase permite establecer comparacicnes también para
esta sequnda parte de la inactivacidén, lo cual debido a 1la
naturaleza de las curvas, era dif{cil de hacer en las curvas no
ajustadas (Fig.12)

Como puede observarse en la Fig.19, tanto en la oprimera fase
de rapida inactivacién como en la sequnda de lenta, el valor de la
pendiente y por tanto de la constante de velocidad aparente (iewy)
sufren una disminucidn importante cuando 1la concentracidén de
enzima se incrementa de 1.20 a 12.0 pg/ml  (Tabla &). Ademas es
claro que la segunda fase de inactivacién también es afectada por
la concentracién de enzima, ya que el valor de 1la pendiente es
cinco veces mas pequefio cuando la concentracién de enzima se
incrementa de 1.20 a 12.0 ug/ml, dato que no podia ser claramente
observado en las curvas no ajustadas con el modelo, pero que
coincide con 10 que predice dicho modelo, en el cual 1la lenta

velocidad de inactivacidn de la segunda fase debe ser tambien
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dependiente de la concentracidn de protefna, puesto que se trata
de un fendmeno de asociacién-disociacién de subunidades.

La naturaleza de 1a dependencia de la concentracién de
proteina de ambas fases ests de acuerdo con que el proceso sea de
caracter reversible, ésto es, si se tratara de un fendmeno
irreversible observarfamos que la velocidad seria: o bien
dependiente de la concentracién de protefna en forma de
propotrcionalidad directa, o bien insensible a este factor ( en
cuyn caso serfa de oarden cero), pero al cer inversamente
proporcional a la concentracién de enzima implica que la
estabilidad de 1los tetrameros se incrementa al aumentar la
posibilidad de que los dimeros presentes en la solucidén choquen
entre si para formar tetrameros activos. Dado que los dimeros se
incrementan dos veces mis radpido que los tetrimeras, el efecto
neto de aumentar la concentracién de proteina total es un aumento
neto de la velocidad de reaccién de regreso, haciendo miés peguefo
el valor de la constante de velocidad aparente (keg). 81 el
proceso fuese irreversible, el aumento en la concentracidén de
dimeros no afectarfa a la velocidad de disociacién, al contrario
observarf{amos un aumento en la velocidad de inactivacién, vya que
al aumentar nosotros la concentracién de proteina estamos
incrementandola concentracién de reactivo (tetrimeros) presente en
la solucidén.

Cuando los datos cbtenidos en las preincubaciones realizadas
en presencia de polietilenglicol son ajustadas con el modelo
(Fig.20), podemos ohservar gue el valor dg la pendiente durante la
primera fase de inactivacién, con las dos concentraciones de

enzima utilizadas (1.20 y 12.0 ug/ml) es menor que cuandeo las
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preincubaciones se hacen en ausencia de dicho compuesto (Tabla &),
Cuando la concentracidén de enzima es baja (1.20 pg/ml) el valor de
la pendiente durante la segunda fase también disminuye
considerablemente en presencia de polietilenglicol, mientras que
cuando la'concentracién de enzima es diez veces mayor (12.0 ug/ml)
el valor de la pendiente durante esta segunda fase sufre poca
variacién en presencia de polietilenglicol. Los efectos observados
en este caso no son sorprendentes, ya que el polietilenglical
ejerce el mismo efecto gque una elevacidn en la concentracidn
efectiva de proteina. Se ha reportado que el polietilenglicel no
induce cambios estructurales en las protefinas (136), su efecto
serfa el de favorecer la agregacidn de dimeros y/o momémeros para
formar tetrimeros, dando como resultado una disminucidn en el
valor'de la constante de velocidad aparente (ks+) y por lo tanto
en la velocidad de inactivacién. As{, aunque a menor velocidad, la
inactivacién por disociacidédn inducida por el valor alcalino de pH
se sigue llevando a cabo, pero la presencia de polietilenglicol
permite que después del periodo de preincubacién un porcentaje
importante de tetrimeros esté aun presente, 1o cual se refleja en
el valor de actividad residual observado después del periodo de
preincubacidén (Fig.20, Tabla 6).

Como menciovnabamos anteriormrnte, la disociacién de la enzima
debe ir precedida por un procesa de pérdida de un protén por uno 0O
varios restos de aminoacidos, y la aparicidén o desaparicidén de
carga que esto supone inestabiliza la estructura cuaternaria. E1
efecto de proteccién ejercido por el DTT (Fig.21 y Tabla &) apoya
la idea de que grupos -SH de cistefnas deben ser importantes para

la actividad y/o estabilidad de la snzima FEFC. Como ya se ha
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mencionado, estos grupos son mis labiles que los imidazol de las
argininas, y mis susceptibles de sufrir oxidacién cuando estin
ionizados. La oxidacién de los grupos sulfhidrilo mencionados
puede dar lugar a la formacidén de puentes disul furo
intramoleculares diferentes de los que se ha reportado estan
presentes en la molécula de PEPC en su conformacidén nativa, 1o que
puede ser una causa adicional de inactivacidn.

Resulta interesante que la ausencia de oxf{geno durante 1la
preincubacién a pH alcalino sea necesaria para que se produzca
reactivacién de la enzima, ya que como se ha observade en
pravios estudios en nuestro laboratorie, cuando la inactivacién se
realiza en medios no desgasados exhaustivamente la reactivacién no
ocurre, probablemente porque ocurren oxidaciones irreversibles de
los grupos ionizados. En cambio, en ambientes anaerobios el dnico
cambio que sufren estos grupos al incrementarse el pH es 1la
pérdida del protén, lo que es ficilmente reversible al disminuir
el pH por debajo de su pK. As{ pues, el efecto protector de DTT
puede explicarse en funcién de su capacidad para mantener
reducidos estos grupos -§H, enlenteciendo de esta manera la
inactivacién y/o facilitando la reaccién de regreso, lo cual
favorece la disminucién del valor de la constante de velocidad
(kegde

De cualquier modo el hecho de que el efecto protector de DTT
sea menos acentuado que el de polietilenglicol, apoya la idea de
que la ionizacién de ciertos grupos inducida por el pH, conlleva a
una disociacién que a su vex se acompafia de la exposicién de
grupos susceptibles de oxidacién, en este caso grupos -SH de

residuos de cistefina. De este modo, en un momento dado debe ser
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mis importaﬁte para mantener la actividad de ’PEPC, impedir> la
disociacidén, ya que de este modo se impide la edposicién de grupos
susceptibles de oxidacién, gue en casa de ocurrir Evitaria la
reagregacién de los dimeros y/o monémeros para formar tetrimeros
activos.

Es pues interesante analizar el efecto comhinado del
polietilenglicol y DTT sobre la inactivacién (Fig.22, Tabla &).
Podemos observar que la velocidad aparente de inactivacién de
ambas fases se ve sensiblemente disminuida por la adicién de ambos
agentes con respecto a lo observado cuando esti presente uno de
ellos solamente. Dicho resultado concuerda con el hecho de que
ambos compuestos actuvan a distintos niveles y su efecto protector
puede ser aditiva.

Resulta muy notable que durante la segunda fase la velocidad
de inactivacién sea casi cero, indicando que en estas condiciones
la conversidén a mondmeros es practicamente nula. Este resultado es
de cierta importancia desde el punto de vista fisiaolégico, ya que
en al caso de PEPC de plantas CAM la conversién de tetrimeros a
dimeros parece ser parte del mecanisma de regulacién de la
actividad de esta enzima en el ciclo noche dfa. (82-84,99). La
enzima de hoja de mafz, que es 1la que se utilizé para este
trabajo, también esti sujeta a regulacidn noche dia (49,126,127),
y esta regulacién podria llevarse a cabo mediante una
interconversién d{meros-tetrameros.

Lo anteriormente discutido sefflala que este equilibrio puede
tener lugar a concentraciones elevadas de proteina y en
condiciones reductoras, condiciones ambas que ciertamente

prevalecen en el media celular.
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El haber encontrado condiciones en las cuales el equilibrio
dimero-tetrdmero se establece facilmente, permite decir que. el
mecanismo de regulacién de la actividad de FEFC basado en
asociacidn disociacidén es en principio factible.

Es gvidente ademds que el pH puede jugar algun papel en este
mecanismo de regulacidén *"in vivoY, vya que este factor puede
desplazar el equilibrio tetriamero-di{mero *in vitro" como
sugieren las resultados de este trabajo. Con respecto a ésto, es
importante mencionar que en otro trabajoe de tesis posterior a
éste, realizado en nuestro laboratorio, y que atn esti 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 encontréd la
presencia de dimeros a pH 8.5 y de tetrdmeros a pH 7.

Un importante resultado de este trabajo es la reactivacién de
PEPC (Fig.16) observada cuando el medio de preincubacidén a pH 8.5
conteniendo a la enzima inactiva fue llevado a pH 7 tver métodas
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 inactivacién que
nosctros observamos. Sin embargo, solo ocurriéd reactivacidn a pH 7
cuando se preincubd una alta concentracién de enzima (12.0 pg/ml)
y ademis en presencia de polietilenglicel. Ello puede explicarse
en base al hecho (antes mencionado) de que una alta concentracidn
de enzima y la presencia de polietilenglicol disminuyen o impiden
la disociacidn de tetrdmetos activos de FEPC a dimeros inactivos,
favoreciendo el desplazamiento del equilibrio en el sentido
opuesto, y por lo tanto favoreciendo e! predominio de 1la forma
tetramé%ica activa. Hay que tener en cuenta que 1la enzima sufre

una nueva dilucién durante el proceso de reactivaciédn cuando el
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medio de preincubacién a pH 8;5 es llevadd a pH 7. Por ello, la
presencia de FPEG resulta critica para contrarre;tar los efectos de
esta nueva dilucién.

La ausencia de reactivacién a pH 7 en presencia de PEG+DTY, o
solamente DTT, puede deberse a que a pH 7 se expongan algunos
puentes disulfuroc importantes para el mantenimiento de la
conformacién activa de la enzima y, a que el efecto del ODTT es
deletérec a pH 7 al reducir dichos puentes disulfuro (126), en
tanto que como ya se describi& es protector a pH alcalino. Esto
sugiere que "in vivoe" el contraol del estado redox de la proteina
podri{a estar finamente requlado por factores adicionales que
mantuviesen la configuracidn correcta de la delicada estructura de
esta protefna por demis 1l4bil. Un fenémeno estrechamente
relacionado a este aspecto del estado redox de la enzima, es el
hecho de que cuanda la enzima se inactiva con PCMB (agente
inactivante de grupos -SH), un B0 % de reactivacidn puede lograrse
con reductores débiles camo B-mercaptoetanol, pero no con
reduc tores fuertes como DTT(39), esta observacién apoya el hechao
de que PEFPC tiene una estructura que depende de un fino balance de

grupos -SH labiles y puentes disulfuro.
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vII. CONCLUSIONES.

1.~ La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa de hoja verde de
mafiz sufre un proceso de inactivacidn cuando se encuentra a
vélares de pH ligeramente alcalinos.

2.~ Esta inactivacidén ocurre en dos fases claramente separadas
que sjguen una cinética reversible de orden dos, y es consecuencia
de un preoceso de diseciacidn en sus subunidades que hacen que la
enzima tetramérica activa se transforme en dimeres y mondmeros
parcial o totalmente inactivos.

3.~ La disociacidén es inducida por cambios en el estado de
ionizacidén de grupos —5H que son necesarios en forma protonada
para el manteniniento de la estabilidad de la enzima.

4.- El proceso de inactivacién es reversible a pH 7, siempre
que la concentracidén de protefna sea lo suficientemente elevada vy
la 1nactivacidn y reactivacién se lleven a cabo bajo condiciones
no oxidantes (ausencia de 0,).

S.~ Ya gue la enzima PEPC es inestable a valores de pH
superiores a B, pero es activa cuando se preincuba a pH inferior,
variaciones en el pH citopldsmico de las células de nmesdfilo
pueden ser un factor que contribuya a la regulacidédn de su estado

de activacidén "in vivo".
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