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ANTECEDENTES

Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEP carboxilasa, E.C.
4.1.1.31) es wuna enzima 3mpllamcnte distribuida en el reino
vegetal a la que se asignan funclones metabdlicas muy dlversas
(1s, 16, 23, S0O. 64, &6, 69. 10S, 110. 115, 127, 129, 150, 160,
173, 178, 189, 200, 203. 219).

En las plantas con metabollismo Cd4 y con metabollsmo &cido

crasulaceo, PEP carboxllasa participa en la asimilaclén

fotosintética del CO2 atmosférico ya que cataliza la reacciédn de
captura de dloxido de carbono atmosférlco (25, 73, 10S, 153, 155,
202). Por esta razén, la actividad de esta enzima en hojas de
plantas Cs y CAM ha recibido una conslderable atenclén y se han
publicado numerosos estudlos tanto de sus caracteristicas
cinéticas y de la regulacion de su actividad a corto
38, 53, 63, 67. 100, 101, 105, 120,

moleculares,
y a largo plazo (14, 15, 17,
150, 153, 15S. 186, 202, 206, 207. 218, 225).

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de trabajos
publicados sobre esta enzima, los datos sobre su comportamiento
cinético parecen corresponder a una gran varledad de fentmenos no
slempre facllmente compaglnables. Esta es la razén gque nos moviéd a

realjzar el presente traba jo.

1. Reaccién catalizada por Jla PEP carboxilasa.

Esta enzima catallza una reaccién de f-carboxilacién sobre
fosfoenolplruvato en presenclia de lones de ng' & de H.nz' que es
dependlente de blcarbonato (29, 150, 153, 174). Cabe hacer notar
que es la Unica carboxllasa conoclida dependiente de HCO3 que no
requliere blotina como cofactor {150, 174). La reacclén catalizada

por esta enzima se rcsume en la Figura 1.



|- _ - Mg c=0 2-
Jc-o—+-0 + HCO, —_— 1yl + HPO,
Ha " o . PEP —D/c§n
) carboxilasa
Bicarbonato Fosfato
Fosfoenolpiruvato Oxaloacetato

[ cac®= - 7 Kcal/mcl)J

Figura 1. Esquema de la reacclén quimica catallzada por la enzima

fosfoenolpiruvato carboxilasa {PEP carboxilasa). La reaccién
consiste en la B-carboxilacién de la molécula de
fosfoenolplruvato. El blcarbonato es el donador del grupo

carboxilo y la reaccién se acopla a la hidrélisis del grupo
a-fosfato del fosfoenclpiruvato le que permlite que la reacciédn

tenga una energia libre estandar muy negatlva.



Participacién de PEP carboxilasa en la ruta Ca.

Como se ha mencionado anterlormente, PEP carboxllasa cumple
metabolismo de asimilacién de COz
Este

2.

un papel muy lamportante en el
fotosintético en las plantas Cs
apartado se centra en una descripcién del metabollismo del grupo

ya que la

Yy en las plantas CAM.

particular de plantas Ca a las cuales pertenece el maiz,
intencién de esta Introducclén es documentar aquellos aspectos que

sean pertlinentes a la discuslén y comprenslén de los articulos que
se presentan en esta teslis.

las 1llamadas plantas C«, Se caracterlzan por

En general,
poseer una ruta de ! Jacldn de CO2 que Involucra.
celular, sino ademas a dos tlpos
I.a diferenclacidén celular asociada a 1a ruta
vista anatémlco en una

no sélo a mas de
un compartimento de células
216).

desde el punto de
hba sldo denominada como tipo Kranz (Fig

mAas externas, cuya pared
intercamblio de

diferentes (44,
Cs se maniflesta

estructura de la hoja que

2.). En esta estructura. las células

celular es delgada y que son capaces de reallzar
gases con la atmédsfera, se denomlinan ceélulas de mesdSfilo. Los
cloroplastos de las células de mesdfllo, no contlenen las enzlmas
del clclo de Calvin y por lo tanto no son capaces de fljar el CO2
directamente. lLas células que se encuentran en la parte central de
la hoJa. rodeando a llamadas células de la
posecen una

los haces vasculares,
celular muy gruesa Yy

bastante alsladas del
las células

vaina vascular, pared

suberificada, por lo que se
intercamblo de gases. Estas células se comunlcan con

de mes6filo a traves de unos canales que atraviesan la gruesa capa
Los cloroplastos de las

todas las enzimas del cicle
la asimilaclén
almidén. Sin
internas, la

hallan

de suberina denominados Plasmodesmos.

células de valna vascular sl contlenen
de Calvin y son por tanto los que se encargan de

triosas fosfato y de la sintesls de

del <02 en

embargoe debe recordarse que por ser
hasta ellas es poca y por esta razén

las células mas

cantldad de luz gue llega
parte del poder reductor requerido por sus cloroplasteos para la
importado desde los cloroplastos del

azucares es
73. 109, 154, 216).

sintesis de
mesdfilo en forma de compuestos reducidos (44,



Haz Vascular

P

Células de Ceélulas de
meso6filo Vaina vascular

Filgura 2. Corte transversal de la hoja de una planta Cs mostrando
la tiplica anatomia KRANZ caracteristica de este grupc de plantas
superiores (54, 109} '




A pesar del mayor costo energético que 1mplica la existencia

de rutas metabdélicas y compartimentos ceclulares adiclonales, este
comple Jo metabollismo tlene de poder aprovechar con
la luz sclar para la fijaclién de 02, ya
que manteniendo al ciclo de Calvin aislado del intercamblio directo

la wventaja
mucha mayor eficlencla

de gases con la atmésfera se previene la {fotorrespiracién.

Debido
a suUus mayores requerimientos de energila,

las plantas Ca estan
adaptadas a climas con niveles elevados de irradiacién solar (5S4,
154).

En la figura 3 se muestra un esquema de la ruta Cea tal y como
se ha propuesto que ocurre en las hojas verdes de maiz. Puede
notarse que el primer paso de asimilacién de CO2 se encuentra
precisamente en la reacclédn catalizada por la PEP carboxllasa, que
El1 CO2
compuesto inestable que se
introducido por un intercamblador de
dicarboxilatos al cloroplasto donde es reducido a malato,
consecuente consumc de NADPH,

dependiente de NADP.

se localiza en el cltoplasma de las células de mesdfilo.
asimilado en acido

oxaloaceéetico,
descarboxila

facllmente,es

con el
por la enzima malato deshidrogenasa
El malato sale por medio del intercambjiador
de dlcarboxilatos y difunde libremente hasta las células de valna
vascular, en donde es nuevamente

transportade al
cloroplasto. Una vez

interior del
alli, el malato

es descarboxilado por 1a
enzima malato deshidrogenasa descarboxilante dependiente de NADP
(enzima mallca-NADP). El COz liberado
recapturado por la ribulosa bifosfato
(RUBISCO}

por esta reaccién
carboxilasa oxlgenasa
para alimentar el ciclo de Calvin y de esta manera, el
CD2 originalmente capturado por la PEP carboxllasa es literalmente

bombeado al cloroplasto de las células de vaina vascular en dorkie
es definitivamente {} jado

es

en compuestos reduclidos.
descarboxilacion del
cloroplasto de meséfllo en un procesoc que
transpor tador
mesofllo,

El piruvato
malato regresa al

resultante de la

involucra al menos
membrana del

un
activo a mnivel de 1la

cloroplasto de
£l piruvato recuperado es utilizado para la sintesis de
PEP graclas a 1la reacclén catalizada por 1la enzima pilruvato
ortofosfato dicinasa con el consumo de dos equivalentes de ATP. E1

PEP asi sintetlizado es transportado al exterlor del cloroplasto,
en un intercamblo con fosfatos, para servir de sustrato a la PEP



carboxilasa completando el ciclo de intermediarios de la ruta Cs
(25, a4, sS4, 70. 73. 109, 154, 164&, 167).

La sintesis de azucares en estas plantas, involucra wvarios
aspectos lnteresantes, 1la complejidad de 1la organlzaclén
1a wmayor parte de 1la
energia quimica por el aparato

de meséflilo. Por esta razén,

sintetizado por la RUBISCO en las ceélulas de vaina vascular es
transportado a meséfllo en donde es

ya que
celular obliga a gque

luz sea convertlida a

fotosintético de los cloroplastos

parte del Aacido 3-fosfogllcérico

reducido por las enzimas del

cloroplasto de estas ultimas células (61, 161, 162].

Este proceso
evidentemente esta asociado a un sistema de transportadores de
mayor complejidad que el de las plantas C) que sélo reallzan clclo
de Calvin {(36. 37, 43, 47, 78. 79, 175). y ademas, regulere una
serie de mecanismos regulatorios adlclionales que son necesarlos
para controlar 1os flujos metabdlicos durante la fotosinteslis (47,
T3, 109). A pesar de lo anterior,
conslderablemente mas productivas que

que al no foterrespirar,

estas Plantas son
las plantas C3, gracias a

pueden asimlilar con mayor eficlencla el
CO2 atmosférico,

siempre que haya suficlente energia lumlnosa para
este proceso (5S4, 154). Probablemente estas sean las razones por
las cuales

estas plantas han sldo obleto de una considerable
atenciédn durante la Gltima década.

10



Vaina Vascula

MesStlio

COz

Figura 3. Esquema del metabolismo fotoslintético de las plantas Ca
del tipo EM-NADP (enzima malica dependlente de NADP).
de plantas pertenece el malz (Zea mays).
metabolismo que difleren en el tipo de Aacldos Ca4 que sirven para
el transporte de CO2 hacla el \interior de las células de vaina
vascular y en la enzima descarboxllante: €l resto del metabolismo
es igual en todas las plantas Cs (70, 73, 10%. 164). Abreviaturas:
PCR, ciclo de Calvin: CLP, cloroplasto; CIT, cltoplasma; AC,
anhidrasa carbénlca; PEPC, fosfoenclpiruvato carboxlilasa; PPasa;
pirofosfatasa; ATPasa, ATP sintetasa cloroplastica: PPDK, piruvato
ortofosfato dicinasa; MDH, malato deshldrogenasa (NADP): EM,
enzima malica (NADP); Pi1 fosfato inorganico: PPl plrofosfato; PEP,
fosfoenolpliruvato; OAA. oxaloacetato; ATP. ADP y AMP, nucleétidos
de adenlna; NADP y MNADPH, fosfato de dinuclecétideo de adenina y
nicotinamida.

A este grupo
Existen varlantes de este

11




3. Regulacién de la actividad de lag enzimas de 1a ruta Cd.

De entre los diversos aspectos de la ruta C4 que adn no han
sido totalmente elucidados,

uno de los
interesantes es 1la

regulacion de 1la
durante los ciclos dia-noche.
que participan

que resultan mas
actividad de sus enzimas
Nos centraremos en aquellas enzimas

en la ruta Ca, sin abordar
regulaclén del ciclo de Calvin vy

almidén.

aspectos de 1la

de la sintesis de azucares y de
Tampoco abordaremos aspectos de 1la

sintesis de novo de estas enzimas,
para nuestro

regulaclén de 1la
ya que esto no es de interés
Gque atlende a 1los aspectos

relacionados con la regulacién metabdlica de la actividad de PEP
carboxilasa.

propésito presente,

3.1 Regulaclén de la enzima malato deshidrogenasa (NADP).

Esta es una enzima del estroma de cloroplasto de las células
de mes6filo que {n vive durante la noche presenta un estado
inactivo. con clertos grupos sulfhidrilo oxidados,

dia un estado activo,

y durante el

ZTUpOSs sulfhidriles
(45, 99, 114. 142).

con los antes
mencionados reducldos,

El proceso de oxldacién-reduccion de grupos sulfhidrilo
permite la regulacion por luz de la actividad in vive de un namero
considerable de enzimas tanto cloroplasticas
que sufren un camblio estructural reversible,
sus caracteristicas

especificos de
ref. 18).

como cltoplasmicas

ligado al camblo de
cinétlicas, cuando clertos puentes disulfuro
la proteina son reducldos a sulfhidriles (Fig. 4B,
Se han alslado proteinas solubles llamadas tiorredoxinas
tanto de especles C3 (18, 19, 222, 223), como de especles Ca (18,
19, 99), presentes en cloroplasto y en citoplasma,
grupos sulfhidrilo de potencial
tanto,

Qque contienen

redox muy negativo,
capaces de reducir in vitro,

puentes disulfuro

siendo, por
con clerta especificidad,
control de 1la
conoce que estan
regulatorio (18, 19,

los
actividad de

responsables del
varias enzlmas que sc sujetas

in vivo a este
mecanlsmo

45, 113, 149, 222, 223). Las
tiorredoxinas pueden a su vez ser reducldas in vitro en presencia
de luz, crudas de la
dependlente de
fotosintéticos (18,

or preparaciones
2

enzima
tiorredoxina-reductasa obtenidas de

aislado ademas

ferredoxina
223). Se han

organismos

12



sSistemas membranales capaces de reduclr In vitro en presencia de

luz varias de las enzimas reguladas por oxldacidn-reducciédn de
grupos sulfhldrilo (fig. 4&A, ref. 1, 2. S, 107, 134). Estos
Sistemas membranales 1llamados LEM's (Medladores del efecto de la

luz) podrian ser también operantes en la regulacién in vivo de
dichas enzimas. no habléndose aclarado aGn s! ambos mecanlsmos
simultaneamente ya sea  en forma conjunta o
independiente (S, 18).

operan fn vivo

La inactivacién de estas enzimas durante la noche se debe a
la oxldacién de los grupos sulfihidrilo a

puentes disulfuro
mediada, en aparlencia, por oxigeno (142).

13
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Eztroais s Clorodisals

Fortednrra
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o S ah /A
SH SH Eatromns. Sl Tlzropicato
Figura 4.

Esquema de los mecanlsmos propuestos para regulaciédn de
el estado redox de
puentes disulfuro especificos de algunas proteinas. A) Sistema
membranal de medladores del

la actividad de enzimas que actdan modificando

efecto de la

luz (LEMs) del
cloroplasto propuesto por Anderson (1) B) Sistema de
Thioredoxlnas y Thloredoxlna reductasas propuesto por Buchanan
(1s).
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3.2 Regulacién de la enzima Piruvato ortofosfato dicinasa.

Esta enzima fotosintética se regula in vivo por un mecanismo
de fosforilacién-desfosforilaclén, Esta proteina puede encontrarse
en una forma

fosforilada inactiva presente durante la noche y en
una forma no fosforilada activa que estad presente durante el dia

(6. 7. 4S5). Se ha identificado

una proteina clinasa
catalizar la

fosforilacién de esta enzima (20,
ADP como sustrato de

capaz de
45, 72) que utiliza
la fosforilacién (6, 7)

y requiere bajas
concentraciones de ATP como efector alostérice

(6, 157). En este

La misma cinasa es
tanbién capaz de llevar a cabo la desfosforilacién de la plruvato
ortofosfato dicinasa (PPDK)

sentido esta clnasa es una enzima suil generls.

fosforilada, slendo
actividad dependiente de fosfato inorganico

parecer, la reaccién de

esta Gltima
(6. 7. 45, 143). Al
desfosforilaclon
grupo fosfato desde
proteina a un fosfato

ocurre por la
una fosfotreonina de 1la
formar plrofosfato (6). Esta
reaccién de desfosforilaclén es 1nhiblda por AMP y ADP (143) de
donde se deduce que, posiblemente,
para la regulaclén de
energética.

transferencia del

libre para

el factor mas significativo

esta singular proteina es 1la carga

Esta concluslén se apoya también en la evidencia de
que en obscuridad y en anaeroblosis hay una reactlvaclédn de 1a
PPDK, que se ha propuesto que se debe a una sensible disminucién
en los niveles de AMP y ADP por falita de energia en la célula para
mantener fosforllades a los nucledsidos de adenina {(142).

3.3 Regulacién de la enzima Malica-NADP.

Esta es una enzlma del estroma de cloroplasto de valna
vascular responsable de la descarboxilacién de la mayor parte del
malato que proviene del mesdfilo,
154, 165). Si blen

estudlos,

al menos en mailz (70, 73, 152,
esta enzima no ha sido objeto de muchos
hasta la fecha no hay reportes en la literatura que
indiquen que 1a enzima malica de plantas C4 sufra camblios en sus
propiedades moleculares como consecuencla de las cambios en el
estado de lluminacidn a que se somete la planta. La regulaclén de
su actividad debe mas bien reallzarse medlante los camblos en la

concentracién de sustrato, cofactor,

PH, y/0 efectores que ocurran
en e]l estroma del cloroplasto al

pasar de 1luz a obscuridad o

15



viceversa.

Se ha demostrado que los cleoroplastos alslados de células de
vaina vascular de maiz descarboxilan (4-'*Clmalato con lentitud,
tanto en luz como en obscurldad, pero sl se suministra un sustrato

la velocldad de consume de
incrementa notablemente en ambas condlicliones (177).
indica Qque 1la

exégeno como 3-PGA, wmalato se

Este hecho
iluminacién no es el

factor responsable de

la
regulacién de la actividad de esta enzima en forma directa,

sino
que esta actividad se coordina con las actividades Que consumen
NADPH, posiblemente a través de la disponibilidad de la coenzima
oxidada (70, 73, 150, 165, 167, 177). Esto no es sorprendente, en

virtud de que el cloroplasto de vaina vascular es deflclente en
fotosistema 11 y, por tanto, una parte Importante del poder
reductor empleado en este organelo durante fotosintesls proviene
de 1a descarboxilacién oxidativa de malato (70. 73,

150, 167).

Por otra parte, dado gque el pH afecta notablemente las
propiedades cinéticas de esta enzima y teniendo en cuenta los
camblos de pH que ocurren en el estroma de cloroplasto (9. 62,
195),

se ha propuesto que el pH podria ser uno de los factores
importantes en la modulacién de la actividad de la enzima en el
ciclo dia-npoche (70, 97, 170). Sin embargo, esta modulaciédn no
permitiria que la actividad se redujese a niveles suficlentemente
ba jos durante el periodo de obscuridad, a menos que la
disponibllidad de sustrato y/o cofactores se viesen sensliblemente

disminuidas. Esto 1ltimo es posiblemente lo que ocurre, ya que los

niveles de malato total se hallan disminuidos en la hoja durante
el perlodo de obscuridad (112, 171), y ademas, la disponibilidad
de Mg®" disminuye durante la noche en el estroma del cloroplasto
(9. 62, 165, 195). Ambos factores deben contribuir a mantener la
actividad de esta enzima a nlveles lo suficientemente bajos
evitando que ocurra

una descarboxilaclén apreclable de malato
durante la noche.

Adem&as, olros autores han propuesto, que los niveles de
fructosa-1,6-bilfosfato, que es un inhibldor alostérico de esta
enzima, asi como los

niveles de

activador o© un inhibidor de

succlnato que puede

esta enzima, dependiendo de 1la
concentracién de sustrato.podrian tener un efecto regulatorio de

s€r  un

16



su actividad in vive (11. 12, 85, 97). Sin embargo. dado que se ha
reportado que las concentraclones de fructosa-l,6-bifosfato , asi
como las de otros azucares fosfato, se lncrementan durante los
periodos de luz (9, 112, 195). es poco probable que el nlvel de
estos metabollitos sea un factor regulatorio In vivo. En el caso
del succlinato se desconnce su poslble papel in viveo., ya que no se
sabe si la concentracién de este metabolito cambla como resultado

de los camblios en el estado de jluminacioéon del cloroplasto.

3.4 Regulacién de la PEP carboxilasa.

A pesar de que tanto la enzima que la precede como la enzima
que le sigue en la ruta Ca. PPDK y MDH-NADP respectivamente, se
hallan inactivas durante la noche (45), lo gue a primera wvista
haria inecesarla la regulacién por uz de la actlvidad de PEP
carboxilasa . debe recordarse que esta enzlma se encuentra
localizada en el citoplasma 1y que el PEP es producide durante la
noche via glucélisis (35, 170) en este compartimento (39, Fig.
5). Por esta razén. la reaccién catalizada por PEP carboxilasa
debe encontrarse bajo un estricto control dia-noche en las células
de meséflilo de las plantas Cs4, ya que la fijacién de CD2 se halla
detenida durante la noche (49. 78, 112, 177, 205). Dado que esta
enzima puede constitulr hasta el 15% de la proteina total soluble
de la hoJa en plantas Cs (74, 77, 204)}. es de esperarse que sl
esta actividad no fuese regulada 1la cantidad de oxaloacetato
producida conllevaria, por un lado. a una acumulacién de
intermediarios del cilclo de Krebs y por otro al consumo de un
sustrato rico en energia, lo que no seria de ninguna manera
beneficioso para la planta (170).

En un trabajo anterlor {1731, 172), reportamos que la PEP
carboxllasa de hoja de maiz presentaba caracteristicas cinéticas
diferentes en cuanto a su afinidad par PEP (172) y posiblemente
por glucosa-6-P y malato (171) cuando se extrata de hojas de
pPlantas mantenidas previamente bajo i1luminaclién con respecto a la
enzima extraida de hojas de plantas mantenldas por un perlodo
corto en obscuridad. Estas diferencias contribuyen a explicar la
regulacién de la actlividad de esta enzima por la luz, al menos en
forma parcial, ya que la afinidad por el sustrato PEP (total) -es
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mayor cuando la enzima se obtlene de plantas fluminadas. Las
diferenclas en las caracteristlcas cinéticas parecen ser
consecuencia de la fosforilaclén de un residuo de serlna de la
proteina (146) por una cinasa de proteinas que ha sido
ldentificada en los extractos crudos de la hoja de maiz (95). Se
ha identificado también una fosfatasa de proteinas de tipo 2A
capaz de desfosforllar a PEP carboxilasa fosforllada y que estd
presente en los extractos crudos de hoja de maiz (22). Por otra
parte, algunos autores han propuesto que camblos en el estado de
agregaclén de 1la proteina pueden ser la base de un mecanismo
regulatorioc de esta actividad tanto en plantas Cs (210, 128), como
en plantas CAM (147, 211, 220, 225, 226, 227). En la enzima reclén
extrajda se ha observado un comportamiento histerético (116, 144),
mismo que ha sido reproducldo en preparaciones con mayor grado de
pureza bajo clertas condiciones de pH, fuerza 1énica y temperatura
(91, 92, 103, 104, ).El hecho de que la magnitud de la histéresls
sea mayor en la enzima cruda extralda de plantas mantenidas en
obscuridad gque en extractos de plantas {luminadas ha sido
interpretado como un apoyo a la participacién del equilibrio
dimero-tetramero en o1 mecanlsmo regulatorio de esta enzima (227).
S1 blen los datos anterjores faclilitan el proponer un
mecanismo regulatorlo para PEP carboxilasa, existen varlios
aspectos por aclarar, ya gque no se sabe s! las propledades de la
enzlma con respecto a la unién de Mg” y HCO3~ camblan como
resultado de la fluminacién y se ignora como varian las
concentraciones de PEP, Mg®", malato (el principal inhibidor) y
Gucosa-6-P (propuesto como el activador que funciona in vive) en
el microambiente de la enzima. Por otro lado. se desconocen los
factores que estimulan o inhiben a la cinasa de proteinas que
especificamente fosforila in vivo a la PEP carboxilasa.
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A. Rutas Que Consumen Fosfoenolpiruvato.

Cloropicsio

Sintesis de
H‘”‘Q c« \ / Fenilpropanoides
r Clioplezras j]
Oxsloacetato ———2EF PEP — 2 ~fosto
carpoxilasa Enola glicerate
; Piruvato ADP
Ciclo de Krebs cinasas ATP N
~—— 4
wiero Plruvato Gluconeogénesis

B. Rutas Que Producen Fosfoenolpiruvato.

Glucdlisis

PEP
'

t Enolasa

Stz gt
2~tostoglicerato

Plruvato + Pl + ATP
Plruvato
Sloropitsie ortofosfato dicinass

L
PEP + PPI + AMP

Figura S. Esquema de 1las rutas metabdlicas que producen (A) y
consumen (B) fosfoenolpliruvato (PEP) en las células vegetales.
Nétese que la poza de PEP mas importante es 1a del citoplasma.
Este esquema se basa en los datos recopllados por Davies (35) y
por Dennis y Miernyk (39).
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4. Caracteristicas moleculares de PEP carboxilasa.
PEP carboxilasa

ha sido alslada de diversas fuentes y se

ha
observado en todos los casos una estructura tetramérica formada de
cuatro subunidades idénticas con un peso molecular de
aproximadamente 400 000 daltons (150, 121, 123, 124, 133, 190,
204).

El analisis de aminoacidos revela un contenido de al menos 8
cisteinas por subunidad (194) de las cuales 4 se hallan formando
puentes disulfureo en la enzima activa nativa y las restantes 4 se
hallan come -SH llbres (84, 192, 1%4). Este analisis ha. sido
reclentemente confirmado a través de la secuencia de aminoicldos
de la proteina deducida de la secuencia de bases del gen de esta
enzima clonado a partir del genoma de maiz
encuentran un contenido de 9 clisteinas.
otras fuentes {(32-34,

{Tablas 1 y 2).

(88, 230}, en el cual

Genes clonados a partir de
102) revelan mayor contenido de cisteinas
La secuencias de las proteinas con actlvidad de
PEP carboxilasa obtenidas hasta

la fecha revelan un considerable
grado de homologia, como se puede notar comparande la posiciédn de
clisteina en 1a cadena (Tabla 2). Se
una reglén
carboxilasa de wvarias fuentes

Ser- lle- Gly-

los residuos de

ha
identiflcado,

conservada en PEP
(**’phe- His- Gly-
Arg- Gly- Gly- Ala-

ademas, altamente
Arg- Gly- Gly-

“1%pro) que. posiblemente,

esta implicada en el unién del sustrato PEP (4).

Se han identificaio varlos
actividad de la PEP carboxilasa:
192, 213), grupos -SH
argininas (87, 131,

embargo,

Brupos esenciales para la
clisteinas {60, 83, B4, 119, 188,
vecinales (83). histidinas (82, 210),
176, 229) y lisinas (3, 159, 208). Sin
los perfiles de Log{Km/Vmax) vs pH reportados hasta 1a
fecha han identificado

sélamente a un grupo (probablemente
histidina) que participa en la unién de Mg=*

catalisls (60, 124, 150,
reportaren

y PEP, pero no en la
1S1) y. excepto Stiborova y Levlova que
la presencia de un grupo con pKa de 7.5 (193), 1la
mayoria de los detectan que

rango 6-9.5

autores no grupos ionizables
participen en catallslis cuyo pK se encuentre en el
(60, 124, 150, 151}. Wedding et al. han reportado la presencla de
dos grupos c<on pKa's aproximados de 6 y 8 que participan en 1la
unlson del activador glucosa- 6-fosfato (213), un grupo con pKa
cercano a 6.5 que participa en la unién del inhlbldor malato (214)
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y un grupo con pKk cercano a 10 que participa en 1a unién del
activador AMP (176). Dado que nl glucosa- G-fosfato. ni AMP ni
malato son esenciales para que se lleve a cabo 1la catallsls,

puede predecir sl el DbDloqueo de estos

resultar en una inactivaclén de la proteina.
Una revisiodn

no se
Gltimos grupos puede
mas extensa de
recientemente por Andreo et
acerca de 1la

estos datos fue realizada

al. (4). Parte se sus conclusiones
topelogia del sitlo activo de esta proteina se
resumen en la figura 8 de esta tesis ( pag 40 ).
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Tabla 1. Analisls de aminodcidos reportado para la enzima PEP
carboxilasa de hoja de maiz. Para la enzlma de otras fuentes se

muestra sélamente el contenldo de cisteinas.

Aminoscido Majz® Ma iz Sorgo® cam® caM®
AsSp _— s7

Asn —_— 26

Asx 80. 4 183)

Thr 40.7 51

Ser 46.2 55

Glu _ 79

Gln —_— 41

Glx 78.8 1201

Pro 25.6 55

Cly 71.6 66

Ala 81.5 70

Cys 8.3 ° 11 10 11
val 50.6 6S

Met 13.7 21

Ile 33.2 48

Leu 57.6 108

Tyr 21.9 27

Phe 19.7 38

His 1n.7 20

Lys 45.3 52

Arg 49.7 69

Trp ———— 13

AA's totales 737 970 952
Peso

Holecular 95 kD 109.5 kD

“Proteina purificada de hoja verde de maiz (194).

®Gen de 1a forma fotosintética de la enzima de maiz (230).
7Gen de la forma fotosintética de la enzima de sorgo (32).
Gen de la forma fotosintética de la enzima de CAM (34).
Gen de mantenimiento de la enzima de CAM (33).

l.os nameros entre paréntesis indlcan la referencia.
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Tabla 2. Posiclién de las clsteinas en la secuencia de amlinoacldos

de PEP carboxllasa de diferentes organismos
deducida del anallsis de
correspondiente.

l.La secuencla fue

la secuencia de bases del BeNn

La secuencia cercana a 1a poslicion 310 se muestra

para flnes comparativos, ya que en este fraugmento de so6lo S

amlnodcidos se encuentran 3 restos de clsteinas para las

enzimas
de plantas y 2 para las de bacterias.

Posiclion de los reslduos de cisteina en la secuencla
Masz® Sorgo Ca®

CAM fotosintétlca® CAM mantenimiento®
S1 S5S 10
183 173 192 185
273
295 304 297
322 322 s 324
406 207 414 408 -
411 412 419 413
413 414 421 415
490 S17
524 548 542
674 682 €76
898
Secuencia alrededor de las posicioncs 406-419
Fuente: Secuencla
Mas=2®; o O Cys-Tyr-Lys-Ser-Leu-Cys-Glu-Cys.
Sorgo :

Cys-Tyr-Lys Ser-Leu-Cys-Giu-Cys.
< aos Cys-Tyr-Arg-Ser-Leu-Cys-Ala-Cys.
CAM Maptentimiento®: 100Cys-Tyr-Gly-Ser-Leu-Cys-Ala—Cys.
E.co11® HoCys-Tyr-Gln-Ser-Leu-Gly-Ala-Cys.

A, nldujlns H Cys-Tyr~Glu-Leu-Glu-Lys-Leu-l1le-Cys.

CAM fotosintética

Gen de la forma fotosintética de la enzima de maiz
las cisteinas falta en la secuencla reportada
omisién no se menclona en el articulo.

cﬁen de la forma fotosintética de la enzima de sorgo (32).
Gen de la forma fotosintética de la enzima de CAM (34).
Gen de mantenimiento de la enzima de una CAM (33).
Gen de la enzima de Escherichia coli (88).

Gen de la enzima de Anacystis nidulans (88).

(88). una de
La causa de esta

Los nimeros entre paréntesis indican la referencla. Los numeros
pequefios arriba y a la lzqulerda de 1las secuencias indican la

posiclén de la cisteina correspondlente en la secuencla total de
la proteina.
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Se ha demostrado que esta enzima puade encontrarse en varlos
estados de agregacldn., ya que es capazZ de apar«cer Como mondbmeros,
dimeros o como tetrameros (91,

92, 98, 103, 104, 121, 1a4&, 210,
217). Hasta 1a fecha, las evidenclas exper imentales mas
concluyentes apoyan la hipdtesis de gque sdélo los tetramecros son
activos (98), algunos autores Suponen  gue
presentan actividad basindose en resultados

concluyentes (91.

aungque

los dimeros

experimentales poco
217). La disoclacién es favorecida por fuerzas
iénicas elevadas (121,

158, 185, 209), por pH alcallno (136, 18S,
210)., bajas temperaturas (104, 185, 210), ei inhibidor wmalato
(217) y evitada por 1a presencla de agentes tales como
polletilénglicol, glicerol (121,

158, 185) y por la presencia del
sustrato PEP (217).
Una de las dificultades en la puriflcacion de esta enzima ha
sido no s4lo su inestabilldad frente a pH alcalino o a fuerzas
i46nica elevadas.

sino tamblién su sensibilidad a protedlisis
128, 147, 185)

(22,
Y en el caso de 1la forma fosforllada, la
sensibilidad a fosfatasas.
Chou y Sni (24) tratando 1la enzima con tripsina, han
demostrado que es posible obtener degradacién parcial
molécula sin pérdida  de

de 1la
enzima resultante, se

caracteriza par una sensiblilidad incrementada a glucosa-6-FP y una

sensiblilidad disminuida a malato.

Blucosa-6-P protegen a

actividad. La

Dado que glicina. glicerol vy
la pérdida de actividad

estos autores han propuesto que los efectores
inducen diferentes conformaclones de la molécula.

la proteina de
frente a tripsina,

Varios autores {3,

96, 208), han demostrado medlante
experimentos de transferencia de energia entre reactivos
flucorescentes unidos a lisinas, propledades hildrodinamicas Yy
estudlos con reactivos entrecruzantes que la molécula forma
probablemente un tetrahedro en el cual

los sitios activos se
encuentran cerca de la interfase de la molécula (Flg 6). En este
tipo de geometria se crean necesarlamente dos tipos de interfases
con geometria propla.

La existencia de dimeros estables en el
procesc de disociacidn de la proteina (209,

210) apoya tamblén la
ldea de que PEP carboxilasa es en realidad un dimerc de dimeros,
de modo que si 1los sitios activos se hallan de algan modo
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influenclados por

las uniones suvbunidad-subunidad,
menos dos tipos de sities

tendremos al
caracteristicas proplas.

de unién de sustratos con
Con los datos exlstentes hasta la fecha,
no es posible decidir sl ambos tipos de sitlos son activos o no,
sin embargo, Igleslias y Andreo (82)

cuatro residuos de histidina por
dietilplirocarbonato,

Esta evidencla,

han demostrado que de los
tetramero que se modifican porvr
sélo dos son esenclales para la actividad,
s1 bien insuficiente,

podria indicar gue s6lo dos
de los cuatra sitlos presentes por tetramere son activos,

2s



Figura 6.

Geometlria propuesta para la molécula tetramérica de PEP

carboxllasa de acuerdo con los datos reportados hasta la fecha por
diversos autores (3, 96, 185, 208, 209, 210).

de contacto entre
mediante las

l.os distintos tipos
de =zonas subunidades han sido representados
letras X, Y.2Z. los contactos 2-Z han sido
representados con lineas mas gruesas para hacer notar que sl los
contactos X-X y Y-Y se rompen se obtlenen dos dimeros. Debe
notarse que el hecho de que la topologia de cada subunidad sea
asimétrica restringe notablemente los tlpos de contactos entre las
subunidades para las confilguraciones tetrahédricas posibles.
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S. Caracteristicas cinéticas de PEP carboxilasa.
De acuerde con Ting y Osmond (203} las lsoformas de PEP

carboxllasa pueden clasiflicarse en tres Rrupos de acuerde con la

actividad especiflica de los extractos crudos y segun su Km(PEP):

a) enzimas C3 e isnformas anapleréticas con un bajo Km y una baja
actividad especifica. b) enzimas CAM con un bajo Km y una alta

actividad especiflica ¥ <) enzlmas Cs con un Km elevado y una alta

actividad especifica. Estas diferencias, estan claramente
relaclionadas con el papel flsloléoglico que las enzimas Juegan en
los diferentes metabolismos de estas plantas (129, 150, 203).

En la Tabla 3. se resumen wvarlos parametros cinétlicos
reportados para esta enzima y la fuente de 1la que ha sido
obtenidos, Se omite en esta tabla los valores reportados de la

Vmax, ya que deblido a 1las dlferenclas en el grado de pureza y a
que no hay uniformidad en las unidades usadas. ho es posible
especifica de 1la
oscila entre 10 y 30
para las preparaclones mas puras tanto
de las isoenzimas fotosintéticas de plantas Ca y CAM,

comparar unos datos con otros. La actiwvidad
enzima purificada varia segun la fuente,

pmolemin '+mg de proteina’’

como de las
isoformas anapleroticas y la enzima de plantas C3 (S9, B8S. 98,
140, 1501). Debe notarse que la enzima obtenida de
fotosintétlcos & de tejidos de plantas C3
conslderablemente mas baja

tejidos no
tiene una Km{PEP)

que en el —caso de las Cas
(aproximadamente O.1 mM de la C3a frente a 1

mM de las C4 a pH 7.0,
ver Tabla 3). Esta diferencia

estad muy posiblemente relacionada
con el hecho de que en estos tejldos la PEP carboxilasa Jjuega un
papel anaplerético (129) y no fotosintético como es el
tejldos verdes de plantas Ca (203). En el

caso en
caso de las plantas CAM
la Km(PEP) es mas pareclda al de las plantas C3 (Tabla 1).
Se han reportado dlversos efectores para esta proteina,
son glucosa-6-fosfato (24, 26, 41, 76, 77, 123,

como

140, 1711, 204,
212, 213, 223), fructosa-1,6-bifosfato (28, 123), fosfato de

carbamilo (61). fosfoacetato {61), metil—
2-dinldroxifosfinollmetil—- 2-propencato (C™ CH2PEP. ref. 93),
glicina (24, 123), 3-fosfoglicerato (123, 182, 224),
a1, 75-77, 171, 212, 220. 224) y aspartato (77, 224).
su posible relevancla fislolégica glucosa—6-p

malato (24,
Destacan por
¥ glicina que son



buenos activadores y fructosa-1,6-bifosfato y fosfato de carbamllo
que son activadores mis pobres, asi como los Inhibldores malato y
aspartato.

Las caracteristicas del efecto de malato.
otros efectores de PEP carboxilasa

Malato ha sldo reportado como un

glucosa-6-P y de
e resumen en la tabla 4.
inhibidor competitive a pH 7.0,
sin embargo a pH 8.0 se comporta como un inhibidor no competitivo
y a valores intermedlos de pH la

Inhibicién presenta un patrén de
tipo mixte (59).

Glucosa-6-P ha sido reportado como un activador
tipo K ya que afecta la Km(PEP), aungue su efecto scbre 1la
velocidad maxima no esta claro,

ya que hay reportes de que aumenta
(204)

y reportes de que no se afecta (140, 224), La XKm(HCO3™)
aparentemente no es afectada por este activador (224),
que la unién del metal cofactor si
212).

en tanto
se modiflica en Su presencia
El papel del cofactor metalico divalente en la unién de los
actlivadores es aun obscuro,

mientras que Stiborova y Leblova (193)
reportan que Mg’

no afecta el nlvel de activacién observado con
glucosa~ 6-fosfato o gllcina, Wedding et al. (212, 219) proponen
que el complejo Mg-glucosa- 6-fosfato es la especle actlvadora. El
grado de activacién por glucosa-6-P o por glicina. al igual que el
grado de inhiblcién por malato, son menores a pH 8.0 que a pH 7.0
(59, 77, 80, 86, 191, 193. 199, 213). En tanto que la inhibicién
por malato parece ser general (126, 201, 203, 211, 214), la
y por el activadoer no
fislolédgico C "CH2PEP s&lo se presenta de forma clara en la PEP
carboxilasa fotosinteética,

actlvacién por glucosa-6-P, por glicina

ya que la Isoforma alislada de plantas
Ca es mucho menos sensible,

(93, 148, 184).

en caso de serlo. a dichos efectores

Uedam y Sugliyama asi como otros autores (74, 172, 204) han
reportado que la enzima de malz presenta cooperatividad

homotréplca positiva para PEP a pH 7.0, Sin embargo esta
cooperatividad desaparece a pH cercano a B.0 (77, 182, 204), © en
glucosa-6-fosfate (77, 204) o
Aunado a lo anterlor,
138, 141, 145, 190, 228) han

presencia de los activadores

3-fosfoglicerate (182). varios autores (137,

demostrado la existencia de
cooperatividad homotrépica negativa para la unién de Mg>"

a PEP
carboxllasa también de maliz. Ambos

comportamientos resultan
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dificlles de integrar en un mecanismo molecular unico ya que ambos
implicarian, como una primera aproximacién. wmaltiples sitlos de
unién, tanto para PEP como para Hsz‘.
sensiblemente

ligandos.

pero con interaccliones
diferentes entre los sitlos para la unidn de ambos
Tal conjuncién de efectos no parece faclil de explicar y

mucho menos desde el punto de vista fislolégico, ya que PEP

carboxjlasa es una enzima cltoplasmica (16, 51, 10S, 110, 150) y,
por consigulente, =1 la concentraclén de PEP y de Mg®"

v aumenta en
el cltoplasma,

los efectos de ambos ligandos se compensarian y el
aumento en la actlvidad pudiera no ser significativo.



Tabla 3. Parametros cinéticos de Fosfonenolpiruvato carboxilasa
obtenida de dlversas fuentes.
Condicliones

Parametro Origen Valor de Ensayo encia
Tipo y/o especie. M
Xm (PEP) Mesembryenthemun 0.7-1.0 Luz pH 8. 25°C, Mg SaM’
CAM 0.2-0.3 Obscuridad, pH 8 -
0.9-1.25 Luz, pH 7.5 -
0.09-0.22 Obscuridad, pH 7.5 Ref 220°
Crassula CAM 0.42 pH 7.5 20 °C. Mg 4mM
0.11 Cd 0.1 mM sin Mg.
0.14 Mn 0.3 mM
0.071 Fe 0.27 =M
0.091 Co 0.1 mM Referencla 145.
Hatiz 0.8420.17 Luz.pH 8.3, 30°C. Mg 10mM

2.0820.08 Obscurldad.

1.3620.26 Luz, glicerol®

1.1620.15 Obscuridad.

6.5520.96 Luz.pH 7.0 Sin glicerol.
11.8021.13 Obscuridad.

10.5220.60 Luz. glicerol.

12.3220.32 Obcurldad. Referencia 172.

Maiz (Ca) 2.6 pH 7. 22°C Mg 10mM

1.16 pH 8

1.25 PH 7.0, 1SXGClicerol., Ref 204.
Maiz 0.8 pHS. 3,30°C. Mg 10mM,Ref 119.
Matz 0.71 pH 8, 25°C, Mg 3mM

0.23 Mn O.6mM Referepncia 93.
Maiz, Pico I 0.66 pH B.1, T? Mg SaM
Maiz, Plcoll .52
Maiz, Plco I 6.60 pH 7.0
Hatz, Pico II 6.0 Referengla 1907
Sorgo, Pica 1 1.66 pH 8, 25°C, Mg 10mM.
Sorgo, Plco Il 0.66 Referencia 1847
Sorgo y Maiz 1.05 pH 7.9. 25°C. Mg SmM
Mijo todas Cs 1.22 Referencia 123.
Cs cruda 0.75 pH 7.6, Mg 2mM, Ref 77.
Atriplex Cs 0.11 pH 8. 30°C. Mg 10mM
Atriplex Ca 0.62
caM 0.19
Maiz, Hoja 0.34
Majz, Hoja 0.19 Etioladeo
Maiz, Raiz 0.19 e
Panfcum Ca 0.22 pH 8.3, 30°C. Mg 10mM
Panfcum C3 0.06 pH B.3
Panfcum Ca-Ca 0.07 pH B.3
Panicum Ca 0.93 pH 7.3 -
Panicum Ca 0.16 pH 7.3
Panfcum C3-Ca 0.24 PH 7.3 Referencia 76°T

- . . Comntinua . . .
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Tabla 3, continuacién .

Km (PEP) Amaranto Ca

Cania Ca
Espinaca C3

Papa (Raiz C3)

Coleoptlilo de Avena
Cacahuate.
Epidermis Ca

Maiz Plco 1.
Maiz Pico 1I.
Km(He-PEP™) Hailz
Maiz
Masz
Trigo C3

Crassula CAM
Espinaca Ca

Ks{PEPL) Cacahuate C3

Crassula CAM

Haiz

¥Km(HCO3™) Panicum Cs&

Panicum Ca
Panicum C3-Ca

Cafia Cs

Espinaca Ca

ContinGa .

-
0.29
0.25 mM

1.1£0.3
0.120,.02
1.020.25
0.120.01

0.077
0.177

0.07
0.63-0.51
o.11

0.1
0.047

Ll

0.0022
©.0067
0.0213
3.520.02
0.1520.03
0.9220.13
0.3520.04
0.012. 003
0.04:0.01
mM
3.520.5
0.16%0.02

300
400-800
400-800

100

110x50

pPH B.6,30°C. Mg SmM Ref B86.
pH 8,30°C. Mg SmM Ref 83.
pH,7.5. 25°C, Mn®"is of

Mg" 'L+ =« BReferencia 133.
pH 8.5, 30°C, Hn 2 mM

Mg SmM Referencla 188.

pH 7.6, 30°C. Mg SwmM.Ref 35.
PH7.8.30°C, Mg 2mM,Ref 124.
pH 7.4.30°C.Mg 6mM.Bef 41.
pKR 7.9.10°C.

Referencia 1407

pH B.S. 30°C. MgL 9SuM.

HgL 456 pM

MgL 2.3 mM, Referencia 141.
pH 7.0. 25°C.HMg 1-20 =M.
Mn 1-5 mM.

Mg 1-20 mM.

Mg 1-20 mM, Referencia 21S.
pH 7.5, 25°C Mg 2 mM
Mn

2 mM. Referengia 133.
pH_7.5, 22°C.Mn°l -+ o°
HMnZl - o e

a 122.
pH 7. T?, Mg O
Mg 10mM. Referepcia 212.
pH 7.0. 30°C Mg ©
Mg 10 mM
PH 7.5 Mg O
10 mM
PH 7.9 Mg O
Mg 10 mM, Referencia 597

pH 8.3. 30°C.Mg 10.PEP SmM

Referencla 76.
pH B,30°C.,Mg S5,PEP amM
Beferencia

pH7.5, 25°C. Mg 2. PEP 4amM
Beferencla 3133.



Tabla 3,

Km(KCO3™)

Km(Me®")

CeontindGa

continuacién .

Papa (raiz Ca)

Cacahuate
Maiz
Gromphrena

Eleusine
Panicum

Amaranto Cs

Maiz Pico 1.
Maiz Pico I1

Esplnaca C3

Papa {raiz Ca)

Cacahuate

Maiz

Majz

Crasula CAM

Maiz, Plco 17
Matz, Pico I1I
Maiz, Plco 1
Maiz, Plco II
Maiz, Pico I
Maiz, Plco 11
Maiz, Plco 1

Plco IT

Maiz.

fri

383
213
637
310

2721

313

4300

32

PHB. S, 20°C. Mg O. 6. PEF 2aM

Mn 0.2 =M, sin Mg
pPH 7.5. Co 0.07=mM,Ref 188.
pH 7.8,30°C,Mg 2. PEP 2mM

Referencia 124.
pH 8.0.25°C.Mg S.PEP 0.25mM

Referencla 10.

pH 8.6,30°C, Mg S5mM Ref B6
pH 7.5. 10°C

Referengia 140

:Mg: pHT. S, zs °c. PEPL» O

: Mg; PEPLS

: Mn;: PEPL> O

:Mn; PEPL» o, Beferencia 133.
:Mg:pH B.S., 20°C, PEP 2mM
:HMn.

:Co: Referencla 188.

:MgipH 7.8, 30°C. PEP 2mM
:Mn; Referencia 124.
:Mg:pH 8.3, 30°C, PEP SaM
Ee[ ereng)a

us.
Mg:ipH 7.5. 20°C. PEP 4mM

SEROTES

Referencia 14S.
25-100uM, pH 8.1.T?7,PEP?'

100-250 uM.

250-1000 uM.

25-100 um!

100-500 uM.
S00-1000 uM.
25-1000 pM.Ref. 199.

Fe.
Co
Cd
Mg
Mg
Mg
Mn
Mn
Mn
Mn



. . Tabla 3, continuaclédn -

uM
Km(He") Maiz. PC 1° 32 :Mg<100uM, pH 8.5, T?.PEP 4mM!
Maiz, PC IT 15
Maiz, PC 1 so :Hg 100-500 uM.
Maiz, PC II s1
Maiz, PC I 180 1Mg > SO0 uM.
Malz, PC 11 186
Maiz PC 1 10.2 :Mn 2.5-S00uM.
Maiz PC I 6.76 Referencia 141.
Amaranto Ca 870

:Mg pH B.6,30°C Ref B6.

Maiz Pico I 0.032 Mg pH 7.9, 10°C
HMaiz Pico Il 0.047
1

Maiz Pico 0.0102 :Mn pH 7.9. 10°C
Maiz Pico 1T  ©.0067 Beferencia 140°

M
Ka(Me>") Cacahuate, 3302140 :Mn;pH 7.5, 22°C.PEPL - O°
140240 :Mn; PEPL» «.Referencia

mwe on

za

o

Plantas mantenidas en luz previamente a la extracciéon.

Estas condiclones aplican a la lineas sligulentes cuando no se
indique una nueva condicién.

Aplica a los datos después de 1la referencla inmediata anterior.
Glicerol 30% en el medlo de extraccioédn. Extractos crudos desalados
en todos los casos.

Separan dos plcos extrayendo a pH 8.1 y cromatografiando en DE-32.
L se reflere a la concentraclén de la especle llbre. —» 0 se reflere
extrapolacién a cero concentracién y > « a infinita concentraclén.
Medldas mediante resonancia paramagnética del electrén de Mn.
Medidas por los camblos en la fluorescencla intrinseca de
triptofanos. La unién de PEP es cooperativa nH & 2.

Presentan cooperatividad negativa para el metal, ni = 0.5-0.7.
Medidas a través de la protecciédn contra 1nactivacién por
fenilglioxal.

nHEnumero de hill.
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Tabla 4.

Efectores reportados para PEP carboxilasa obtenida de
diversas fuentes.
Constante y condiciones
Efector Fuente de ensayo Referencia.
Inhibidores
Halato caM. Ki 73~-7SuM pH 8.0, 25°C, Luz**®
K1 4-S uM pH 7.5,
Ki 400-900 uM pH 8.0, Obscuridad.
Kl 60-86 uM pH 7.5.
Xt 4-9 uM pH T.Q 177
Cs Afecta Km(PEP). Cmp? 204.
Amaranto lso: 2.5 mM, pH 7.0. Hg SmM
1sa' 10 mM, pH 5.0 . 86.
Sorgo Ki 7 mM, pH 7.9, Hg 5 mM, NCap.
Maiz K{ 6 mM. NCmp.
Mijo X1 4.5 mM, NCmp. 123.
Crassula Xi{unién)® 1.17 mM pH 7.0, T? 204.
Epldermis Ki 4.S:0.3 Mx. pH 7.4, Mg 6mM 11.
Crassula FfForma i nn™ Taax™ PH 6.8
Noche Tetramerc 2.9mM 1.4 25%
Dimero 2.1 8.7 100%
Dia® Tetramero 3.9 1.9 22%
Dimero 1.6 2.4 60% 226.-
Crassula M™Mx Kile 0.43 mM Kles 3.3 mM pH 6.0 134,
Maiz X1} 0.8 mM,Cmp.rw” 2,pH 7, 30°C, Mg SmM
Ki' 10mM,NCmp,ns" 4.pH 8
xdP 1.20 mM pH 7.0
Xa® 2.65 mM pH 7.S
Xa® 8.00 mM pH 7.9
Mg y glucosa-6-fosfato no afectan Ka®
29.
Aspartato Sorgo Ki 10 mM, pH 7.9, Mg SmM NCmp.
Matz Kt 12 =M, NCmp.
Mo X1 21 mM, NCmp. 123.
Amaranto Isa: 2 wmM, pH 7.0, Mg 5 mM
1s0' >20 mM pH 8.0 149.
Piruvato Sorgo Kt 4 mM, pH 7.9, Mg SmM Cmp.
Marz K} 7.5 mM, Cmp.
Mile Ki 4.2 aM, Cmp. 123,
Amaranto 1so) >20 mM pH 7, Mg S5 mM
. I1so' S mMd pH B
- « . Continda . .
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. - + Tabla 4, continuacién . . .

2-P-Glicolato Maiz Cs Cap. frente a PEP pH 7 y 8 Inh. Bifasica,
Kli1 0.16 mM. Kiz 0.4 mM,
ACmp frente a Mg

Espinaca Ki 620.1 uM. pH 7.5 Mn 2 mM 133.
T HMasz Ki 200 uM 20.
Crassula Ki 0.17 mM, pH 6.0 144.
1L-P-Lactato Espinaca Kl 220.2 M, pH 7.5 Mn 2 mM
. Ki 98215 uM, pH 7.5 Mg 2 mM 1233.
Cacahuate Ki 110220 pM, pH 7.5. con Mn' 132.
Ll Maiz Xi 100 uM 90.
P-malato .. -~ Maiz Ki 2600 uM 20.
Oxaloacetato Maiz Iso' 0.25 mM pH 8.3.30°C.Mg 10 mM
Ncmp frente a PEP y HCOa™ 117.
ATP Avena Se elimina aumentando Mg 5.
Sorgo K1 1 mM, pH 7.9, Mg SmM Cmp.
Maiz K1 3 mM, Cwmp.
Mo K1 1.2 mM, Cmp. 123-
Sulfito Maiz, Cmp vs. HCO3 , ACmp vs.Mg

NCmp vs. PEP. K1 (PC1%)vs PEP 7.2 mM
H Ki vs HCO3  11.3 mM PCl y S.7 mM PCII
: PH 8.5.

139.
Fosfato Crassula Ki 8.1120.04 mM,pH 7,20°C,Mg S.PEP O.1mM
. Componente inhlibitorio
Activadores
Glucose-6-P Crassula Ka(unién) 0.24 mM, pH 7. sin Mg, PEP®

Ka 0.12, Mg 10 mM, nu = 1, sin PEP
Ka 0.1, Mg 10, PEP SmM nn = 1.

Maiz Baja Km(PEP), Sube Vmax, pH 7.0
Elimina la cooperatividad

. Maiz PCI Ao.s 2.5 mM pH 8.1, 20°C, Mg 2mM, PEP

B

SmM
Ac.5 5.2 mM pH B.S
AD.5 5.0 mM pH 9.0 1937
Crassula Ka 0.2820.1 mM, pHopt 8.1
Trigo Ka 0.3320.01 mM, pHopt 6.2
B Maiz Ka 0.6820.12 mM, pHopt 6.9 213.
e Glycina Ca Activador Fuerte. pH 7.9, Mg SmM  123.
i Maiz Baja Km(PEP) Sube Vmax., pH 7.0
No disminuye la Cooperatividad 204.
Maiz PCI Ao.s 1.0 mM pH 7.0, 20°C, Mg 2mM, PEP SmM
Ao.s 2.0 mM pH 7.5
A0.s 3.3 mM pH 8.1
Ao.s 4.0 mM pH 8.5
Ao.5 3.3 mM pH 5.0 1937
+ . . Continjia .
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. - « Tabla 4, contlnuaclén . . .
Fructoma-1,6DP Ca Activador pobre, pH 7.9, Mg SmM 123.
AMP Penisetum (C3) Activador moderado 111

Crassula Xa'0.082:0.028.pH 7.0,25°C PEP 0.12 mM,
Mg S mM Bala Km y Vmax

Xa”"0.083:0.310, pH 7.0, 25°C 176.
Acetil-P Maiz A0.5 1.6 mM @ 0.5 mM PEP ¥

0.62 mM @ 4 mM PEP. Bala Km. Sube Vmax

pH 8.0, Mg 5 mMT 61.
Carbamil-P Maiz Ka 0.3 mM., Sube Km y Vmax tiene un

Componente inhlbitorlio Cmp Ki 0.7 mM

PH B.0, Mg S5 mM. 61
C™“CH2PEP Matz Xa ©.32 con Mg y 0.13 con Mn.
Baja mucho Km, sube poco Vmax.
Trigo No tiene efecto 93
Fomfato Crassula Ka 0.1220.66 mM,pH ’I,ZO“C.Hg S.PEP O.XB-nH
Componente activador. 131

® Plantas mantenlidas en luz previamente a la extraccion.
Estas condiclones aplican a la lineas slgulentes cuando no se
indique una nueva condicién © una nueva referencla.

: Aplica a los datos después de la referencia lnmedlata anterlor.
Cmp, Inhibidor competitivo; NCmp., No competitivo;  ACmp,

Acompetitivo y Mx, Mixta.

°  Medidas por los cambios en la fluorescencia intrinseca de

. triptofanos. La unién de glucosa-6-P es cooperativa ni = 1.87.
Medldas mediante Resonancia paramagnética del electrén de Mn.

: Separan dos picos extrayendo a pH 8.1 y cromatografiando en DE-32.

y Ao.s es la concentracién requerida para lograr 50% de activacién.
Is0 concentracién requerida para lograr 50% de inhibiclén.

) Plantas mantenidas en obcuridad antes de la extraccién.

} Porcentaje de inhlblcién con el Inhibidor saturante.
Medida en forma cinética

* Fosfato tiene un componente inhibltorlo y uno actlvador.

: ne es el numero de HILL para la unién del ligando en cuestién.

Medida a través de 1la proteccién a la inactivaclén por
fenllgllioxal.
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6. Meccanismo de la reacclén catalizada por FEP carboxilasa.
PEP carboxilasa,

como ya Se menclond
apartado 2),

anteriormente (crf
es la unlca carboxilasa hasta

utiliza bicarbonato como sustrato y gque no regulere biotina.
Maruyama et al. (124, 132), basindose fundamentalmente en datos
cinéticos de intercambio l1sotépico

realizados

ahora conocida gque

vy en datos de
resonancia

unisn de
sSustratos

paramagnética del

mediante
electron, proponen gque la reaccidén se

mecanlsmo concertado (Fig 7a),

lleva a cabo por un

en el cual el oxigeno ilonizado del
bicarbonato produce un atagque nucleofilico sobre el fosfato de PEP
induclendo un reacomodo de los electrones que permite la salida
del grupo fosfato de PEP y el atagque electrofliiico del carbdn de
bicarbonato sobre el BT UpPS enol de PEP
oxaloacetato. Dlcho

sigulentes

para formar el
cuestionado
La mayor parte de
carboxilaciéon dependientes de bicarbonato

mecanisme ha sldo

por las
evidencias: 1)

las reacclones de

conocidas se llevan a
cabo por la formacién de un intermedlario de carboxifosfato (50).
11) Se ha demostrado que PEP carboxilasa de maiz es capaz de
catalizar la descomposicién de fosfato de carbamilo usando agua o
bicarbonato como sustrato aceptor (61). 111) FEP carboxilasa de
Escherlchia coli no es inhibida por DL-P-maleato,

y deblese serlo
de ser operante este mecanismo concertado.

ya gue este compuesto
€s un analogo del estado de transiciédn que se
este mecanismo opere

lleva a cabo con

requiere para que

carboxilacién se
la configuracién,
explicado por un mecanismo concertado,

(89). 1v) La reaccién de

inversion de lo cual no es

en donde la configuracién
se conserva dado que el atague ocurre

en forma casl! simultanea
(68, 151).

Dadas estas evidenclas el mecanismo de reaccidn aceptado hoy
dia consiste en una catallsis en dos pases (Fig 7B): 12 el
sustrato PEP’” es desfosforilade usando bicarbonato como aceptor
para formar el carboxifosfato y 22 este HCO3 activado es el
donador del carboxilato que ataca al déble enlace de la forma
endlica del piruvato, ayudado por

la eletrofilicidad del metal
divalente (58, 174).
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Figura 7. Mecanismos propuestos para la catallisls de la reacclén

de B-carboxilacidén que lleva a cabo PEP carboxilasa. A.

Hecanismo
concertado propuesto inicialmente por Maruyama et

al. (124). B.
Mecanismo en dos pasos propuesto inicialmente por O'Leary

et al.
{(151).
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7. Papel de los cationes divalentes en la reaccidn catalizada por
PEP carboxilasa.

El cofacter Msz‘ puede ser substituido por clertos catliones

divalentes como an'. Cdz'. Fez‘ b Coz’. Sin embargo, otros

cationes dilvalentes resultan inhibiltorios para la reacclén,

es el caso de 2. cu®",2n*" y N1®", estos datos se

presentan en la Tablas 3 y S y han sldo tomados de varlas fuentes
(132, 141. 145, 151).

como

Tabla 5. Inhiblcidén por diversos cationes divalentes de 1la

reaccidén catalizada por PEP carboxllasa en presencla de Magnesio
como 16n activador.

16n metallco Ki(E1) X1® (EMgI) Ref.
2e (mM)

Bel: 0.12 0.39

Caz. 0.25 —_—

sr2; 3.8

BaZ, 21

leo 0.002

Cuz' 0. 0025 0.13
2. 0.0083 0.09 .

Pd’ 0.32 S5.0 167",

PEP carboxilasa purificada de Crassula argentea (CAM).

Hedlante el uso de resonancia paramagnética del electron
(EPR) y utilizando an' como catién, Mildvan et al. (132, Tabla
3). han obtenido fuertes evidenclas en cacahuate de que PEP

carboxilasa se une tanto al metal como al sustrato, pero que a su

formande un puente triple (Fig 8). Es
como PEP®” pueden unirse a la proteina en forma

vez ambos se unen entre si,
decir, tanto Ma*"

independiente, pero la unién se refuerza en un orden de magnitud

cuando ambos ligandos se hallan unidos. Estos datos se

corroboraron con datos cinétlcos que muestran que las constantes

de disociacién (medidas cinéticamente) de Mg® y Mn®* a la enzima

disminuyen cuando se extrapolan a inflnita concentraclén de PEP?
con respecto a las extrapeoladas a cero concentracién de PEP?” Y
viceversa (133, cfr. Tabla 3).



Figura 8. Esquema que muestra la formaclién de un puente triple
E-Mg-PEP, como el que ha sldo propuesto para
{(132). El esquema resume,

participacién de

la PEP carboxlilasa
de acuerdo con Andreo et al. (4), 1la

lo8 residuos de aminoacidos que han sido
reportados como esenciales para la actividad (cfr. apartado 4).
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Muker3i (141, cfr. Tabdbla 3} encuentra que la velocidad de 1la
reaccién es aproximadamente 1la wmwilsma a una concentraciédn de
Mg-PEP~ determinada, con clerta independencla de la concentracién
de Mg® 1ibre y PEP

libre usadas
concentracién.

para lograr dicha
ello indlicaba que Mg-PEP™
Sin embargo.

en la cantidad de Mg~

era el sustrato real de
la enzima.

en Sus experimentos un aumento sustanclal
libre se traduce en una 1nhibicidén de la
conjunto se refleja
homotrépica negativa

enzima que en como  una cooperatividad
para Mg?". Este autor interpreta sus datos
proponiendo que Mg®" libre es un regulador negativo de la enzima.

Los datos existentes en 1la

literatura hasta el momento de
comenzar el trabajo de esta tesis no dejaban en claro ctal era el

sustrato real de 1a enzima,

vya que los
apoyaban el hecho de que PEP>
la proteina en forma

experimentos de unién de
llgandos

y Mg®° pudieran unirse a
independiente, peroc
mencionados sefialaban una preferencla de
Mg-PEP ™.

los datos cinéticos antes
la enzima por el complejo

la posibllidad de que el metal
pudiese ejercer un efecto regulador alostérlco adicional.

Por otra parte existia

8. Importancia del presente estudio.
A fin de enfatizar aquellos aspectos que nos impulsaron a
realizar el estudlo Qque se presenta en

esta teslis, resulta
conveniente hacer

comportamiente de

documentadas en

nincapté sobre 1los slgulentes aspectos del
la enzima PEP carboxllasa Qque bhan sido ya
los apartados anteriores. Por esta razén, no
citaré en este apartado a los autores de los trabajos en los que
se describen los diversos efectos que menclonare, ya que el lector
puede regresar al apartado correspondiente para este efecto.

1) Clertos efectores de la enzima guardan relativamente poca
homologia entre si, pero guardan el mismo grado de homologia con
que son compuestos
notoric es el actlvador

el sustrato vya

fosforilados. Especlalmente

C TCHzPEP que fue disefiado para ser un

andlogo del estado de transiclén de la

enzima. Este tipe de
moléculas suelen ser excelentes inhibidores de las enzimas para
las que fueron dlsefados,

sin embargo en este caso. este anilogo



resulta ser un activador. Es pues claro que esta activacién
reflejaria la exlistencia de al menos dos tipos de sitlos capaces
de unir PEP en l1a enzima, es decir, sltios cataliticos y sitlos
reguladores en donde se pueden unlir tanto PEP como los activadores
analogos de PEP.

11) De los datos anterlores y de la respuesta cooperativa de
la enzima f{rente a PEP total a pH 7.0 se deduce que deben existir
dos sltlos de uniédn interactuantes para PEP en la molécula, ya sea
Que ambos sean

actlvos o© s6lo uno de ellos. El hecho de que

gBlucosa-6-fosfato elimine tal cooperatividad parece \indicar que
activador, al cual PEP
también puede unirse cuando no esta ocupado por glucosa-6-fosfato.
Debe mencionarse,

existe un sitlo alosterico para este

sin embargo.

que esta ultima no es
explicacién posible,

la unilca
¥ que pueden proponerse mecanismos cinéticos
que expliquen estos efectos partiendo de otros supuestos. Por esta
razén estos efecltos merecen atenclon adicional.

I111) La cooperatividad negativa que presenta la enzima frente
a MgZ" tanto cuando se considera a PEP total

como sustrato. como
cuando se consldera a Mg-PEP,

parece hablar de sitios adiclionales
para Mg®" Que tlenen caracter regulador.

Caben por lo tanto las
sigulentes posibllidades: 1) se trataria por tanto de una enzima
que poseeria sitios alostéricos para los mismos sustratos que se
active, 11) seria una

sltios actives cooperativos

requieren en el sitlo enzima con varios
que presentan diferente

respuesta
dependiendo del sustrato que se una, o {i11) exlste una explicacién
alternativa que agrupe conjuntamente estos compor tamientos
observados.

Esta es 1a cuestidén que trataremos de responder en el
presente traba jo.

IV) Resulta evidente que el comportamlento de la enzima se

modiflca substancialmente con el pH en el rango entre 7-8,
tanto el comportamiento
efectores,

va que.
sensibilidad a
varian en algunos casos cuantitativamente y en otros
incluso cualitativamente. Sin

cooperativo, como la

embargo, estas modificacines
substanclales no han sido del todo caracterizadas,

ya gue se ha
identificado un so6lo grupo

ionizable con un pK dentro de este
range que participa en la unién de los sustratos Mg>" y PEP,
pero no en catalisis.



V)l Es claro que, a pesar de la gran cantldad de grupos
lonizables detectados como esenclales. la lonizacién de dichos
Erupos no se observa en los perflles de lLoglVmax) y Log(Vmax/Xm)
realizados hasta ia fecha. Esto resulta sorprendente,
menos las histlidinas y las clsteinas,

ionizaclén

va gque al
son suceptibles de sufrir
de pH. La causa de esta aparente
tnsensibllidad al pH por parte del mecanismo de catalisis de esta
proteina no ha sido adn explicada.

trabajo nos propusimos.

en este rango

En el segundo articulo de este
precisamente, profundizar en este aspecto
del comportamiento de esta intrigante proteina.
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EXPERIMENTAL.

Se pretende en esta parte, abundar en aquellos aspectos que
no se encuentran descritos con suflclente detalle en los
articules. Por esta razén no se tncluyen en esta secclén todos los
procedimientos empleados ni los materlales utlilizados que se
describen con suficlente detalle en ambos articulos.

Para el anallisis de datos se utilizaron 1los sigulentes
programas de computadora:

HoJja electrénica de calculo QUATTRO de Borland International INC.
Comptllador de TURBO-PASCAL de Borland Intermatlonal INC.
Intérprete GWBASIC para PC de MicroSoft.

Purificacion de PEP carboxilasa de hola verde de maiz.
Las hojas de maiz cortadas se despolaron de la vaina central

Yy sSe cortaron en pequefios pedazos. Durante este procedimiento., es
necesario mantener las hoja en una bande)a con un poco de agua
limpia para evitar que se sequen. Los trozos de hoja se colocan en
un colador y se lavan con agua corriente abundante para ellminar
la tierra y los Iinsectos adheridos al material blolégico en
cuestlén. El materlal lavado se seca con papel absorbente,
culdando de no dej)ar fragmentos del papel pegados a las hojas y se
pesa en una balanza granatarla.

Los trozos de hoja lavados se colocan en una vaso de
licuadora (Waring Blendor). que debe haberse enfriado previamente
en hlelo y, se afiaden de 2 a 3 volumenes (con respecto al peso de
las hojas) del medlo d= extracclén que se describe en el primer
articulo. Se muelen las hojas medlante pulsos cortos de agitacion
en la lilcuadora, procurando evitar que ¢l material se adhlera a
las paredes del vaso, para que la homogenlzaclédn sea 1o mas
completa posible. El homogenado obtenido se flltra a través de 4
capas de gasa ¢ de Mliracloth y se reclbe en un recipiente graduado
con el fin de determinar el volumen obtenlido, del cual se toma una
allcuota para determinaclén de la actividad enzimatica de PEP
carboxilasa (los ensayos se describen en el articulo primero) y de
la concentracidén de proteinas {ver mas adelante). Este filtrado se
centrifuga a 40 000 g durante 20 minutos. se determina el
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volumen recuperado de sobrenadante y se toma una nueva alicuota

para ensayos de actividad y proteinas. Se afiade al sobrenadante

-6000 (PEG) para llevarlo a 15% (p:v)

suficlente polletilénglicol
se deja reposar durante 30

mantenliéndolo en hielo y con agltacién,

minutos y se centrifuga como antes. Se toman nuevamente alicuotas

antes y después de centrifugar. Al sobrenadante obtenido se le

PEG sigulendo el procedimiento anterlor.

lleva hasta 30% de
la actlvidad deberid quedar en el

Después de la centrifugaclén,
precipltado.
El precipltado de 15-30% (p:v) PEG puede congelarse a

pero debe resuspenderse en el buffer que se scnala en el articulo
ya que la capacidad de la

-70°C,

1 en un lapse no mayor a 24 hrs,

proteina para resolubllizarse se plerde gradualmente en estas

condiclones. La resuspensioén debe Teallzarse con agitacién
moderada por un tlempo prolongado (al menos 30 min), aun cuando la
totalmente rest ida. Desp de resu

pastilla parezca
indicado, la suspensién se centrifuga
la actividad debera permanecer en el

como se ha para eliminar

proteina insoluble y
sobrenadanante.
La soluclén de enzima obtenida del paso anterlor se pasa por

una columna de hidroxiapatlita para pegar la proteina a esta

resina. La columna de hidroxlapatita debera contener al menos 1 ml
de BioGel!-HTP por cada 5 mg de proteina que se tengan en la
preparacién de enzima. La columna debera ser de al menos 10 cm. de

no

largo pero de no mis de 20 y se recomienda utillizar flujos de

mas de S cmshr. a fin de obtener una buena resolucién. La
cromatografia se realiza de acuerdo con lo sefialado en el articulo
reunen y se

primero y las fracclones en el plco de actividad se
A

toma una alicuota para determlnaclén de actividad especifica.
las fracciones colectadas se les afiade MgClz hasta una
10 mM. Durante este paso sSe observara 1la

concentraclén de
A contlinuaclén se afiade PEG

formacliétn de un preciplitado blanco.
del 50% {p:v), esta suspensién se

al menos una hora. La actividad
en el preclplitade y debe ser
desea guardar la enzima en este
medio A, afiadirse PEG hasta 5%

hasta una concentraclén
centrifuga a 80 000 g por
después de este paso permanece
resuspendida de inmedlato. Si se
paso deberia resuspendense en un

as



{p:v) ¥y después de centrifugar a 40 000 g 20 minutos puede
congelarse a -70°C. Este Ultimo procedimiento conlleva sé6lo una
leve pérdlda de actlividad. La enzima congelada de este modo es
estable por algunas semanas. La congelaclién y descongelacién
repetida afectan seriamente la actividad de esta suspenslén. Se
recomienda que s} no se ha de usar toda la suspensiédn Junta se
preparen alicuotas para descongelarlas segun se requlera. La
muestra obtenida se cromatografia en Sephacryl-S300., se recomienda
una columna gque contenga una cama de resina con 20 a 50 veces el
volumen de muestra a aplicar, la longitud de la columna debe
mantenerse entre 70 y 100 cm. y el flujJo recomendado es de 5-15
cm/h. para una éptlma resoluclén.

La proteina eluye como un sélo plco aproximadamente entre 0.4
Yy 0.5 veces el volumen de la cama ligéramente después del volumen
vacjo. Las fracclones obtenidas después de ser reunldas se llevan
a 5% (p:v) de PEGC y se determina actlividad especifica de la
preparacién. lLa enzima obtenlda puede ser congelada a -70°C con
las precauclones ya menclonadas.

La electroforesls en condiclones desnaturalizantes en geles
de acrilamida se reallzé wuttllizando el slstema dlscontinuoc
descrito por Laemmll (108). La proteina obtenida demostré tener
una pureza de al menos 95% medlante este criterlo usando azul de
Coomasie R-250 como colorante para proteinas.

La determinacléon de proteinas se reallzéd como slgue:

Para extractos y preparaclones crudas, se tomaron allcuotas
de la muestra que estuviesen entre 0.2 y 0.5 unidades de
absorbencia a 2B0 nm después de llevarse a 1 ml. Se afiaden 100 ul
de desoxlcolato de sodlio 0.15 % {(p:v) y 100 upul de TCA al 72% en
frlo y se centrifuga a 3000 rpm por 15 min en una centrifuga
refrigerada. Las pastlllas de proteina se resuspenden en 200 ul de
NaOH ©.1N-G.2N con agltacién vigorosa y se lncuban por 15-20
minutos a 80°C en una bafo de temperatura constante. A las
muestras asi tratadas se afiaden 3 ml de solucién de azul de
Coomasle G-250 preparado segun lo descrito por Bradford (13) o
disuelto en &cldo perclérico 0.6N a una concentraciédn de 100 ppm
(se requieren de 6-8 hrs de agitacién para la disolucién del
colorante cn la soluclédn del acido perclédrico y después de esto
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debe flltrarse el reactivo obtenido por papel Whatman N2 1 y luego
por filtros milipore HA de 0.45 um., esta solucién es muy estable
a temperatura amsblente s1 se conserva blen tapada). Se lee la

nm y se determina la
concentraclién de proteinas interpolande en una

absorbencia de las muestras a 595

curva patrén de
albamina entre 5 y 80 ug de proteina que debe prepararse sligulendo
exactamente el mismo procediamlento.

Para los experimentos clilnéticos las solucicnes empleadas se

prepararon con agua destilada y purificada a través de un sistema
NANOPURE de Barnstead. Las soluclones de MgClz empleadas se

prepararon de acuerdo a como se describe en el articule t. Para la

preparacién de soluclones tamponadas se utillzaron reactivos de la

mis alta pureza disponible. Las actividades determinadas a pH 7.0

en un medio de trietanolamina-HC1l Y

en un medio de
PIPES-trietanolamina

{ver abreviaturas en el articulo primero) no
fueron significativamente diferentes.

Para 1la determinacién de 1las cantidades de
totales que deben afiadirse a fin de
definidas de diversas

las especles
obtener concentraciones
especies  se utilizé un  programa de

computadora escrito y complilado en TURBO-PASCAL (versién 3.0). E1

programa esta basado en dos series de ecuaciones propuestas por

Storer and Cornish-Bowden {196) que pueden, por iteraciones

dadas una serie de componentes {(que
forman una serie de complejos definldos
establlidad globales

repetidas, ajustarse para que,

cuyas constantes de
son conocldas a la temperatura

y fuerza
iénica requerida), sea posible calcular

la concentracién de las
especles libres que se forman a una concentraclién total dada de
las especles, o blen, la concentracién de

las especies totales
requeridas para lograr una

determinada concentraclén de
especle libre en solucién. Las

permitir manipular clertos

una
opclones pueden combinarse para
datos como concentraclones libres
deseadas y clertos otros como concentracliones totales {1\ jas.

De esta manera ademas, st se conocen las constantes de
disoclacién de H' de las especles en soluclién, se pueden convertlr
a constantes de establlidad (Keet=10°") globales y es posible

calcular las concentraciones de las diferentes formas 1énilcas de

estas especles y sus respectivos complejos, slempre que la

a7



de protones se 1ncluya como una especie 1ibre

Es decir, que el pH (-LoglH"]) se
valor correspondiente al pH

concentraclén
constante en los calculos.
incluye en los célculos, usando el
deseado, a fin de hacer las constantes de estabjlidad
independlentes de pH.

ejemplificar lo dicho en el parrafo
las sigulentes constantes

Para anterjor se ha

escoglido el caso del EDTA para el cual
de equllibrio han sido reportadas (106):
EDTAH?™ «» EDTA” = H'; pK=10.34.
EDTAY™ + Mg®" «. Mg-EDTA®": Kugrora= 3.98 ~ 10° my™!
EDTAH®™ + Mg®’ «" Mg-EDTAH™; KngenTan= 1.82 » 10° mM™}
Las especies 1énicas restantes no se Iincluyen en el calculo,
dado que sus pK son  mucho mas acidos y no aparecen en
rango de pH a estudlar, ademas

concentraclones apreclables en el
por 1o cual su

de que su capacldad para quelar ng' es muy pobre,
influencia en los calculos puede despreclarse.

de establlidad (&

partir de 1las
declr, de las

El calculo de las constantes
constantes de formacidén) de estos complejos a
l1ibre solas y totalmente lonlzadas. es

especles
(KNGEDTAN en este caso) se

constantes de establlidad globales

realiza como sigue:
EDTA'” « H® « EDTAH®"; Kepraw= 10°%
M} .
EDTA®" « Mg®" «» Mg EDTA®"; Kwgepra= 3.98 = 10° mM~! que no necesita
2* son especles totalmente

= 2.19 x 10°°M7" = 2,19 x 107

modificaclién ya que EDTAY” y Mg

ionizadas.
EDTAH?™ + Mg®
puede obtenerse como el producto de dos constantes,

s Mg® + EDTA'" + H®; esta constante (Kmgrorar)
a saber:

[MQEDTAHY IMQEDYAHT 1EDTAHY
KHgEDTAH = -
" Ing1 = (EDTAT > {H) Twgl~ IEDTART ~ —(EDTA} * (W)

KnoeoTan = Kepraw =  1.82 x 10° mM™' » 2.19 < 107 mM™' = 3.98 x
10% s~}

El llstado del programa se detalla completo en el apéndice 1.
cinéticos se empled 1la hoja

Para 1a simulacién de datos
la cual las wvelocidades

electrénica de calculo QUATTRO en

fueron calculadas numéricamente de acuerdo con las

inlclales

a8



ecuacliones descritas en 1o0s apéndices de ambos articulos.

Para los ajustes numéricos de los datos silmulados y los datos
experimentales se empled iniclalmente un ajuste aproximado.
Después se afinaron los datos mediante un programa de regresiodn no

lineal escrito en CWBASIC de acuerdo al programa descrito por
Las dunlcas modificacliones hechas a este

consistlieron en la inclusién de una rutina de
matriz por

Canela (21). programa
inversiéon de una
elliminaclén gaussiana con plvote total y en la
separacién de las lineas que contlienen la entrada de datos y las
lineas gque contienen

las rutinas de calculo
separados que

en dos programas
funcionan alternativamente. El1 1listado de este
programa se incluye en el apéndlce 2. Al flinal del programa Se
incluyen analisis estadistico de los datos

Tesultantes de acuerdo con las propuestas de Relch et al. (168).

varias rutinas de
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Kinetic Evidence of the Existence of a Reguiatory
Phosphoenolpyruvate Binding Site in Maize
Leaf Phosphoenolpyruvate Carboxylase
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pu:m«i from meire leaves. This findiag sudgeated the
reesnce in the snzyme of a regulatory site. o which
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enryme using controlled concentrations of feee PES
and of Mg-VEP complex and developed a theoretical
kinetlc model of the reaction

. In summary. the main
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sumptions of the model. were the following: (i The
affinity of the active site for the comples Mg—PEP i
much higher than that for (ree PR and M 1one. and
there itcun he that thet alaub.
strate of the PEP.catalvzed reaction is Me—PES. (n
The enzyme has & cegulntory aite specific for free PEP.
o which Mg?" inns can not bind. (41} Thebindiod of free
PEPF. ar an snalog molecule. to thie regulatory site
yields m modified enzy me that has much lower apparent
Ko valurs and apparent Vo, values than the unmodis
fied enzvme. S0, free PEP behaves as an eacellent acti-
valor of the Feaction at subssturating substrate concen -
trations, and as an

concentration

inhibltor at asturating subatrate
Thewe findiogs mav heve imporisnt

on the regulatioa of the I'F
artoayinee in cive artivity and. consequently, of the
>

tained when the concentration of PE
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1, .phosphogiscerate 171, ), carbamyl phosphate and
acetyl phosphate 151, and C=CHLPEE (8). suggestng
the existence 't ne of aeveral regulatory sites in the en-
rvme molecule On the ather hand. it i known that PEP
Carhozy laee broen 0, apecies showe hoamotropic positive

conperativaty 1 the binding of PEE at pH T 0 or near 7.0
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riect wf Iheasinhosphate nn PEF Carboxlnse Acticits
The etfect of several ¢
on the

v ation;
TP carbozylane Feaction rates wan firnt atudied
usming total PEE as variable subsirate and the concentra-
uoanr of Mg and HCO, 1ons Usually accepted as saty-
rating (10 and 1 m. respectively). under the standard
anany conditions dencribed under Materials and Meth
wda We oheerved a clear activation of the enzyme by
phenyiphusphate. when asanved at low total PEP con-
centeations, while at the higher ones there was a much
lower decree of activation. This, thin compound has bt
tie or no eitect bR the pta of the d
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pears to be the same kind of wctisator of PEB cartaocd

ane anothers already regmorted. which decrease the ap
ent K_ (PEP) values without medifyving the b o, sal
wich s ghacome 6 phimphate (23 and the nonp hvse
cal compuand CTCH PER 5 The shape ot

urven wggEata Positive coaperativ iy foe R
concentratiorn range studied. this cosperativaty being
Tean AppArent as the ACtIs KEOT CONCENTEAtIoN 1n The assas
medium increnses Again. this etlect 1a similar G that ot
#IUCtme -6 phoaphate. which has been reported to abeolish
the pomitive conperativity in the binding of PEE o
werved at pH 700 Unta trom a new ~t
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Joan
1 tiems:
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R, a0
expermenta, in which we used low totsl PEP concent s
tions and otherwise identical «xpenmental conditions as

teloce, were plotiad as the reciprocal af snitial veliciry
AgAInal the reciprocal Of free phenviphosphate at severs)
fined total PEP concentratiuns 1Fig 2A) The tamily of
curves obtamed ciearty contirmed the comgwtitive nn-
ture of the activating etTeact of phenylphosphate with re
wpect to PEP.An inhibitory etfect wan alao obmerved at
the twa highest phenviphosphate concentrations (312
and 6.4 mmt and the lowest wtal PEP concentration
tested €13 uM), probably due to binding of the activator
1o the ncteve mite

The structural analagy between phenviphosphate and
PEP. and the finding that the degree of activation de
pends on the subntrate concentration, decreasing as the
latter increases, sugkented to us the possitnlity of the ex.
ntence in the enzyme of a regulstory aite, ditferent from

them 1 e ste towhich PER (ould bind Hoth aates misst
dufer conerterably in therr felative athunties for FEI
Brdiag tor Mg anne, 1f the activation is to have ans
t agniticance [t o well established that
FEP vartecxlase catalored reactions require divalens
metal Lo 123 130 However, when we carried out thin
mteadh the theost mecepted idea w ae that the real substrare
ot the reactin war the onie free PEP (I, 27, 111 Sev.
veal Kinetic and biading studies demonatrated that PEFP
and My cun bind independently 1o the enzeme (26, 27,
45, e but 0t has been also reported that the value of
the K, for snther of these two hizands s atfected by
chanang the concenttation of the othee. bence they bind
much more atrang by 8t asturating concentrations of bath
Liganda 251 So we decided 1o check the hypothesis that
Mg -PEP functions as subatrate and that free PEDP. or
free I'EP analog. 1» the activatar of the PEP carbozyl-
nee-catalszed eractien. Thus, we meanured the etfect of
free phensiphoaphate on the enzyvine activaty uning Mg-
P'EF as the variable subatrate at two fized free PEP cone
centrations, 025 and 20 m™. The reaults obtained,
shuwn ar doubile reciprocal plots in Fig. 3. contirm the
activating «tfet of bhensiphoaphate and the validaty of
vonsidening Mg PEP an the real substrate of the reac-
TN, Gimwd straight bines were obtainad and »* was al-
WwaAvA gTeater than 199 even on the atmence of phenyl-
phomphste  Therefore. under these new experimental
conditiona, The ensame shows AMichashinn Kinetics in a
tane of sub=trate conesntration simslar to that used
presviousis when homolrepic peositive Coonperativits was
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ohmerverd 10 adition, Che 800t messured a0 ma
froee PET (Fig LA mere nlmavs higher than those at ¢
mn free PEF (Fig SH1 teoth in the abasnce and n the
presence of phenviphosphate, showing that free PEP o
in fact an actinator of the enzvme Thua. the positine
cooperativits for the binding «f PEF tound in previous
studdies by us and vthers (1.2 7. 110 probably arose £

the (act thal when studving the feaclion hinefics Using
tortal PEF s the variable subatrate at high Ma*" cooncen
erntians, the activatink malmenle. t o free PEF. i being
inereared amultaneously with the substrate, 1o . the
Mg PEP complex Fumhermore, the abmence of coper
atsvity in the binding of Mg PEF qives additional aup
§eoe1 to our neinal hypeothesis that the metal-comslexed
formn of PEP 1 not the activating mulecule, othe mwice
prrmitive reoperatsvity would have been obmerved in ¢hose
experimenta in which Mg PEP was the vanable sub
wtrate Note that the concentrations of tree Mg neces.
Anrits ine reased an did thone of Mz PR However, these
1ons appear not to have any additonal etfect of agnin
cance on PEI cartsxviese teaction. given that steancht
1ines were abstmned Therefore, the sthnity of the active
ane for froe Mg mst be very fow indeed

»m

KAF FHOSEHOESOLIAKE VATE C alhoNs Lass

The dexres iof a1V ATon Ccaveed by 8 Zven amount of
phenviiphasphate wrs Liwer ot 20 MM tree PRI than
that at (025 mas trewe PEE agugesting that beth actica
tirte have additive etfes te and compete 10F the ~a ~te
an peontulated by s

Table | «hiws the erfect oof phemiphosphate wn the
apparent Ao NMe PERCand Vo, values At tree PED
G20 MM phen hhoaphate cansed o marked devrease o
apbarent Ko At tree PEFL 20 mst this eftect s beas peo
Peminced. un e s b e paected since the apparent Ko s abue
wn already crinaderabiy lowerad by the higher tree FEP
concentration Phensiphimphate almo produced a con:
widerable derryoase in the spparent o s alues Free PR
has the same eifect of decreasing the apparent V... as
can be aeen by comparing the values of this parameter
at 025 and 2 ons fres FEI 0 the absence 0! pheny!
phosphate Therefore, both Lgands behate an inhibities
of the feaction Al saturating concentrations of the wub-
atrate Mg PEE However, we did not observe any
changes 1n spparent Ve, values when total PEP was
used us the ariable submtrate. Similariy. zlucone 6-phox-
phate and CTCH PEP did not atfect Vo, values when
Arsaved with toral PEE. ne mentioned above The reason
fur thia mpparent discrepancs may well be that at satu-
rating total L tecels we alas have asturating concen-
tentiona of Me PEF and of teee PEE for the actve and
rectintors sites fesgeectivels Thus, the presence of the
activntor. pheoyipaosphate (n ur case, #t the concen
tratione used i thise expeniments had no additional
et on the apparent ., valuss Free phenviphos
phate smeme e b slightly more afective regulator of

N the s

FRE carteeastaae a1ty Than tree PR
TRAtAL s e v re proncuned efect on spparent A and
sabsatursting Me FPEP concentra

b oee vnlues
rates

tiene, pheas s RACe i reanes the feaction
Mofe than dees w0 equIs Alent concentration of tree PEE

TanLET
Etfe 1 ot b o lohemprhate on che Kinetw Farsmaters
the FRE Cartuix s imse Catalvred Re

Mu FEECiunpie s asthe Vanable Substrate
At Ta. Fited Free PEP Concente,

Ko Me 1E1
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mrondan replots of the 173 shapes 1B and 1/ intemepes
131 mgminat the rm ipraal of (Fee Dhensiphosphate crecent Pation 1A 1

ontrntan at (3 23 (@, 1T e it Tree PEE 115 Themseetmal
ol kst (@ a) and ntemapis

and ZU A, ) ot free PE

Cuncentratuine

Replots of alopes 0 iNtrreepta from these dogbie re
ciprocal plote at constant free PE sgainat phensiphia-
phate concentratiuns were hvrerbudic 1Fig 4 as et
Tur exprected 1

f A NOReaRERLIAl ACTILNLGT OF TOT & Bagwr
bulic mized type inhibitor, depending on whi h prrate
ter wn ronmidered. As predicted. 173 slope. and 1 'Jinter
cept replota ive atrasghit lines when plotted sxainst the
reciprocal of phenylphoaphate concentration (Fig 5A1
Howeser. aince the effectar alao seems to bind to the cat
Alytic site to sothe extent. and. thus, can behave a= a
competitive inhibitor of the reactian, & nonlinear rela.
tionshup between the reciprocals of the changes 1n alope
and the etfector concentration ia ta be exprected at higher
phenylphosphate concentrations than those we used
From the secondary 173 intercept and 1/3 slope replots
we determined a limiting apparent V.., value of 57
mol/min/mk protewn, a imiting apparent K. vatue of
0.91 ibM at infinite phenyiphoaphate concentration. and
an acuvstion constant, K,. of U mm. It s cbvious that
these values deprnd on the concentration of free PEP ut
which they were determined (0 25 msm in this case)

Effect of Free PEP on PEP Carboriase Actiats
The rerlateny role of free PEF an PER carbosslase

set of exp ate
Th Which we held neveral free TET concentratmms con:

atant while varying the Mg - PEP concentration. Double-

¥ rrutte b Fag $A. and (HI pradictuone $rom the nesdel
im0 11 to ¥t

reciprecal plota tFig. 6) were Linear (7° higher thap (0 993,
Appatent A . values decreased. and apparent V., +alues
*higbtly increaned at first and then decreaned as the con

centration of free PEP in the asaay medium was raiaed
CTable 11 Although the atlinity of the active aite for {ree

-
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Mg weermnn ta b very lom as di tased wtane the very

high concentration of these o
PEM concentration to sem s
Mg-PEF level clowe 1o saturation s thooght to be re
aprannible fur this Intter resalt, since free Mo © wilf al-
ways be preasnt at 8 high enoagh concentration T hind
s the active aite, thus, preventing the enssme Ir
coming fully saturated. This froblem in, as esjactod. en -
counterad oaly when studsing the etfect of free PRI und
hence the ditferences found 16 this fesfect friween free
PEF and phensiphosphate tcompare Tabides T and 11
Heplots ot intercepta and slopes from the doutle fecips
rocal plot against the concentratiun of {ree FEE weee
nonbnear (Fig TA and THY 1t as not possible o make
secundary replots of 173 slope of 103 intercept uf these
lant data, since free PR alwave has to bes pitenent in the
Asmav medium, thus the velcity data at
Concentration are necessands lacking

Cannot Lhtann Che alies ol apparent

Needed Tos tower the tree

I svmiues while keeping

i b

zeri mtfector
Therstore,

Hestane s we et

oz
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ALRINS ase [E%Y

iansnnal

PEPL Activty
{pmot/min/m] Prony!

3
[tree PERP] (mm)-

the PRI cartmayiane reaction face ot
TAL The same velon iy date
e are as folbees 8 17n
¥ rerisdsussme frws Ao ervtot
N v e e 31800 e M

b torpe 1

r pheasip W hen the itata are plotted
As the receprocal o initial vebocity agminst the reciprseal
Ot tree BED At nied My PEP concentration (Fig mA»
the ~iularnts between the etfect of free phenviphoe
Dhite anlthat ot tree PEP an PEP carbozviane reaction

- clear

AWhile this work was 10 progress, Wedding of o ¢4

roparrted 1hat Mz PEE functione as the subatrate of the

hut o fatmls of them

Koeartun Moate

A - L ¢ - ‘B cartuanlaes resciion, i sgreement with our re

oub - .- sulte Howeser, theyv did not detect any stfect ot tree

L2 2 co}b - EEE on the rencion rates, probably due t the tact that

T 2 thes vared the tree PEP concentrauion in a ditferent

L & °or t range trom cunve to curve and that they uned & statistical

= = - = unable to revenl a slicht bhias. We replottead therr

= Y o data s double reciprocata of inttial velocity agninat Mg -

2 Lo PEP concentranon and tound not a single straht e,
s =2
2 =
g 8
3 &

N PN
o os wo i3 o3 (X} s
[tree PEP] (mm)

MP

¥ w3 m“nl e A=nd B arom
ehe demible rerigseracal plita sgein e

ntration 1A Wby
perrirnental results Srom Fia 6 S etk e e Ao e
Cusmasd i the o0

Given the results descfibed above. and the dats avail-
able in the hteruture. we developed a genernl rapid equs-
Librium kinetic model for the mechanism of the resction
Latalvzed hv PEP carbozviase asauming that () the re-
nclian ox streversible. (1) the enzvine posscases two
different tvpen of aitew, with ditferent rate constants and
ditferent athnities fur the hganda (Mg " PEP.PEP ana-
stn, aned their reapeciive completest: (i) the binding of
wnv higand to one site modities the binding of ligands to




(B T

2 v tnka
the same or taou diferent kand of site, sl v even
themasch thers mas b sesrral sites of wach tage 10 the en-
Pme audecole, they are independent and wentical, and
thus kinetially sndistmoishatile trom aingle sites The
02V e s treated TR
HOO e ententy baacs ket well abuive ~ary
Fatina b ela. mrnd ot woes miser anenmed that o the e tor
diss noe atfect the Brmding ol HOO | soi the WoHEOL
1 ndependent of *he concentration of the sther suts
strates (N PR and Mg PR and con) the serfect
of the Ligands on the L, 1s not due 1o the (act that 4
complvtely ditferent <tep in the me hanism has becime
rate determnning ) The kinele eguations that de
a tibe the mindel progosed by us. and the general rate
ejustion 10r the snstial velicits, the hypthetical con
stants. mnd the aumencal suliee sasizned to them 1o it
the nualel 1o the fxpermental resslts are shown in the
Appendis The peedictions trom our madel agree guab
tatsely mind quantitativels well with the resubts oof resl
experimenta an o an be seen by
ental plots with the theorer
curses could ab
mental curven

dn o single sUubetrRte enzome
Ne were

ipRring the exper
Al anes The caloulated
ialy b inade T fesembie the exper
re era 11t by amall adjust menta of the
Kinetic constanta and intetacton parameters Such ad
Justment w

il Y irreles ant, since our Present interest
in ORIy 1o deviar the simpleat model that can account for
the main features of the reaction. Bot to ohtan quantita

tive values (0F Fenction prrsmeters. From the numerncal
aluen AnmIENed Lo the st OF constanta, crmipstible with
Gur experimental reaulta, we can Make umplitications of
the general model and draw the tollowing man conclu

The athniy of the ~esond ate tor Mg °
e Natdesed That 11t snts biods the feee
reglator mole uie PER or PREE anaioge and henoe
thia mite cannot b catalvtically actice, i) theretore, the
FNTVINE rreaeanen A regulatory site and an active site,
it the athinies of the tiraf site (artive site) lor free PPEE
And Mg im borw snough compeared to thet for Mg PEES
wr conmdes the latter the preterental substrate of the
reaction, and (v the inding of hgand te the repulatory
wite vields & moditied enzyme which has lower R My -
PEP) and lower cstalytic constant than the unmelitimd
enzvme

Previnus raports of PEEP carbasstase can now be snter

preted in light of the reaction mechaniem that we are
propowing here. Thue, as previously discusmed. oue mosde |
Accounta tAmulations not shown! for the powitive homo:
tropie cooperativity in the binding of PEP obarrved
when tatal PEP ia conmdered the variable asubmtrate of
the reaction at conatant Mg** concentrations (7, A, 100,
und for the abohishment of this couparativity when o
high concentration of etfectar, ditferent fram PEP itrelf,
i present durning the ansav (2. 7. R 401 Coombe ot al
1) found that the coespeeratinity 1n the binding of PEE
Increpsen an the hixed Me” cancentrations at whach 1t s
determined increanes Our resction musdel alno predicts

0o b o

ANT A

TR T

this re~ult that i die 1o the Tact thAt the Comperativts
tn e Biarhed (0 canie ot relacively low tree PR
centeat

n
And the etfece of increasing Mg®' Conven
trations 4t the <sine 1otnl PER concentrations i~ to de
e the 1 dree PEP the neua

Sirmilarty

ne
retaticty exbubated o 0 PER cartmouslase 10 che
Mo b

natant PEE concentratmn
$900 s alear enp il shile hy the reaiators char
avtenates of PEF carteialase deacribed in thie pager,
And can b comulated by oour mesdel (oot shownt bn
etfert. as M L onCenTINton INcreanes, 4 does the con
centratien of the subatrate Mz PEP, while that of the
resulntor tree PR decreases Therefore, the progwertion
Of aelihiest enzyme, and hence the athmity Of the enayme
for My PEP. becomes lwer and kiwer as the concentra-
fien af this snbetfate i fenaes, and vice veren However,
when the Lyved totnl SPED Cnncentration is high enough,
HeArs satirRtng Coneent tationa of free PER soe pres
ent and the renctin s cataly st manly by the asdified
Fnsv e, e D EearREe e D negatis e Conperativity 1s thue
hitdered T hus i whs seceral suthioes did aoe and such
comipmerati iy on The bindiog of My (110, On the other
1. the tumdel predicts that high free PEP. PET ana

St e B lesser eatent, high Mg on concenten-
faare toRbatary ar subsaturating Mg PEF concen
tentions tewnuse ot the tormanen of nonproductive
complexe rhroush binding to the active site. Thus 1the
Tree spam 1es iy behate as competitive inhabitors (Fia.
2B The - cncentration cange of the free PE
s e, amed in HeRperiments wa
Dt w s 0101 Sibaert i bt it w

2 in the an.
such thet inhi-
s ol rvemd 10 the exper

ithente phensiphoaphate when we tsed 8 low
et auh Grraten ks AL mmalaric, o
has tmeen Bih coneentrations ot other
Ko metinatsirs auch an glucoee 8 phosphate €100, and
C pheaphosion erate (240 which presumatily bind 1o the

wathe relan

FL site mnd To w lesser extent to the cata

tevie site e b tree TR and phemiphosphate, cause 1n-
hatntion
CONCLTUDING REMARKS

Al presnt we cunoonls dees the physiolngien? soe
ncance o1 the eifect of tree PEP on PEP carboxyviase
etivity . e we de not

Gonsaf fre
alent
Genn t

moe tor certain the concentra-
PEP andihat of the Mg - PEP complex prev -
++ snder the ditferent encironmental condi-
which the plants are subjecterd. Probably, the
memt imparrtant and drastic environmental changes to
which The pIANT 19 exposed #te those hrought about by
the diurnai changes tn ) won. which

hinve more tnportant etects on the photimynthetic pro-
Cowers Thos t 1s kiown that preuvare 1% dikinase and
NADPH melate dehvdrogenase, ensvmes that precede
nnd (ellow 5 ET cnrbosyiame 10 the (, pathwas, are licht-
metivated 1453 With reapect to PEE cartezvine, the ob-

n
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e et Ervator that 1o v 4 aro
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e are e i Tatie 1N aies (e e ot et cinttanis
Ak 3 Ve aet by avere rere &, boLamd Ve
Ject of thin sty 3t hins reventls been found that s state kinetios, Huoweser, since Mg CEI 10 the renl subsirate
©f ACtivaLOn W% salpected Lo ahort-term regulation by of the TEACLINAL & £BCOMILIAL increase iy the wvailabnt.
haht (10, 31-431. and thar phosphorvlation dephos: 3ty of M7 would be neceamary o stfechively incrense
phorslation uf the enzyvme mnjecule mediatea this regu- 1he aubairate corornifation, uhlesa the (ree metal won
teion (44 -471. However, the extent of the Lght-activa:  cuncentration m well in wxcenn ot that of free PR, The
1inn and dark inactivation found, . tatter

% N1 AR IMIITLARE WA WAR € TPRECLAC

gnt T

3.

In gk from darknesaa 1o Light, & marked incrense in
the svnthess of PEF in obiained through the light act.
vation of pyvravare 2 dikinase This in suh-
WIALE ConEentTatinn waolld caiine dn Increase in the renc.
tion rate uf ANy enzvme that follows Michaehn -Menten

v sewmn very unhkelv. xiven that many
of the Intracelluing metabalites chelate metal waa. tn ad-
dition, there is no adication that any sncrease in Mg <
happens in the cvtuplasm at the oneet af dluminstion
T . we think that the concentration of evtoplas
mic free Mg mav be fow wnd limiting. Thus, the in-
creased production of PEP would mainly bong sbout &
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TABLE IV

l»- riain 1 the Interacton Factorn® Considersd in the Kinetic Mol tor the |~ TP Cartursslune Renet

,,_\@ w
fo =M= STTIm e -
to = RETSML
feo = MSET N0 2
- —SEIA

P k=111
£ —SETAMI
= MAET~
—AGRAM

doe = MSETAMI,

W reptreent (hews intorartinne by armws 1523 hetmeaon the |
* The tuises copresent the entyme and the left end right swdes n
* Nutnencal vatue s en to 1he factoon s At 1he maiel to sipDenmen

fise in the free PEP levels, and therefore. a quick and
extenmive Increase tn the resction rate, even though the
level of the submtrate remaina conatant or alightly in-
creanen. In addition. the horvlation of the enzy
muolecule induced by hight munst atfect 1ta menmitivity to
free PEP. as found in the case of glucome 6-phosphate
t4]1-43), which we behieve hinda ta the same regulato
site. In the dark the peoduction of PEP by pyvruvate, /7,
dikinane i arreated. reaulting 1n low free- PEF and Mg -
PEP concentrations Canamquently, the athmity of PEF
carhoxylase for ita substrate (MR- PEF) will be very low.
which together with the low substrate concentration wyll
fenult ana cirtually imsctive PR carboxviase during the
might. In this way both sclivation proceanes, that of py-
ruvate /4, dikinase and of PPEFP carboxyiase. aithough
takink pince in different cellular compartments, will be
aynchroaized

ObvIously, 11 1s NecenrARrY O CAFFY OUL New EX[rer)-
menta tAkIng iNto Aceount the mechamiam of reaction
reported here ta contirm the last hypothesia and 10 prop-
erly evaluate the extent of hght activation and dark-an-
Inalion of this enzyme

e

AFPENDEIX

Mathemati sl Decription of the Kinets Mostel foe the PEP
Carborvlaw Reaconon

‘This is a general mexdel for an alloateric enzyvme with
two ditferent interacting mitea, bath able to bind S (free
subntrate. PEF), A (free metal corm.—u..r, Mg
rubstrats analog
meial and -ulnlr-l!, M- l’l-‘l’) nnd ‘Vl A tcomplex of
metal and aubmtrate analog, Mg-phenyiphosphate). For
the aake of simplicity the mode! s described assuming

£ =SETMwon
—ME s

foo = MED A

- S EIT M

2 = AT S 1240 -
LN

— METMA
—MAGI A
o= MAZT M 1

R e

o= MED ML

o= MSEI M

o — A A
—= I A — Mo nass
—MG3A
W= MSET A
—MAET M
a = MA ST AM I

nds that participate in theem
FeDreemtit 1he NEst end 1he second site, teeprtively

that bath mite~ have identical intrinaic dissociation con-
stanta fur the subatrate (K.t for the metal 1Ku). and for
the substrate snalog (K4, These constants are maln-
plied by appropriate factors that account for the ditfer-
encesinathnities taur these ligands hetween the two astes.
Thene factors, called by us satinity ratios, are /,. /.. and
®, foE Mg#" winn. substrate. and activator, respectively
In addition they mav be affected by interaction tactors.,
which are numerical values expresaing the timen that s
dinmociatinn constant decrenses oF Incerases an 8 result
of the internctp-ns arining when mores than one hgand s
bound to the iz me tsee Tuble [V) Sittidariv. we have
sexutned thar all the productive wnzyme - Lyend m
plexen have 1he same catalvlic conatant. which, when
apProprinte, ix multiplied by a velovity factor to aceount
for the ditferences in u..m.c oth iency between the

wnd nd the refer.
ence complex (Fmatr tnre Table 1, The madel conmd-
erm 45 “Lganda and the con
centration of each can be d—ncnhod bv the uae of the
corrmaponding o erall dissociation conatant (see Table
111). For instance. when conniderng the complex MEMs

we antroduce  the overall  diksociation  constant
, WL Recorrmaponding to the eqiniliboam.
.
- = it mEsM,
where K, ixud posed of the

product of sll atlinity and interaction factors Apprearing
when this enzyvnie ligands complex i formed (Table 1V,
i Ry = £0f--fofrse £y being the ratio of the atfinity of
Lhe firnt wite 12 the attinity of the second site for the free
metal; fo being m factor that explana the sdditional
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binding strength braught abogt by the cmuttanenus
binding of 5 and M to the firat siteif- and fo being (actors
which repsresent the interactions that sppenr between
the metal bound to the second site and, respectively, the
metal wnd the substrate prement in the first site. and 1i-
nabliv. fi. for an change in the
binding atreagth due to the simultanenus presence of M
st the nirst site and MS at the second site

The tinal equatinn obtained under the ramd squihh-
Fium assumstion in the Michaelis-Menten foem e the
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ABSTRACT

te 1lnvestigated the effect of free phosphoenclpyruvate (PEP)
the apparent kinetic parameters of the
phosphoenolpyruvate carboxylase,

on
reaction catalyzed by
purified from malze leaves, over
the pH range 6.4-8.8. Steady state initlal velocity studlies were
conducted using Mg-PEP as the varlable substrate at
HCO3 and several fixed free PEP concentrations.
tested.

saturating
At any of the pH
the data were consistent with a kinetic mechanism for this
reaction In which Mg-PEP 1s the preferential
PEP an effector that can bind toe both the
active sites.

7.0 and 7.3,

substrate and free
regulatory and the
The maxima effects of free PEP were observed at pH

where ralsing 1its concentratien from 0.23 to 3 mM

caused two— and five-fold decreases in apparent Vmax and

Km(Mg-PEP}, respectively, and two-fold

increases in
Vmax/Km(Mg-PEP).

Changing the pH of the assay medla from 7.0
7.5 brought about similar increases in these parameters at 0.23
free PEP, and two-fold
3mM free PEP. The Vmax

to
mM
increases in Vmax and Vmax/Km(Mg-PEP) at
and Vmax/Km versus pH profiles showed

presumably histidines and cystelnes,
In catalysis and/or binding eilther of the substrate or
the effector. Interestingly.

several 1ionizable groups,
involved

increasing free PEP concentratlons
resulted in a shift of some of the

pKs observed in the
physioclogical pH range.

The possible relevance of these data \in

the understanding of the In vivo operatlon of this photosynthetic
enzyme 1s here discussed.



INTRODUCTION
It is known from in vitro studies that the following kinetic
properties of the photosynthetic enzyme phosphoenolpyruvate
carboxylase (PEP carboxylaseZ, EC 4.1.1.31) from malze leaves are
pH sensitive: 1) the Km values for PEP decrease and the Vmax
increases as the pH Increases from 7.0 to 8.0 {1): 2) the kinetics
of saturation by PEP shows homotropic positive cooperativity at pH
values around 7.0, while it is Michaelian at pH values around 8.0
(1.2); 3) the extent of activation by glycine (3,4) and Gluc—6-P
(4-7), and of Iinhibltlon by malate (5,6 ,8), were lower at pH
around 8.0 than at neutral pH; 4) the pattern of malate inhiblitlion
changed from competitive at pH 7.0 to non competitive at pH 8.0
(8).
However, only a few kinetic studles on the enzyme alming to detect
the jonlizable groups participating in catalysis and binding of
substrates have been reported to date (9-12). From these studles,
1t has been suggested that Vmax was pH-lndependent over the range
6.5.-10 (9-11), and that group{s) of pK about 7.5, probably
tmidazole (10), and of pK about 8.5, probably cysteine (12), are
involved in the binding of PEP and Mg ?. However, these studies
were performed using total PEP as the variable substrate and low,
fixed concentrations of Mg'?, so there were not smaturating
conditions throughout the pH range. Since we have recently found
that malze leaf PEP carboxylase uses the complex HMg-PEP as the
preferential substrate, whille free PEP s an effector of this
activity (13). it seems necessary to relnvestigate the effect of
PH on the kinetics of this enzyme using in the initial veloclty
asgsays controlled concentrations of Mg-PEP and free PEP. Here we
report a more complex pH-dependence of the PEP carboxylase
actlivity that thought before, and discuss the possible
implications of our findings for the in vivo regulation of this

enzyme by free PEP and pH.

Zabroviations uaed: PEP carboxylass, Phosphoencipyruvate
carboxylase phosphoenclpyruvates: EDTA,
ethylenedlaminateatracetic Cluc-6-P, Glucos. & Phosphate;
PacE, polyacrylamide gel eloctrophoresia; PEC polysthylens 9lycol;
PIPES, Piperazine-N,N’ —biel2-ethanesulfonic acid): sos, odium
dodecyl

wulfate.
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MATERTAL AND HETHODS
Chemicals and biochemicals

PEF (monocyclohexylammonium salt), S8-NADH (disodium salt), porcine
heart malic dehydrogenase. rabbit muscle lactic dehydrogenase, PEG
{average molecular wt 6000), Piperazine N,N bis [2-etanesulfonic]
acid (PIPES), bvenzamidine-HCl, and 1insoluble

polyvinylpyrrolidone (average molecular wt 40,000} were purchased
from Sigma Chemical Co. EDTA (disodium salt)
free base were from Merck.

2-mercaptoethanol,

and triethanolamine

Sephacryl S-300 was from Pharmacla.
Hydroxylapatite Blogel {grade protein) was from BiloRaa
Laboratories. All other chemicals of analytical grade were from
standard suppliers.

PEP carboxylase extraction and purification

The enzyme was obtalned from leaves of malze ( Zea mays L. c.v.
Chalquefio ) grown under the conditions described previously (13).

The isolation and purification procedure were reported in the same
paper. The PEP carboxylase preparation obtalned had a purity of at
least 95% as determlned by SDS-PAGE usling Coomassie Brilliant Blue
as staln, and had a specific activity of 10-13 umol/min/mg of
protein, as determlined by the standard assay described below.

PEP Carboxylase assay

During the course of enzyme puriflication, FEP carboxylase was
determined spectrophotometrically by the standard assay at 30°C
1-ml reactlon mixture containing 100 mM
8.3, 11 mM MgCl2, 1 mM EDTA,
malic dehydrogenase.
these

in
PH
and 4 units of
was not included

first steps of the purification
procedure the phosphatase activity does interferes with the assay.

triethanolamine-HC1l
S mM PEP, 0.2 mM NADH,
Lactic dehydrogenase

in
assays since during the

For the klinetics experiments the assay mixture was similar to the
one mentioned above, except for the following:
PEP carboxylase vere used In all the assays: 11) we used 100 mM

triethanclamine buffer over the pH range 7.0 to 8.8,
PIPES buffer,

11 0.024 units of

and S0 mM
adjusted with trilethanolamine to the desired pH
over the range 6.4 to 7.0;

were also included

111) 2 units of lactic dehydrogenase
in the assay media; and 1lv) the enzyme was
assayed at several Mg-PEP and free PEP concentrations, calculated

4



at each pH using the reported stabllity constants (14) and a
computer program described before (13). The lonizatlion constants
for EDTA, HCO3 , and PEP were expressed as overall stability
constants in order to include the concentration of H® inte the
calculations. This procedure was preferred to the calculation of
apparent stabllity constants for
each pH for two reasons:

the mectal-ligand complexes at
the same overall stabllity constants are
used at any pH considered, and the distribution of protonated and
nonprotonated metal complexes and free specles for each compound
at every pH are given by the program. The initial velocity studies
at the different free PEP and H® concentrations were conducted by
varying Mg-PEP concentrations over a specific range relative to

each apparent Km, when possible. AL some pH values, the

concentrations of total Mg required to glve saturating or near
saturating Mg-PEP conditlons while holding a low free PEP
concentration were so high that if included In the assay medium
the lonic strength would have been unreasonably high and the

calculations of the activity of the lonic species uncertain.

Therefore, we found experimental limits to the concentrations of
free PEP and Mg-PEP that could be used. Buffers agents were chosen
because of thelir low ablility to chelate metal ions (15S). Te rule
out any effect of the buffer, the experiments at pH 7.0 were
performed in duplicate using the two buffers. The pH of the
solutions was checked before and after the measurements.

Protein determinatifon

Protein was determined according to a modification of the method
of Bradford (16), previously described (17).

Determination of the pH stability of PEP carboxylase

To determine the stabllity of the enzyme over the pH range at
which the lnitlal velocity experiments were performed, 0.024 units
of PEP carboxylase were preincubated at 30° C for flve minutes.
the time usually requlired to perform the assays, in the whole
reaction mixture containing 0.2 or 3 mM free PEP and 1in the
absence of MgZ2®. After S min preincubation, the reaction was
started by the additlon of the appropriate amounts of total PEP

and total Mg to glve final concentrations of 3 mM free PEP and 3.3
mM Mg-PEP.



Data analysis

Apparent Vmax and Km{PEP-Mg ) values were obtained from double
reciprocal plots by weighted linear regression of the experimental
data. The kinetic constants thus obtained were fitted to the
kinetic model for PEP carboxylase by nonllinear regression as
described by Canela (18). The kinetlc model used was essentially
the one previously described by us (13). but it was simplified by
elimination of the equilibria that represented the binding of ng'
to the regulatory slte, since, as concluded In the above cltea
paper, these steps do not take place 1n the PEP carboxylase
reactlon. The final veloclty equation obtalned for the simplified
model 1s the following:

Vmax + [Mg-PEP'] - D
(Kng - Xper « Ko) - Ns + [Mg-PEP")- Nr

(1)

Where Kmg and KreP are the dissocliation constants for Mgz‘ and
PB’", respectively, and Ko 1s the overall stabllity constant for
the Mg-PEP” complex. D. Ns and Nt are given by the following
equations:

V,
D w1 [ =2 ). IeERP) 2)
Ks K, Kpep
1 1 {PEP] (PEP]
Ns_1¢[1¢_¢.__.._]._ 3)
Ky K, Kpee Kpep
1 1 [ 1 ] {PEP] KeeP
NI = e & — & —_ - —_— e — [C D]
Ks Ko Ko Keep (PEFP]

The meaning of the other parameters 1included In these equatlt;ns
was given in the previous paper (13). The indexes used here are
the same as before to avoid any confusilons.



RESULTS AND DISCUSSION.

Effect of pH on the Regulation of PEP Carboxylase Activity by Free
PEP

We have previously reported that at pH 7.0 free PEP is an effector
of PEP carboxylase,

decreasing apparent Vaax and Ka(Mg-PEP) values
(133,

We now investigated whether this regulatory role of free PEP
operates alse at other pH values. Steady state inltlal velocity
a pH range from 6.2 to 8.8,
Mg-PEP as the varlable substrate at saturating HCO3 and

fixed free PEP

studies were conducted over using

several
concentrations.

Altogether
performed, each one

comprising dupllcate
concentrations of Mg-PEP at

10 experiments were
assays at seven
each of flve concentrations of f{ree

PEP. All reciprocal plots were linear (r°

higher than 0.99. data
intersected to the rigth of the
abscissa. Replots of the

not shown) and gave patterns that

ordinate and above the

apparent Vmax,
Km(Mg-PEP), and Veex/Km(Mg-PEP) values obtained from these
reciprocal plots versus free PEP concentration are shown in Fig.
1. 2 and 3, respectively. The data fit

theoretical curves
reasonably well. These curves were obtained by glving theoretical

values to the parameters of

equation 1), (2),(3)

and (4)
Materlals and Methods. So.

described under the klnetic model
proposed by us for the PEP carboxylase reaction seems to apply in

the whole pH range studied. That 1is to
preferential substrate of
effector of this activity.
whether
both.

say. Mg-PEP is the
the enzyme, while free PEF 1s an

We can not conclude from our studiles

the dianonlic or the trianlonlc forms of free PEP

bind to the regulatory site of the enzyme,
forms are present

. or
given that both
in our assay medila

in a constant proportion at
each pH (due to the

fact that free PEP
concentrations were hold constant).

that the trlanionic form 1s the only one that complexes with Mg>'
(19) forming the preferential substrate of the reactlon
has to be noted that
PEP decreased or

trianion and H
What 1s deflnltively true 1is

(13). It
instance at pH 6.7,
increased a kinetic
concentration rose up to certain value,

in some cases, for free

parameter when its
but had an opposite effect
at concentratlons above that. This

result 1s predicted by this
kinctle model, and 1s not difficult to understand 1f

we consider
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Effect of free PEP on Vmax at the following pH values:
A) 6.4 (M), 6.7 (O}, 7.0 (@), 7.3 (O); B) 7.5 (M), 7.6S
(O}, 7.8 (@): C) 8.0 (W), 8.3 (O), 8.8 (@). The assay
conditions were described under HMaterlals and Methods.
The polnts shown are the experimentally determined
values, while the curves are theoretical from a fit of
the data, as dlscussed under Materials and Methods.



App Km for Mg-PEP {mM)

Figure 2.
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Effect of free PEP on Km(Mg-PEP) at the following pH
values: A) 6.4 (W), 6.7 (M. 7.0 ©). 7.3 (@); B)Y 7.5
(W), 7.65 (D). 7.8 (@); C) 8.0 (W, 8.3 (W, 8 8 (@)
The polnts shown are the experimentally determined.
while the curves are theoretical from » flt of the data.
as discussed under Materials and Methods.




App Vmax /Km - from Yy, Vs plots

Figure 3,
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Effect of free PEP on Vaax/Ka(Hg-PEP) at the following
pH values: A) 6.4 (W), 6.7 (TN, 7.0 (@), 7.3 (O):: B)
7.5 (@), 7.65 (V. 7.8 {#); C) 8.0 (w), 8.3 (N, 8.B
(®). The polnts shown are the experimentally determined.
while the curves are theoretical from a fit of the data.
as discusscd under Materials and Methods.
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that free PEP may bind also to the active sitec at any pH, and so
we always observe the result of the coabination of some activating
and some inhibiting

activation would thus

effects. The extent of inhibition

or
depend upon the

concentration of the
affinity of this
regulatory and active sites

effector, the relative effector for the

at each pH, and finally upon the
degree of saturation of the enzyme by lts subhctrate,

which in turn
affect the bindlng of the

sltes. Thus,
FEP on the kinetle

effector to poth
theoretical simulation of the effect of free
parameters may glve curves of that kind.

While this manuscript was in preparation. Jawall (20)

concerted sequentlal model for the PEP
interactlions.
explained by this model,

proposed a
carboxylase reactlion
involving subunit Our experimental data can not be

since our enzyme preparation did not show
any histeretic behavior, and no positive cooperativity for Mg-PEP
would be expected 1f such a concerted
sequentlal model applies to the reaction kilnetics.
The same kinetlc data shown in Fligs.
as intersects,

was observed, as 1t

1. 2 and 3 are also plotted
Km{Mg-PEP) and slopes versus pH in Figs. 4, 5 and
6. respectively, in order to depict better the gradual changes in
these values that toek place when

increased in the assay medlium.

As can be seen,

free PEP concentration \is

the effect of free PEP on the kinetics of the
pH of the assay
Thus,

reaction 1s clearly dependent on the

qualitative and quantitative manner.
over the range from 7.5 to 8.8,

in a
at pH 6.4 and 6.7 and
the effect of railsing the f{ree PEP
concentration from 0.23 to 3mM was to increase app Ymax values, up
to three times at pH 6.4, whlle at pH 7.0 and 7.3 thls parameter
(Figs. 1, and 4),
previous report for pH 7.0 (13).

decreased about two times In agreement with the

APP Km(Mg-PEP) values
as the concentration of free PEP rose,

while markedly decreased,
{(Figs. 2 and 5).

increased
at pH 6.4 and above 7.6S,
more than five times., at pH 7.0 and 7.3
It has to be noted that at these two latter pHs
the app values for Km{Mg-PEP) are very high,
lowest free PEP concentration.
respectively,

particularly at the

where they are 4.1 mM and 7.2 mM
four and seven times higher than at pH 7.5. As the
free PEP concentratlon increases, the differences at this respect
between these pH values became lower and lower. In fact., at 3 mM

11
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free PEP little or no differences were found over the pH range
6.4-7.S. Therefore, the degree of saturatlon of the enzyme at a
glven Mg-PEP concentration is dependent on the pH and/or the free
PEP concentration.

As a result of the effects Just described,
app Vmax/Km(PEP-Mg)
where

free PEF increased the
at any of the pH tested,
it had a complex effect,
this parameter. The

except at pH 7.8,

and at pH B.S, vhere it decreased
largest increases were observed at pH 7.0 and
7.3, more than two times., and the smallest at pH 6.4 and 8.0,
were almost negligible (Figs. 3 and 6).

physiologlical

where the increases

Iin summary. at the PHsS 7.0 and 7.3 the effect of
free PEP on the carboxylase kinetics was signiflcantly different
than at any other of the pH values tested, not only quantitatively
but alsco gualitatively. This fact may be relevant to the in vivo
regulation of this enzyme by this effector and/or by pH.

In addition, the great differences in the Km{Mg-PEP) values found
between pH 7.0 and 7.5 may well have physiologlical significance in
the short-term regulation of PEP carboxylase by light. It is known
that the activity of this cytoplasmic enzyme ls modulated by the

diurnal changes in its environment brought about by the light-dark
cycles (6,17,21-24). To our knowledge, there is no direct evidence
cytoplasmic PH  of
following 1llumination

take place,

of changes in the malze mesophyll
1s likely that such changes
as 1t happens 1In other photosynthetlc cells, in which

light induces alkalinizatlon of the cytoplasm of about 0.5 units
of PH (25-27).1¢ this

experimental

cells
However, 1t

were the

case, our findings give
support te the

hypothesis that changes 1in both
free PEP concentration and cytoplasmic pH,
to bring about the

factors,

may contribute

necessary light-activation

dark-inactivation of malze PEP carboxylase,
PEP, the observed decreases

and
since, at 0.23 mM free
In Xm{Mg-PEP) brought about by an
increase of 0.5 units in the physlologlcal range of pH, 1.e. from
7.0 to 7.5, are similar to those brought aboul! by an increase in
free PEF concentration from 0.23 to 3 mM. On the other hand, 1t isg
most likely that the light-induced phosphorylation of this enzyme
(28-30) affects 1ts sensitivity to free PEP. Although the enzyme
used In this work was obtained from plants subjected to natural

1llumination 1i1n a greenhouse for at least three hours before the

1S



extraction, neo care was taken to preserve the phosphorylated
day-forms during the purilficatlon procedure. Because of that, wve
have now undertaken the kinetic study of the day- and night-form
in order to better wunderstand the role that these two factors may
play in the short-term regulation of PEP carboxylase by light.

1t is interesting to

note that the
cooperativity for

homotropte positive
total PEP found in malze leaf PEP carboxylase by
several authors at pH 7.0, and not at pH 8.0 (1,2},
explained by the very different sensitivity of the enzyme
PEP at these

wmay be
to free

Thus, at pH 7.0
curves will be observed if total PEP \is
MgZ® concentrations. as a result of the

increase in both substrate (Mg-PEP)
PEP) concentratlons.

twe pH wvalues described here.
sigmoidal saturation

varlied at flxed
simultaneous

and activator
(free

However, at pH 8.0 the same increase 1in
effector concentration would have little effect on the kinetlcs of
the reaction., and therefore Michaellan klnetics will be observed.
To exemplify this pelnt, we made simulations of
behavior of PEP carboxylase at pH 7.0

kinetic parameters obtained from our

the kinetic
and 8.0 consldering the

experimental data and the
same assay conditlions reported by Uedan and Suglyama (1), l.e.,
total PEP as the variable substrate In a cencentration range from
0.05 ta 7 mM and a fixed concentration of 10 mM total Mg> . A
comparison of the kinetic constants obtalned by this simulation to

the reported ones is given 1n Table 1.

16



. o - L TABLE I
Comparison between the reported and the calculated Kinetlc

parameters for maize leaf PEP .

S Ur H111 K= Ve
pH Coeficlent {(PEP)
. (mM) {munits)
Reported . 7.0 1.80 2.60 80.6
B.O 1.20 1.16 193.6
¢ 2.40)
units
(mM) (—_—'—ms Prot
Calculated 7.0 1.70 1.60 7.5
8.0 1.01 1.09 10.4

( 1.40)

(=) Values taken from Uedam and Sugliyama (1)

(t) Since these values are expresed 1in different units, the
ratio of Vaax at pH B.0 to that at pH 7.0 1is given within
parenthesis.

(r) Data calculated using the total PEP and total Mg
concentrations reported by (1) and the kinetic constants
determined by fittling our experimental data to the kinetlc
model proposed by us.

The data in the literature concerning the pH dependence of the
actlivation of the enzyme by Gluc~6-P (4-6), and the inhibition by
malate (5,6,8) may be explained in a similar way. Both effects
were reported to be higher at pH 7.0 than at pH 8.0. In the first
case, this 1s to be expected 1f Gluc-6-P binds to the same
regulatory site as does free PEP, as we postulated before (13)}. In
the second., since malate has been reported to be an inhibjtor of
the PEP carboxylase reaction competitive with PEP, the differences

17




in Km(Mz-PEP) found between these two plis and the fact that the

Mg-PEP concentration present at pH 8.0 is much higher than at pH
7.0 when fixed total PEP arnd Mg concentrations are used in the
assays may account for the decreased sensitivity to this inhibitor
at pH 8.0. The same reasoning applies for the observed change in
the type of inhiblitlion by malate {8§), since., at a given ilnhibltor
concentratlion. the competitive inhibltory effect 1ls more important
at low substrate concentratlons,

while the noncompetltive one is

It 1s most likely that malate be a
mixed type 1lnhibitor of PEP carboxylase at any pH,

competitlve component of this

independent on this factor(31).

although the
is more important than
Detalled kinetic studies using Mg-PEP as

inhibition
the noncompetitlive one.

the reactlon substrate, instead of total PEP as used in the above

clted papers, are required to confirm these hypothestis.

PH Dependence of the Apparent Vmax values of PEP Carboxylase.
In an attempt
catalysis

to characterize the \lonizable groups involved
in the modifled form of the enzyme,
which free PEP 1is bound

unmodified form,

in
f.e., the form to
to the regulatory site,
we plot the
lowest and highest
versus pH (Fig. 7).
of modiflied and

and in the
log of app Vmax determined at the

free PEP concentratlons used In this study

we do not know the proportions
enzyme at these
different pH

Unfortunately.
unmodified two free PEP
concentrations at the values, since we could not
veloclty studies the
constant of the regulatory site for free PEP,
pH-dependence of this constant.

determine by initial apparent affinity
and, therefore, the
In additlon, we cannot study the
the unmodified and the modified forms,
cannot be performed 1in the

pure enzyme specles, l.e.,

since the assays absence of the
is not possible to saturate the regulatory site

without causing sSome 1nhibltion by the binding of the effector to
the active site. So,

effector, and 1t

what we always have is a mixture of both

in different proportions depending of the pH,
even if the same free PEP concentration

forms, presumably

is consldered. Using
nonlinear regression (18) we did calculate the kinetic parameters

that describe the behavior of these two forms of the enzyme. But
in order to be confident of these calculated parameters much more
experimental points are required.

Unfortunately, we could not use
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Log Vmax versus pH profile at 0.23mM (M) and 3 mM (@)
free PEP concentrations.

same as those in Fig. 1.

The experimental data are the
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a greater substrate and effector concentration range, due to the
experimental limltations discussed before. However, the fact that
the effector-induced changes in the kinetilc parameters followed
clear patterns and were gradual, allows us to infer the lonization
state of each enzyme form.

As shown {n ¥Fig. 7, 1t is clear that at least seven pKs are
apparent in the form of the enzyme predominant at the lovest free
PEP concentration. The flrst one belongs to two groups that must
be protonated (slope +2): the second, to two groups requlred in
their unprotonated form {slops -2), and so on. Given the shape of
these curves, 1t 1s very difficult to establish precise values for
the pKs., even by least-squares flt, and S0 to deduce the chemical
nature of the groups Involved, although tentatively histidines and
cysSteines may be considered.

Over the pH range 7.5-8.8. the differences between the 0.23 and
the 3mM free PEP in the pH proflles seem to be quantitative rather
than qualitative. However, significant differences were found over
the pH range 6.7-7.5. Two consecutive peaks with slopes +1 and -1
appeared at 3.0 mM free PEP , instead of the single peak with
slopes +2 and -2 that was observed In the 0.23 mM f{free PEP
profile. It seems as if two of the groups that contributed to the
bell-shape curve of this latter profile shifted thelr pKs in the
presence of 3mM free PEP, likely as a consequence of the possible
conformational change induced by thls llgand, so the original peak
resolved in two. The groups involved in these changes, presumably
histldines, may be responsible for the decreases in Vmax observed
at pH 7.0 and 7.3 when free PEP 15 Increased. and for the reversal
of these effects at pH 7.S. Therefore, they may play an important
role in the regulation of the carboxylase activity by free PEP at
the physiological pH. The possibility exists that the same group
1s required in different Jonlizatlon state for two steps of the
reaction. and in that case only one ionlzable group may exist,
although two pKs are observed (32). Of course. this may apply as
well to some of the other pKs observed.

The slopes lower than unlty observed in some cases must be due to
the presence of the two forms of the enzyme, the modified and
unmodified, and to the fact that only one of them exhibits the
ftonlzable group at these partilcular pHs.
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Our results contrast with those of O'Leary et al (9), Igleslas and
Andreo (10), and Podestd and Andreo (11),

was pH Independent over

who reperted that Veax
a pH range from 6.0
discrepancles are not surprising,
vere

to 10.0. These
since the studies cited abave
performed at fixed low total Mg concentrations,

and S mM (10,11}, and total PEP as variable substrate,
Hg-FEP. Therefore, the effector

simultaneously to the substrate

0.5 mM (9)

instead of
concentration was varied

in each determination, and the

substrate was well below saturating concentrations at some pH
values.

pH Dependence of the Apparent Vmax/Km(Mg-PEP) Values

The pH proflles of the log app Vmax/Ka values obtalned at the
lowest and highest free PEP concentrations used in this study are
shown Iin Filg. 8. These profiles are also very complex, and so
there is considerable uncertainty in the determination of the pkKs
of the ionlizable groups involved. At 3 mM free PEP, the line draw
to connect the experimental data exhibits first a peak with slope
lower than 1, likely due to the presence
unmodified forms as discussed above,
the maximum. Then,

of
and of -1

the modlfied and

at both sides of

two consecutive bell-shape curves wWlth maxima
at pH 7.65 and 8.3 and slopes of +2 and

=1 at the sldes of these
maxima. Therefore, elght lonizable groups seems to be involved in
substrate binding over the whole pH-range studlied. At 0.23 mM free
PEP the same number of jonizable groups were detected,

but this
profile shows the following differences with respect to the former
one: 1) a slope

O was observed between pH 6.4 and 7.0, so the
first peak of the 3.0 mM free PEP profile 1s absent here; 11} the
slope of the line between pH 7.3 and 7.5 is +3,
value observed

compared to the +2

111) at higher pH
the two bell shape curves are not clearly deflined,
appears a shoulder,

overlapping lonlzations,

in the 3 mM free PEP profile:
values,

instead
as a probable consequence of closely
and iv) the group of apparent pK around
8, probably cystelne,

observed in the 3mM free PEP proflle was not
present here. The physiologlcal significance of these two latter
changes 1s doubtful. More \interesting are the differences found
between the two profiles over the pH

described. 1t appears that in the

range 6.4-7.S,

Just
conformational

state of the
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modified form, one of the three lonizable groups observed between

7.3 and 7.5 at the lowest free PEP concentratlion shifts its pK
toward a lower pH, probably due to a change in its environment.

This perturbation in the pK of this group may be resprnsible for
the decreases 1n Km(Mg-PEP) brought about by free FEP Iin the pH
range 6.7-7.5, the physlologlcal
regulation of PEP carbaxylase by free PEP and/or pH.

probably histidine, may well

and so0 be of great relevance in

This group,
be the same as one of the two
residues detected in the Vmax profile with similar behavier,

and
1f so,

1t would participate in catalysis and binding.
The effect of pH on the

PEP carboxylase reaction is very complex,
since in addlition to

the usual effects on 1inltial

velocltles
through changes 1in Vasx and Ka

analogous changes in the affinity
of the enzyme for the effector molecule

(free PEP in this case)
are also possible. So,

we must point out that our results do not
allow us to definltively conclude whether the groups detected in
the pH proflles are participating in catalysls and/or binding of
the substrate M™Mg-PEP, or are 1involved 1In the binding of the
In order to dlscriminate between these
possibilities the pH -dependence of the affinity constant of free
PEP for the regulatory site must be determined.
PK of 6.35 (19},

profile,

effector free PEP.

Although PEF has a
this pK does not show up in the Vmax/Km(Mg-PEP)
since we calculated at each of the pH values tested the

exact amount of the complexed and free specles (see Materials and
Methods).

Effect of free PEP on the pH stability of PEP carboxylase
Further complication in the interpretation of the data from
different pH values may arise from the dependence of the enzyme

aggregation state on pH and enzyme concentration. Thus, 1t has

been reported that pH values above 8.0 and below 7.0 favors the

dissoclation of malze PEP carboxylase (33). Because of that, we

tested the stabllity of the enzyme over the pH range used in the
kinetic studies by preincubating enzyme-al iquots under the
conditlions described in HMaterlal and Methods.

When compared with
the controls.

which were not prelncubated, on preincubation we

found some activity loss of aproximately 10-20% over the pH range

6.4-T.3. This inactlivation Iincreased as the pH became more
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alkaline, reaching up to 60X at pH 8.3 and above. No significant
different results were observed for these experiments when 0.23 or
3.0 mM free PEP were used. Since the preincubations were done in
the absence of the protectlive effect of the substrate Mg-PEP, 1t

1s to be expected that the activity loss in the whole assay medla

1s conslderably lower. In fact, the

always linear,
concentrations used

progress curves of the

except at the lowest Mg-PEP
(0.1 and 0.14 mM)at pH 8.8 and 6.4,
detected some degree of lnactivatlon.

reaction were

where we
Due to this lnactivation. we
could not carry out kinetics studies at higher or lower pH values
than those included 1n this report.

CONCLUDING REMARKS.

Given the complexitles of the kinetlic model that seems to apply to
thls catalyzed reaction, it 1s difficult to assess the ildentity of
the particular steps, and/or the rate or binding
affected by pH changes based only on
Despite of

constants
initial veloclity studies.
we belelved that our findings,
concerning the effect of pH and free PEP on the kinetic parameters
of PEP carboxylase, will be useful

these 1limitations

in the understanding of the
mechanisms of regulation of this enzyme when more preclse data

about its microenvironmental conditions become avallable.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

I.a presente discusién tiene el propésito de

abundar sobre
aquellos aspectos que

por razones de extensidon no se¢ tocaron con
suficiente detalle en la

discuslén de los articulos
correspondientes.

A fin de conjuntar las ideas que se proponen en
ambos articulos se realizara una discuslén conjunta de ellos.

Sin
embargo,

se tratarid dentro de 1o posible de mantener el mismo
orden de exposicién para hacer mas sencllla
escritos en conjunto.
evitar al

la lectura de ambos
Para facilitar la lectura de este texto y
lector la necesidad de releer continuamente fragmentos
de 1la dilscusién de resultados de

los articulos al momento de
revisar esta discusién, se han

incluldo las Adeas dque fueron
propuestas en el articulo original dentro de este mismo texto.

En el articulo 1 se lntenta demostrar la validez de un modelo

cinético para la reacclén catallizada por PEP carboxilasa,

a fin de
explicar algunas de

experlmentales publicadas
con anterloridad y que ya se han mencionado en los antecedentes.

las observaclones

Como una herramlenta para caracterizar el sltio activador de
PEP carboxllasa hemos elegido utilizar un analogo estructural de

PEFP qgue comparte con esta molécula el grupo fosfato y los

orbitales resonantes w. Esta molécula, el fenilfosfato., se muestra

en el esquema 1 del articulo 1.

Efecto de fenllfosfato sobre la actividad de PEP carboxilasa.

El efecto de esta molécula sobre la reaccisédn catalizada por

PEP carboxilasa se muestra en la figura 1 (articulo 1). Puede

observarse que fenllfosfato es capaz de actlivar la reaccién a
concentraclones tan bajas como 100 uM y
moddifica la pendiente de las
reciprocos,” pero no

su efecto activador
curvas en la grafica de dobles
altera significativamente el valor de 1los
En este sentldo fenilfosfato es un actlvador del tipo
reportados como glucosa

interceptos.
de los ya

-6-fosfato y C CH2PEP (93,
140).

Por otro lade se puede observar que la enzima presenta una
clara cooperatividad positiva a pH 7.0 y que dicha cooperatividad
disminuye substancialmente a medida que 1la concentraclédn del

actlvador aumenta. En este sentido, fenilfosfato tamblén semeja lo

sa




reportado para el caso de glucosa -6~fosfato (74, 77, 204, 230).

Dado que se trata de una enzima oligomérica gue presenta
cooperatividad homotrépica posltiva, nHs2, {74, 172, 204) v
considerando la analogia estructural que fenilfosfato guarda con
PEP., se plantean al menos dos posibilidades: 1) La enzima posee al
menos dos sitios activos interdependientes de manera que la unién
del sustrato a uno de ellos facilita la unién del sustrato al(es)
s1tlo(s) restante(s). A concentraclones bajas de sustrato, sl el
andlogo del sustrato se une a un sitlo vacio I1nduce el mismo
cambio conformacional y activa a la enzima. A concentraclones
altas de PEP., en camblo, los sitios actlvos estan saturados y 1l1la
presencia del andlogo inhibe la reaccién por competencia con el
sustrato. 1) Existe un sitlo alostérico activador para
fenilfosfato, glucosa- 6-fosfato y otros moléculas similares,
diferente del sitio activo, al cual también PEP puede entrar. La
activacién nuevamente se manifestaria sé6lo a bajas concentraciones
de PEP., porque a concentraclones elevadas de este sustrato el
siltio alostérico se hallaria saturado. La Inhiblicién observada se
presentaria s} fenllfosfato y glucosa- 6-fosfato fuesen ademis
capaces de competir con PEP por el sltlo activo.

En ambos casos las hipdtesis anterlores Iimplican una
competencla entre PEP Y fenjlfosfato tanto a nivel de 1a
activacién, como a nivel de catalisis. Para comprobar si dicho
fentmeno existia realizamos medidas de la actividad de la enzima a
diferentes niveles de concentracién de sustrato y varlando 1a
concentracién de fenllfosfato (figura 2A, articule 1). A
concentraciones mas altas de PEP (BOO uM).

las
fenilfosfato no produce
camblos apreclables en la actividad de la enzima, sin embargo, a
las concentracliones mas bajas del sustrato (13 y 100 uM), el
activador produce un incremento notable en 1la actividad., A 1las
concentraclones mas altas de actlvador se observa, en cambio,
efecto inhibltorio de esta molécula.

un
Los datos anteriores indican
que fentlfosfato es realmente capaz de competir con PEP por los
varlos sitlos presentes en la molécula de enzima.

Al contrarlo de lo que sucede con el sustrato. PEFP
carboxllasa presenta cooperatividad n=gativa frente al cofactor de
la reacclén, Mgz’ (137, 138, 141, 145, 190, 228). De haber sitlos

Ss



lo anterlor significaria que la unién de

activos interactuantes,
la unlén del otro y un

un ligando tendria un efecto opuesto a
aumento en la concentraclén de ambos no representaria una ganancla
Importante con respecto al comportamliento hiperbslico
convencional. Dado que ambos la
la pregunta que surge es ¢ Qué significado flslolégico
planta esta conjuncién de efectos
la segunda

ligandos son necesarlos para

cataltisis,

podria tener para la
Por esta razén nos parecié miss loglca

encontrados 7
que la enzima poseyera un sitlo regulador

posibilidad, es dectir,
alostériceo al cual PEP pudiese unlrse.

Cuando este estudio se realizé, la ldea mas aceptada era que

el sustrato real de esta enzima era el PEP” libre. Aunque. tanto
los estudlos clnéticos (133) como de los unién de lilgandos (132)
demostraban que PEP’” y Mg?® podian unirse a la proteina en forma

alslada, la unién se reforzaba notablemente cuando ambos se

encontraban unidos. Este Gltimo hecho hacia razonable suponer que

el sustrato preferente de la enzima era el comple)o Mg-PEP™ y no
las especles 1lbres PEP? y Mg®". Ademas, debide a que
fenllfosfato tlene una bajJa afinidad por ng’. era légico suponer
tanto de

que la molécula activadora era la especie llbre.

fenllfosfato como de PEP, quedando sin aclararse el papel del Mg?™

libre en casc de que pudlese unirse al sitioe regulador

Tal como se menclona en el articulo 1, la afinidad por PEP

de este sitlo regulador debe difer!r substanclalmente

y/0 por Mg®*
ligandos. s1 el fendémeno ha

de la del sitio catalitico por estos

de tener algun signiflicado flslologico, en virtud de que si la

aftnidad de ambos sitlios es similar, la existencla de estos sltlos
no estaria acompafada de camblos en la sensiblllidad de la proteina
representaria ventajas para la planta. Por
ambos sitios se

(74, 139, 138, 141,

a sus sutratos y no
otro lado, las diferenclas en afinidad de
traduclirian en los fenémenos de cooperatividad
que se han menclonadc anteriormente.

validez de tal hipdtesis varlamos la
la concentracién de PEP™”

145, 172, 190, 204, 228),
Para demostrar la
concentraclén de Mg-PEP  manteniendo

constante y analizamos nuevamente el
La figura 3

llbre a un nivel efecto de
fenilfosfato sobre la reacclén en estas condlclones.

(articulo 1) muestra resultados que apoyan la hipétesls propuesta,
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ya que las lineas son rectas (r*> 0.99) aun en ausencia del
activador a las dos concentracliones de PEPT  llbre probadas 0.25 y
2.0 mM. Ello significa no sélo que Mg-PEP” es efectivamente el
sustrato de 1la reacclén, sino que ademas, los sitlios activos de la
enzlima son independientes. E1 patrén de lineas que se 1lntersectan
a la derecha del ele de las ordenadas Indica que este compuesto se
comporta como un actlvador no esenclal a baljas concentraciones de
Mg-PEP~ y como un inhilbldor a concentraclones elevadas de
sustrato. Siguiendo la nomenclatura de Segel (180}, quien
considera condiclones de rapido equillbrio., se trataria de una
molécula que afecta en forma posltiva a la unién de sustrato (a <
1) y en forma negativa a la catallsls (8 < 1, Flg 9).
Adiclonalmente, se observa que la actividad de PEP carboxllasa a
casi cualquler concentraclién de Mg-PEP ™ es mayor en presencia de 2
mM PEP?” 1libre que en presencla de 0.25 mM. Asi pues la
cooperatividad positiva para PEP total observada por otros autores
(26, 74, 77, 172, 193, 204), asi como por nosotros mismos, puede
ser debida al hecho de que al aumentar la concentracién de PEP
total en la mezcla de reacciédn, a una concentracién de Mg?’ f1ija,
se estidn incrementando simultaneamente las concentraclones del
activador PEP? 1libre y del sustrato Mg-PEP .
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Figura 9. Mecanismo cinético para un actlivador no esencial o para
un inhiblidor mixto, la naturaleza activadora o inhibitoria de la
molécula A con respecto a la unién del sustrato S dependera del
valor del pardmetro «. Para « > 1 se trataria de un inhibldor. lLa
catalisls se veri afectada segun el valor del parametro 8. Para
8 < 1 se tratara de un inhibidor (180).

HeZ 3- Ko Mg~ _
g g2 ) - tng-peP™)
Ko+ [PEP" }

Esquema 2. Equillbrioc de !la formaciédn del complejo de PEP>” con
mg>"
Mg-PEPF~. Cuando PEP®” se mantlene constante la expresién dentro

mostrando la relacién entre las concentraciones de Mgz' Y

del paréntesis es constante por lo que las concentraclones de Mg>*
y Mg-PEP  varian en forma proporcional.
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Las observaciones anterjores también confirman el que 1la
molécula activadora no es el complejo Mg-FEP , en virtud de que si
esto ocurriese. deberia observarse cocperatividad positiva para
Mg-PEP~ en lugar de la cinética mlchaelliana encontrada. Por otro
lado, el 1én Mg>?" libre., no parece tener efecto sobre la reaccién,
ya que cuando se incrementan las concentracliones del complejo, a
concentracién de PEPY” libre constante, necesariamente se esta
incrementando la concentracién de Mg”" libre en forma proporcional
(ver esquema 2}. Puesto que ello no modifica la linearidad de la
grafica de dobles reciprocos no debe existir un sitio activador
para el Mg®" libre. y este no se debe unir al sitio activo en
forma apreciable a las concentracliones empleadas, ya que de otro
modo. competiria con el complejo Mg-PEP” por el sitio activo
produciendo inhiblclén. Dado que las concentraciones de Mg2~
empleadas llegaron a niveles de hasta 8C mM total, la aflnidad del
sitio activo por Mg?’ libre debe ser realmente baja.

El efecto de fenllfosfato, de acuerdo con lo esperado, es
fmucho menos pronunciado a 2 mM PEP’” llbre que a 0.25 mM, como se
puede observar en la Tabla 1 (articulo 1). ya que a 0.25 mM PEP®
libre la dismlinuclén en Km(Mg-PEP ) y en Vmax es menos acusada
para la misma concentraclén de fenllfosfato. Nétese ademads que el
valor de estos parametros es menor a 2 mM PEPY libre que a 0.25
=M PEP’", sefialando que el efecto de PEP®" libre es similar al de
fenllfosfato.

En la misma tabla (Tabla 1, articulo 1) puede observarse que
fenllfosfato 1 mM a una concentracién de PEP?” 1libre de 0.25 =M.
tiene un efecto casl igual de pronuncliado sobre Km(PEP) y Vmax que
un incrementc de 1.75 mM en la concentracién de PEP’  libre, de
donde se sigue que fenilfosfato es un mejor activador que PEP para
esta enzima.

Los regraficos de pendiente e intercepto obtenldos para los
datos de la filgura 3 (articulo 1) se muestran en la figura 4
(articulo 1) Y son claramente hiperbélicos. Este es un
comportamiento tipicoe de un activador no esenclal o 1nhibldor
mixto (180). Los regraficos aproplados (1/8 1intercepto y 174
pendiente vs. 1/{activador}) para una concentracién de PEP> 0.25

mM se muestran en la figura 5 (articulo 1) y son, como era de
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esperarse, lineales. De estos regrificos obtuvimos los valores
limite a concentraciéon infinita de fenllfosfato de 5.7 umol/min/mg
prot para la Vmax y 0.91 mM para la Km(Mg-PEP”) y una constante
aparente de 0.23 mM para el activador. Debe aclararse que estos
valores son dependientes de la concentracién da fenilfosfato a la
que se reallzé la determinaclén.

Los regraficos de la fig. S (articulo 1} probablemente
muestren desviaclones de la linealldad a concentracionss mas altas

del actilvador debide a la unién del analeogo al sitlo actlvo.

Efecto de PEP’” sobre la actividad de PEP carboxlilasa.

A fln de analizar en mas detalle ¢l efecto regulador de PEP:"
libre sobre la actividad de PEP carboxilasa, la actlividad de 1la
enzima en funclén de la concentraclén de Mg-PEP™ fue determinada a
varios niveles de PEP” libre constantes. Los resultados de tal
experimento se resumen en la figura 6 (articulo 1)}, en donde se
observa que la actividad de PEP carboxilasa aumenta conforme se
elevan los niveles de PEP’  libre. como ya se habia mostrado
antes. El efecto de este regulador sobre los parametros
Km{Mg-PEP”} y Vmax se muestra en la tabla 2. (articulo 1). La
disminucién de Km(Mg-PEPT) es similar a lo observado con
fenllfosfato, pero los valores de Vmax sufren un ligero incremento
¥ luego disminuyen.

AUn cuando la concentracién de Mg®® es proporcional a 1la
concentracién de Mg-PEP™, lo cual significa que los datos en las
graficas anteriores pueden regraflcarse frente a la concentracién
de Ngz‘ libre, este mecanismo no es explicable en términos del
modelo para una reacciéd4n bisustrato ordenada o de equllibrio
rapide con unién de sustratos al azar, dado que, en estos
mecanlsmos las rectas Se cortan necesariamente a la izquierda del
eje de las ordenadas y no, como sucede en nuestro caso, del lado
derecho el mismo. Por otro lade. en ningin caso, se puede explicar
la apariclén de cooperatividad poslitiva para un sustrato total
medlante los puros mecanismos blisustrato ordenado o de equilibrio
rapido con unién de sustratos secuencilal al azar.

El complejo efecto de PEP?” libre sobre el valor de la Vmax,
auan cuando parece ser inesperado. es explicable, ya que, mantener
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una concentraclén de PEP” libre baja y alcanzar una concentracién

saturante de Mg-PEP  implica elevar notablemente la concentraclén
de Mg”*. Es declr, conforme la concentracién de PEP?” 1libre baja,
el factor de proporcionalidad entre Mg®' y Mg-PEP™
forma hiperbélica

Se eleva en
(ver la expresién entre paréntesis en el esquema
2)., en consecuencla la concentraclion de Mg

requerida para
mantener una concentracién dada de Mg-FEP es cada vez mayor.
Ahaora blen, aun a pesar de que la afinidad del sitlo activo por
HMg?® sea considerablemente baja, a niveles bajos de PEP™ libre 1a

cantidad de Mg®® libre sera sufliclente para competir con Mg-PEP™

por el sitlo activo haclendo que sea cada vez mas dificll el
saturar este con el sustrato Mg-PEP™, por lo Que se observara una

menor Vmax aparente. Este efecto ademas apoya 1a conclusién de que

esta reacclid$n no procede a través de un mecanlsmo blsustrato

convencional en &1 que las especles libres se unen a la enzima en
forma separada, ya que sl este fuera el caso. Mg®  libre, al ser
un sustrato, no deberia producir la iInhlblcién observada. Por otro
lado, se podria postular que Mg-PEP  es una especie I1nhibidora,

pero esto resultaria muy cuestionable, en virtud de que 1) los

estudlos de Mildvan et al (132) y de Miziorko et al (133)
demuestran que el complejo Mg-PEP™ existe como tal unido a la
enzima en el complejo ternario (Fig 8 en

antecedentes) y 11}
siendo la afinldad de PEP’” por el Mg®”

libre bastante alta y la
disponibilidad de ng' en la célula limitada, la inhlbicién de PEP
carboxllasa por la presencia del complejo Mg-PEP  en el cltoplasma
tendria un efecto noclvo para la célula vegetal en funcléon de los
requerimientos fislolégices de las plantas Ca propuestos hasta la
fecha.

En apoyo a 1o anterlor. la competencia entre Mg>  libre
Mg~PEP” explica tamblén, en parte,

Mg?® que ha sido descrita (141),

Y
la cocperatlvidad negativa para
ya que a una concentracién filja

de PEP total, los aumentos en la concentracién de Mg®® total se

reflejaran en un aumento slmultinec en las concentraclones de Mg®®
libre y de Mg-PEP . Aun suponlendo que la dlsminuclén de PEP
llibre no tuviese un efecto iwportante scobre 1a enzima, esto
generaria competencia entre las especlies de Mg,

en una cooperatividad negativa aparente

lo que se traduce

Y. a concentraciones
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elevadas de Mg total, en una inhibicién por exceso de sustrato {la

cual también hemos observado. resultados sin publicar). El efecto
adjicional que tiene la dismlnucién de la concentracién de PEP?
libre que acompafia a los aumentos en la cantildad de Mg™~
Mg-PEP” contribulria a hacer 1la
pronunciada.

libre y
cooperatividad negativa mas
Como se aclara en el articulo, en este caso las constantes
aparentes no pueden deduclirse a través de los regrafico de 1/8 vs
1/{PEP’"], puesto que las velocidades a concentracién cero del
activador no pueden medirse porque el actlvador y el sustrato se
encuentran siempre en estricto equilibrio quimico.
los regraficos para pendientes (B} y para
muestran en la figura 7 (articule 1). La similitud entre el efecto
para las pendlentes de PEP?” y fenilfosfato

Sin embargo,
interceptos (A) se

es evidente. El
complejo efecto de PEP®” 1ibre con respecto a los interceptos ya

se ha explicado. En el caso de fenilfosfato este efecto no se

observa porgque la concentracliéon de fenilfosfato puede varlarse

tndependientemente de la del sustrato Mg-PEP .

Nuestros resultados en apariencla contrastan con aquellos
presentados por Wedding et al. (215), qulenes, mediante analisis

por regresioéodn no lineal. ajustan a una s6la curva de

Michaelis-Menten el conjunto total de datos obtenidos en tres

experimentos realizados a tres valores de concentracion de Mg2™

libre constante y a concentracién de PEP total
embargo, estos autores no

varlable. Sin

fueron capaces de detectar un sesgo

ligero en 1los ajustes y en sus graflcas, primero porque no

reallzaron un analisis estadistico completo de los datos obtenldos

medlante regresién no lineal y segundo porgue cuando grafican

frente a la concentracién de Mg-PEP” sefialan los puntos empleando

un s6lo tipo de simbolos, independientemente de la concentraciéon

de Mg®” libre correspondiente a cada grupo de determinaciones.
haclendo imposible apreclar por simple

inspeccién el sesgo
presente en sus ajustes.

Cuando nosotros retomamos sus datos y los
graficamos en dobles reciprocos encontrames no sélo una recta,

sino una familia de rectas. El mismo tipo de efecto fué reportado

con anterioridad por Mukerji (141), qulen en un experimento

similar encuentra que las graficas de inverso de velocidad contra
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1/{Mg-PEP ] son 1lineates a pH /.U, Ppero a diterentes niveies ae
concentraclén de Mgz- libre poseen diferentes pendientes. Lo
reportado por Muker}i coincide con lo reportado por Weeding et
slempre que se conslderen las dlferenclas ya mencionadas en

el Gltlmo autor. Haciendo un breve

al.,
los datos presentados por
paréntesis este caso advierte sobre la necesidad de hacer un
andllsis estadistico adecuado de 1los datos obtenidos mediante
regresién no llineal para detectar poslble sesgo, tendenclas u
otras perturbaciones numéricas que reflejen una posible
datos obtenldos

la

inconsistencia entre el modelo empleado y los
(168). Esta observaclén nos parece pertinente en vista de
creciente popularidad que este tlpo de anallsls ha adqulirido con
el cada vez mayor desarrollo de las clenclas computacionales.
Muker 31 (141) explica la cooperatlivlidad negativa que se
menciona en el parrafo anterior proponiendo que Mg>" es un
negativo de la PEP carboxllasa, como mencionamos

Sin embargo. sus datos son igualmente explicables

regulador
anteriormente.
s! se supone gque PEP®” libre es un regulador positlvoe de la
enzima, loe que ademas, en concordanclia con nuestros datos,
explica el efecto actlvador de fentlfosfato y la competencla entre
esta Gltima molécula y PEP?” llbre. La constante de estabilldad

‘). lo que garantiza 1la

a-

del complejo Mg-PEP~ es pequefia (180 M~
exlstencla de cantidades apreclable de PEP 1llbre aan a
concentraciones muy elevadas de MgZ' 1ibre.

Modelo propuesto para la reaccién catalizada por PEP
carboxilasa.

A fin de explicar las pecullarlidades del comportamiento
cinético de PEP carboxilasa hemos propuesto en este primer
articulo un modelo cinétice bastante general. La razén por la que
consideramos conveniente hacer este modelo suficlentemente
general, es la de explorar todos las poslbles alternativas que
puedan explicar el comportamiento de la enzima, ya gue un modelo
particular podria pasar por alto explicaciones alternativas a los
comportamlientos observados y llevarnos a cohclusliones parclales.
Debido a la complejitdad del modelo cinético propuesto, éste sbélo
se analizé bajo el supuesto de equllibrio rapldo y. por otro lado,
no fue posible calcular valores numéricos para las constantes
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involucradas, dada la imposibilidad de llevar a cabo un nusero
suficliente de experimentos independlentes.

Por las razones anteriores propusimos un modele con el cual
conslderamos una molécula enzimidtica capaz de unir sustrato libre
(S). metal libre (H) y efector (A) a dos sitlos Interactuantes que
inicialmente fueron supuestos como actlvos. Graclias a las
caracteristicas de las ecuaclones algebralcas derivadas bajo el
supuesto de equilibric rapldo, la propiedades de estos sitlos
pueden ser modificadas a manera de suprimlr la actividad
catalitica o la unién de uno 6 mis ligandos medliante la seleccioén
de las constantes apropladas. Una descripclén completa del modelo
se da en el apéndlce del primer articulo en tanto que una
descripcién detallada de la deducclén algebraica de las ecuaciones
se incluye en el Apéndice 1 de esta tesls.

Los supuestos sobre los Qque se basa el modelo y que
han sido enumeradas en el articulo 1 son los sigulentes:

1) La reaccién es Ilrreversible, LG=-6 to -8B Kecals/mol {150).

II) t.a enzima posee dos tipos de sitios que pueden unir a los
11gandos Mg®’. PEP’", analogo de PEP y a sus respectivos
complejos. La unién de PEP?” o su analogo a un sitlo es mutuamente
excluyente. La unién de ligandos ocurre bajo un mecanismo
al azar.

111) La unlén de un ligando a un sitio modifica la afinidad
de la enzima por los ligandos Que puedan unlrse después.

IV) Adn cuando pueden existir mas de un sitio de cada tipo en
la molécula de tetramero, se conslderd que los sitios eran
independientes e 1dénticos y por lo tanto indistingulibles desde un
punto de vista cinétlco.

V) La unién de HCO3™ a la enzima es independiente de la unién
de los demas ligandos y su Km no es afectada por la presencia de
otros ligandos en la enzima.

V1) El efecto de los ligandos en la Vmax no es-debido a que
un paso completamente diferente del proceso catalitico se haya
vuelto limitante.

Como se puede observar en las flguras 2, 4, 7 y 8 del
articulo 1, dado el conJunto de constantes empleadas para el
modelo, las ecuaclones cinéticas propuestas se ajustan a 1los
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datos, no s6lo cualitativamente., sino también cuantitativamente.
1a colincidencia entre las curvas teéricas v los puntos
experimentales puede me jorarse mediante pequefios ajustes en las
constantes empleadas. Sin embargo. debldo a la gran cantidad de
parametros implicados este tipo de ajuste carece de preclsidn
desde el punto de vista estadistico, a menos que se cuente con un
gran nuamero de puntos experimentales. La obtencién de valores
numéricos para los parametros ests mas alla de las pretensiones de
este trabajo,ya que €] interés del mismo consiste en desarrollar
un modelo, tan simple como sea posible, que permita expllicar el
comportamiento cinétlico de PEP carboxilasa. A pesar de ello, de
los valores numérlcos que se aslgnaron a las constantes se pueden
sacar varlas conclusiones generales acerca de las caracteristicas
de la enzima. 1) La afinidad del segundo sitlo por Mg®  es tan
baja que puede considerarse que sélamente se une PEPY o el
analogo y por tanto, este sitle no es cataliticamente activo
pudiendo ser conslderado como un sitlo regulador. 11) La unidédn de
PEP?” y Mg al primer sitio es mucho mas débll que la unién de
Mg-PEP~ y por esta razén puede conslderarse que Mg-PEP” es el
sustrato preferencial de la enzima. 111) la unién de PEP?” o del
analogo al sitio regulador produce un Incremento en la Km(Mg-PEP™)
y una dilsminuclén en la constante catalitica de la enzima. v1)
Exlsten dos formas de la enzlma, la forma modificada con PEP”
1ibre unido y la forma no modificada.

Con las anterliores concluslones como postulados, se desarrollé
un modelo simplificado que sirvid de base para el analisls de los
datos que se presentan en el articulo 2. La deduccidn detallada de
la ecuacién clnética para el modelo simplificado gque se muestra en
este segundo articulo se encuentra a contlnuacién de la deducclén
de 1a ecuacién para el modelo general en el apéndice 1.

Uno de los aspectos Interesantes de este modelo es la gran
cantidad de datos de 1la lliteratura que pueden ser explicados
medliante el mismo. La cooperatividad positlva reportada por varios
autores (74, 77, 172, 204) cuando PEP total es usado como sustrato
variable se produce debido a que al incrementar la concentracién
de PEP a una concentracién de Mg total constante se estan
incrementando simultaneamente la concentraciédn de Mg-PEF y 1la
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concentracién de PEP”™ libre. es decir, la cantidad de sustrato
disponible aumsenta al mismo tiempo que la proporcién de enzima
activada también aumenta. La desaparicién de 1la coopecratividad
homotrépica positiva a concentraciones altas del activador
glucosa- é~fosfato (77, 204) puede asl mismo Ser cxplicada si se
supone que ese compuesto se une al mismo sitlo que PEP®  libre. En
presencia de una cantldad saturante de glucosa- 6-fosfato la
proporcién de enzima activada seria aproximadamente constante y el
incremento en la concentracién de PEPY no tlene un efecto
adicional eliainando asi la cooperatividad poslitliva. El hecho de
que la cooperatividad posttiva sea mas pronunciada a
concentraclones mayores de Mg>" (27) es explicable debido a que en
estas condiciones la concentracién de PEP’” es menor para la mlsma
cantidad de Mg-PEP™ y por lo tanto nos desplazamos hacla regiones
mas bajas de la curva de saturacién del sitlo regulador por PEP™,
lo que se manifiesta en una mayor respuesta de la enzima, ya que
entre mas alejada de la saturacién por PEPY” del sitio regulador
mAs cerca se estara de la zona en donde la respuesta a la
concentracién del ligando es lineal. Estos efectos fueron
simulados tamblén con el modelo propuesto y. aun cuando estas
simulaciones no se muestran en el articulo, se menclona que la
coinclidencia con los datos reportados es notable.

La cooperatividad negativa para el metal (137, 138, 141, 145,
190, 228), tamblén puede ser explicada por el modelo, en virtud de
que, a concentraclén constante de PEP total, los incrementos en la
concentracién de Mg®” total producen un aumento en la cantidad de
compleljo Mg-PEP ™ formado, pero una disminucién en la cantidad de
PEP?” 1libre. Como ya discutimos anterlormente, esto trae como
consecuencla que se obtenga una menor actlvidad que la esperada
para una enzima michaeliana y, por tanto, se Renera cooperatividad
negativa. Esta cooperatividad negativa aparente para el metal no
debe presentarse cuande la concentracién de PEP total sea 1lo
suficlentemente alta para saturar el sitio regulador, aiun a
concentracliones de Mg®® total elevadas. Es declr. cuando la enzima
presente en el medlo de ensayo sea la forma actlvada por PEPY
libre. Como se ha mencionado en el articule 1, esta es

posiblemente la razén por la cual varlos autores no la
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encontraron.

El modelo también peraite explicar el hecho de que a
concentraciones clevadas de PEPT  libre, analogos de PEP 6. en
menor proporcisn, Mg>” libre se observe una inhibicién por exceso
de sustrato, ya que en estas condiclones la especle libre esta en
condlciones de competir con el sustratec Mg-PEPT por el sitio
active, produciendo asi inhibiclén (Figura 2B, articulo 1). Este
efecto es reportade por nosotros para fenllfosfato {(figura 2A,
articulo 1} y ha sido reportado anterlormente para otros efectores
como glucosa-6-fosfatle (172) Y 3-fosfoglicerato (141}, que
pensamos deben unirse al mlismo sitlo regulador.

Asi pues, el presente modelo muestra la necesidad de
controlar las concentraclones de Mg-PEP™ y PEP’” llbre en los
ensayos cinéticos de PEP carboxilasa. Sin embargo, en la gran
mayoria de los estudios reallzados hasta la fecha se ha
considerado a PEP total como sustrato varlable, y, por tanto, las
conclusiones que puedan derivarse de dichos experimentos estaran
influencladas por la respuesta de la enzima a a los cambios en la
concentracién de su sutrato Mg-PEP  y por el efecto regulador de
PEP®” libre. De entre 1los muchos estudlios que faltan por
reevaljuar, el efecto cde pH sobre la actlividad de esta proteina nos
parecié el mas interesante, en vista de la importancia que este
estudio tiene desde el punto de vista de la caracterizaclén de la
PEP carboxilasa, dado que se ha propuesto la participaciédn de esta
enzima en la regulacién del pH intracelular (23, 64, 110, ) y
tomando en consideracién la posibllldad de que PEP carboxilasa
pudliese ser modulada In vivo a través de los camblos en el pH
citoplasalco que pudieran acompafiar a los camblos en el estado de
iluminacién de la planta, como se ha descrito para el caso de
algas fotosintéticas (46, 166, 169).

En el articulo 2 se descrlbe la respuesta de la reacciédn
catalizada por esta enzima a la concentracién de PEPY™ libre y a
la concentraclién del sustrato Mg-PEP” en el rango de pH 6.4-8.8.
El estudlo resulta un tanto amblciose. ya que la complejidad del
modelo propuesto para PEP carboxilasa, aunado al hecho de que 1la
concentracién del sustrato Mg-PEPT y del actlvader PEP?” libre
estén ligados por una constante de equililbrio, hacen de 1a
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manipulacién experimental un aspecto dificll en este tipo de
ecstudios.

Para describir el comportamlento de la enzima frente al pH,
en el articulo 2 se muestra la respuesta de Vmax y ¥Km frente a la
variacién en la concentracién del actlvador PEP’” libre a varlos
valores de pH dentro del rango menclonado

{(fig. 1 2 y 3) Yy se
observa que las

en 1las graficas se ajustan
cualitativa y cuantitativamente a 10s puntos experimentales. En

estas graficas las lineas trazadas han sido calculadas con 1la
ayuda de la ecuacldn cinética para el modelo propuesto.

lineas trazadas

Para este
propésito a cada valor de pH iInvestigado se realizé un ajuste por

regresién no lineal del conjunto de valores de velocldad inlclal
asoclados a la concentraciones respectivas de PEP

Mg-PEP™ empleadas en cada medlda (como se describe
Experimental).

libre y de

en la seccién
Los valores de las constantes que resultan de cada

ajuste varian de un pH a otro., pero los mismos valores de 1las

constantes fueron empleados para todas las simulaclones realizadas
al pH respectivo. Una vez Qque se

obtuvo el
mode lo de los datos experimentales

ajuste numérico al
a un pH definido se realizaron
Pruebas estadisticas para valores

extremos. Sesgo.
falta de

tendenclas y
resultaron negativas en todos
excepto para el anallsis de falta de
resulté negativo para

informaclén. Las pruebas
los casos,

informacién que
las pruebas mas laxas,
las pruebas mas rligurosas.

propia del modelo

pero positive para
Este resultado deriva de la complejidad

y se refleja en los amplios valores de
incertidumbre para las constantes reportados por el programa.

Como se ha menclonado en este segundo articulo,

el modelo es
capaz de explicar el comportamiento de esta proteina en todo el

rango de pH estudiado,

como se puede constatar
ajustes obtenidos.

al observar los
Es evidente que la respuesta de la proteina al
en la concentracién de PEP’T  libre cambla
substancilalmente a valores de pH por encima de 7.5. En tanto que a
valores de pH cercanos a 7.0

PEP™”

incremento

la enzima responde a la unidn de
libre al sitlo regulador con un aumento en la afinidad por
Mg-PEP~ y una dismlnucién en la Vmax.

8.0 1la enzima

parametros,

a valeores de
incrementos
originadndose patrones

PH cercanos a
en el1 valor de
de velocidad

responde con ambos
iniclal Qque se
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intersectan a la 1zquieraa ael ejJe de 1as oraenaaas, mas
apreclables en el caso de Vmax que en el caso de Xm{Mg-PEP ). A
estos valores de pH el comportamlento de la enzima es muy simllar
al de las enzimas que catallzan reacclones blsustrato ordenadas o
reacciones al azar en equllibrio rapido. ya que, como se ha
menclionado anterjormente, este mecanismo predice el que las curvas
se corten a la lzqulerda del eje de las ordenadas en las graficas
de dobles reciproces. El modelo propuesto por nosotros también
puede explicar este comportamiento, Slempre gue 1la constante de
disoclacidén para PEP” libre al sitlo regulador {Ka) sea
suficlientemente baja como para mantener este wltimo saturado &

suficientemente alta para que no se forme una porporclén

importante de enzlma modiflcada. en cuyo caso, una sdla forma
enzimatica estaria presente en ¢l medlo de ensayo a este pH y a
las concentraciones de PEP:" libre empleadas. La razén por la cual
no se utilizaron concentraclones de PEP’” libre mas bajas que 0.23

mM ha sldo mencionada anterlormente. A la vista de estos datos

resulta muy interesante que glucosa-6-fosfate y gliclna seon
activadores muy pobres a valores de pH cercanos a 8.0 (86, 193,
213), indicando que aun cuando el sitioc regulador es funclonal a
este pH. es posible que la cantidad de PEP’” libre en el medio de
ensayo Sea suficlente para mantener el sitlio regulador de 1la
enzlma cerca de la saturacién, s! blen no es la unica explicacién
posible.

Efecto del pH sobre Jla regulacién de PEP carboxilasa por
PEP libre.

En 1las flguras 1,2, y 3 del articulo 2 se muestra 1la
respuesta de PEP carboxilasa a concentraciones creclentes de
PEP?” 1libre para los valores de pH estudiados. Al igual que antes
la lineas dibujadas fueron trazadas utillzando la ecuaciodn
cinética propuesta para esta reaccidn, empleando a cada pH el
conjunto aproplado de valores para las constantes obtenido segan
se describié anterlormente. Estos resultados confirman la validez
del mecanismo clinético propuesto en el articulo 1,

modelo es aplicable en todo el rango de pH estudiado.

¥a que dicho

Como se ha discutido en el articuleo 2, el sustrato
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preferencial de la enzima es Mg-PEP” a todos los valores de pH
estudilados., en tanto que tanto PEP®  como PEFH®  podrian ser las
especles activadoras. Cabe notar que el pKa de lonizaclédn para el
tercer protén del fosfoenoplruvato es 6.4, por lo que a pH 7.3 1la
especle predomlnante sera PEP? Y es a este pli que se observan los
camblos mis dramaticos en la respuesta de la enzima frente a las
varlacliones de concentraciédn de estas especles. Este dato parece
indicar que Pﬂ’j‘ libre es la especle importante, aun cuando la
participacién del dilanién no se puede descartar.

Es importante resaltar gque a pesar de gue el compeortamiento
frente a pH de 1los parametros obtenldos experimentalmente puede
parecer sorprendente, la respuesta observada es predicha por el
modelo. Un ejemplo de esto son los camblos en los valores de Vmax,
que aumentan a casl todos los valores de pH como respuesta al
aumento en la concentracilén de PEP?” libre, pero disminuyen a los
pHs 7.3 y 7.0. La naturaleza de estos efectos Justifica el empleo
de un modelo tan complicado como el que se propuso en el primer
articulo.

En el segundo articulo se menciona ademids el modelo
concertado propuesto por Jawall (199) y se menclonan las razones
por las que pensamos que su modelo no es aplicable al caso de PEP
carboxilasa. Por un lado, nosotros no observamos el comportamiento
histerético con la preparacién de enzima pura gue reporta este
autor, lo que es probable que se deba a diferenclas en el proceso
de purificaclén de la enzima. De cualquier modo, los camblos
observados por nosotros, no son achacables a fendomenos de
histéresis. Por otro lado, el modelo propuesto por Jawall
generarta una respuesta de cooperatividad posttlva para Mg-PEP™,
cosa Qque nosotros no observamos en los graficos de dobles
reciprocos frente a Mg-PEP~, como se puede comprobar observando
los resultados de 1la Figura 3 del articulo 1.

A fin de analizar el efecto de pH sobre los parametros
clnéticos de esta enzima, regraficamos los datos de las figuras
1.2 y 3 del articulo 2 en las flguras 4, S y 6. Estos datos se
presentan tratando de que sean lo menos repetitivos posibles y de
que faclliten el analisis del efecto de pH. En estas figuras (4.5
y 6, articulo 2), se observa de inmedlato que la respuesta mas
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dramitica a 1a varlacion en la concentraciodn de PEPT 11bre ocurre
a2 los pHs 7.0 ¥ 7.3 y son especlalmente notables los camblos en el
valor de Kmapp(Mg-PEP™)}, 1o que se refleja en camblios en el valor

de 1la pendiente. Suponemos gue estos camdblos Son de relevancia

fislolégica, ya que son rangos de pH que creemos fisloléglicos y

porque pensamoS que la enzima no se encuentra saturada in vivo por
su sustrate Mg-PEP” (171). A concentracliones saturantes, los
incrementos en la concentracién del regulador
efecto actlvador,

a pH 7.0 y 7.3,

no tendrian un
sino que por el contrarlo producirian inhibilcion
dado el descenso que PEPY”

1ibre produce en el
valor de Vmax a estos valores de pH.

Por otro lado. es 1lnteresante
valor de XKm(Mg-PEP ), simllares a
ocurren como resultado del

libre,

que camblos en el los que
incremento en la concentracién de PEPY
pueden ocurrir con un incremento de pH de 7.3 a 7.S.

Por
esta razén proponemos que

pH del cltoplasma en
tales como los gque ocurren en algas fotosintéticas
durante el periodo de i{luminacién (46,

incrementos en el
este rango.

166, 169), pueden produclir
un incremento en la actividad de esta proteina a concentraclones
subsaturantes de Mg-PEP y, de esta manera, el pH y el nivel de
PEP®” libre pueden en conjunto contribulr a la regulacién fina de

la actividad de esta proteina in vivo.

El efecto conjunto del pH y la concentracién de PEPY libre a
concentraclones subsaturantes de Mg-PEP”

puede  analizarse
comparando ¢l valor de

la cecnstante de pscudo primer orden de la
reacclén (Vmax/Km{Mg-PEP )) que se muestra en la figura 3 (181).
Asi. libre de 0.23 a 3
aproximadamente dos

un incremento en la concentracién de PEP®T

mM producliria un aumento de veces en la

orden a pH 7.0 o 7.3 y un aumento de
7.5. Por su parte,

constante de pseudo primer

poco mas de 1.5 veces a pH un incremento de pH
de 7.3 a 7.5 se traduciria en un aumento de mas de cuatro veces

en
este valor a una concentracién de PEP™

libre de 0.23 mM y en un
tres veces a 3 mM de PEP?T libre.
un aumento de 1la concentraclén de PEPY de 0.23 a 3 mM

incremento de poco mids de
Finalmente,

aunado al incremento en el pH de 7.3 a 7.5 provoca un aumento de

casi 8 veces en el valor de este parametro.

Las figuras 7 y 8 del articulo 2 contienen informaclén que

resume 1a respuesta de la Vmax y de la constante de pseudo primer
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orden de la reacciéon (Vmax/Km(Mg-PEP™)) en funcién del pH. En el
articulo se discute con detalle la informacién disponible sobre
los posibles grupos implicados en catalisis (fig 7., articulo 1)} y
en la unién de Mg-PEP™ (fig 8, articulo 2), sin embargo, como alli
mismo se menclona, no es posible dar valores de pKa para estos
Zrupos y por tanto no es posible identiflcar su naturaleza quimica
con preclsién. Lo anterior se debe principalmente a qQue en ambas
curvas Se observan siempre las contribuclones de las dos formas de
la enzima impllcadas, la forma modificada (con PEP®” libre unido
al sitlo regulador) y la forma basal de la misma {(con el sittio
regulador sin lligandos unidos).

A pesar de las limltaciones que se presentan al momento de
interpretar los perfiles de pH, es poslble proponer que los grupos
participantes son posiblemente histldinas y cistefnas, en virtud
del rango de pH en el que se observan los camblos descritos.  Es
notorio gque cuando PEP" libre sBe une al sltio regulador, sSe
modifican sensiblemente los perfiles., sefialando la presencla de
algunos grupos cuyo pKa se desplaza, o blen, desaparece, es decir,
que el grupo deja de ser ionizable en la enzima modificada. En
otras palabras, la unién de PEP®” 1libre al sitio regulader de la
proteina afecta sensiblemente el comportamlento de clertos grupos
relaclonados con catalisls (fig 7, articulo 2) y grupos implilcados
en la unién del sustrato Mg-PEP™ (flg B, articulo 2), esto indica
que 1a unlén de PEP? 1llbre a la enzlma genera cambios
conformaclonales que afectan la estructura del sitlo activo.

De nuevo, las variacliones mas notables se observan en el
rango de pH de 7.0 a 7.3, lo cual indica gque los grupos implicados
mas probables sean histidlnas y/o clsteinas. Esto Ultimo esta de
acuerdo con la estructura del slto activo propuesta por Andreo et
al. (4} y gque se muestra en la Flgura 8 en la seccién de
antecedentes.

El efecto de PEP’ libre en 1la establlidad de la enzima no
sera discutido aqui debido a que ha sldo discutido suficlentemente
en el articulo 2. Sélo nos parece pertinente menclonar que debido
a que las curvas de progreso de la reaccién obtenidas durante el
curso de los ensayos fueron llneales, excepto a los pH's mas
extremos y a bajas concentraciones de Mg-PEP , pensamos que
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nuestros resultados no estan 1nt!uidos de una manera determlinante
por la inestabllidad de la enzima en el medlo de ensayo.

Implicactiones sobre la regulacién por luz de PEP carboxflasa

en plantas Ca.
En virtud de que la regulacién por
ciclo dia-noche en plantas Cs4 es uno de 1los aspectos que han

despertado mads lnterés en este campo en los ultimos aflos, nos
relevancia de los datos

luz de esta enzlma en el

parecid pertinente discutlr la posible
presentados en estos dos articulos en la recgulacidén a corto plazo

de esta enzima.

Durante la noche,
las enzimas plruvato ortofosfato dicinasa y malato
¢loroplasto de mes6filo se

la ruta Ca s+ encuentra detenida (49, 112,

205), ya que
deshidrogenasa dependliente de NADP del
inactivas (ver antecedentes). Sin
tanto hay produccisn de PEP en el
PEP deben ser

encuentran embargo. la

glucollisls esta activa y por
En estas condiciones los niveles de

citoplasma.
la carga energética de la célula es baja y por

bajos dado que
tanto, la enzima plruvato clnasa compite
Durante este periodo PEP carboxilasa se encuentra
el pH citoplasmico,

activamente por este

sustrato.
desfosforilada y su afinidad por PEP es baja.
como ha sido reportado

por ende, la enzima es

es probablemente cercanc a la neutralidad.
en algas fotosintéticas (46, 166, 169) y,
muy sensible a PEP?” libre y a glucosa-G-fosfato,
de ambos metabolitos son bajJos debldo a su consumo por las enzimas
durante este

pero los niveles

de glucélisls. La actlvidad de PEP carboxilasa
limitada a su funclén anaplerédtica de

periodo esta probablemente
la regulaclén del pH

relleno del! ciclo de Krebs y quiza a
citoplasmico.

Con el iniclo del dia, la enzima plruvato
PEP se Ilncrementa.

ortofosfato

dicinasa es reactivada y la produccién de

Curiosamente durante estos momentos inicliales, el piruvato

preducido por la enzima plruvato clinasa a partlr de glicolisis es

empleado nuevamente para la sintesls de PEP en el cloroplasto.

Estas actividades en conjunto, podrian constituir una lanzadera de

ATP desde el cloroplasto hacla citoplasma y elevar en consecuenclia

la carga energética de este compartlimento celular y, al retener el

piruvate producido por glucdlisls, aumentar el nivel de esqueletos
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C3 disponibles para el ciclo Ca. Al elevarse la carga energética,
la piruvato cinasa es inhibida por el ATP y los niveles de PEP se
incrementan. Por otra parte, la afinidad rpor FPEP de la PEP
carboxilasa aumenta al fosforllarse la proteina y ademaAs, con el
incremento en los niveles de PEP’ libre la actividad de la enzima
se lncrementa para ajustarse a las necesidadss de la ruta Ca.
Conforme transcurre el dia, la asimilacion de luz por el
cloroplasto podria estar acompafiada de camblos de pH en el
citoplasma y estos a su vez mantendrian a PEP carboxilasa activa
independlentemente de los niveles de PEP?” libre. tal vez limitada
sSlamente por 1la disponiblilidad de Mg®* 1lihre y de HCOs™. Es
probable que si la disponibilidad de HCD3™ y o de Mg"" libre es
inferior a 1la produccién de PEP:- libre por 1la ruta Cs, al
acumularse este aultimo, se produciria una inhiblcién de 1la
actividad de esta enzlma. lo que mantendria los flujos metabélicos
dentro de los limltes requeridos por la planta, ya que como se ha
discutido antes, nlveles elevados de este metabollto tendrian un
efecto inhibldor sobre la enzlima, especlalmente a valores de pH
cercanos a 7.5,

Con el atardecer. la actividad de asimllacién de energia por
parte de los fotoslstemas del cloroplasto se ve limltada y, asi,
el pH y los nlveles de PEP sintetizado via Cs dlsmlnuyen, la
enzima responderia a ambos factores modulando su actividad
Rradualmente hasta que, con la disminucién de la carga enegética,
la piruvato cinasa se reactlva Y la PEP carboxilasa se
desfosforlla regresando a las condiclones de obscuridad. Durante
esta ultima fase, los intermedlarlios de la ruta Ca, como
plruvato, se acumularian, lo que podria servir para relnlclar la
actividad metabélica de la mitocondria. Por su parte, la actividad
residual de PEP carboxllasa contribuiria a elevar los niveles de
intermedlarlios del cliclo de Krebs, ya que la enzima malico
deshidrogenasa-NADP de cloroplasto se inactlva por oxidacién de
sus grupos -SH y el oxaloacétlco producido por PEP carboxllasa, al
no ser capturade por el cloroplasto, puede ser utllizado por la

mitocondria.
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Este mecanlsmeo, aun cuando incluye una gran cantidad de

elementos inclertos, es en apariencla bastante plausible ya que

esta de acuerdo con las observaciones que han sido reportadas por
que han abordado el problema. Sin

los varlos investigadores
tales como el valor del pH del

embargo, plantea varlas preguntas,
citoplasma y los camblos en los nlveles de metabollitos que puedan
ocurrir como resultado de la §flumlnaclén de las hojJas de plantas

Cs, s6lo por menclonar algunas.
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APENDICE I. DEDUCCION ALGEERAICA DE LAS ECUACIONES CINETICAS QUE
SE REPORTAH EN LOS ARTICUNIOS 1 Y 2.
Se incluyen aqul castellano de los
os a los 1tos originales que se adjuntaron a
los manuscritos cuando estos ultimos fueron sometldos a
publicaciédn. Estos anexos no fueron publicados, Yya gue sU
finalidad era simplificar el trabajo de los revisores, pero se
incluyen en esta tesis a fin de facilitar la comprension y lectura
de la misma.

las traducclones al

Descripcelén matematice del modele cinético poneral descrito
€0 el apéndige de) artiguie 1.

£1 conjunto de constantes de dissoclaciéon globales y los
correspondientes coclentes de velocidad definldos en el apéndice
del articulo 1 permiten una descripcion completa del modelo. Un
esquema de todos los equilibrios contemplados por el modelo se da
en la figura 10 de este apéndice, la nomenclatura de las
constantes se simplificd en esta figura por razones de claridad,
pero, el proposito de 1la misma es s6lo el de facilitar al lector
la revisién de todas las posibles especies enzimiticas que deben
inclulrse. Cada complejo enzima-llgandos puede expresarse Como una
funcién algebralca de la concentraclién de enzima 1idbre y de las

concentraciones normalizadas de los ligando que participan en 1la
formacién del complejo, (.e:

Es M 1 =
Donde Ks, Kn
asignado en el

E1 117 MYV (AY7/ (K, KE K§ K} )

significado que se 1les ha
apendice del articulo 1 ¥ Kn representa 1a
constante adimensional que se da en la tabla 4 de dicho apéndice.
Entonces, utiltzando las deflnicliones de
normalizadas de los llgandos s,
apendice del articulo 1.

Y Ka tienen el

las concentracilones
™m y a que se han dado antes, en el
la expresion anterior se convierte en:
[Es Mea )= (F-m-a”/ x ) (E)

Tomando en cuenta las conslderaclones anterlores se puede
proceder a escribir la ecuacién de velccldad, del sistema en
equilibrioc rapido,

51 se consideran todas las especles que pueden
ser catalitlcamente activas en el modelo:
wo = kp ({Esm] + v, [MsE] ~

VoIsEms] + v IMsES) + v ImEsml +
VglmsEml + 2-v ImsEsm) +

VlAESM] 4+ voImsEAl + v IMsEam]l +
V,1olMAESM])-
Cuando expresamos esta ecuacléon en términos de la
concentracién de enzima libre y factorizamos [f] obtenemos:
V. V. v v
o = kp-[E]~( 1 rE-m 4 l.sem + 2.3?m + 2.9%m L.s-ms
Ke - Ko 10 K
Vv, V. V,
Z.3-m%s 2._S%. T.s-m-a - S.s-m-a + 2.s-m%a &
K2 Kia Ko Kao 31
v
19. 3. m%a )
32
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Figura 10. Esquema que representa los equllibrlos requeridos para
describlr el modelo general propuesto en el articulo 1. La letras
E. s, X, ¥y A representan a la enzlma. el sustrato, el cofactor
metidlico y un analogo del sustrato respectivamente. Ks, Kn y Ka
representan las constantes intrinsecas de unién para el sustrato,
el cofactor y al analogo a la enzima respactlvamente (ver apéndice
del articulo 1). Los factores de interacclén han sldo substituidos
por las letras mintisculas en curslva deblido a que los simbolos con
subindice, por ser demaslado larges, daban como resultado una
figura confusa. La correspondencla entre las dos nomenclaturas se
omlte por no ser Utll en la deducclédn. Los diferentes complejos
que se forman entre la enzima y los ligandos han sido encerradeos
en elipses para hacer resaltar este parte de la flgura que es la
de mayor interés.




Puede notarse que el factor s‘m aparece en todag los tArminos, ast
pues, al agrupar estos términos la ecuacldédn resultante es:

V. V. V. Vv, Vv,
Vo = kp-[E]---m-[ 2 . LI ( -2, 2 ]-so ( . 2 ]-m
Kg 3 K K K

Ke » 10 1 12
V. V, V, \4 vV,
¢(_". "]‘o‘[ LI ‘o]-q'moz-v—f"—-s-m]
Kaz Kag Kay Kaz Kia
El factor dentro de los paréntesis cuadrados -5 fguanl al factor
denominado D en el apéndice del articule 1 (Ecuaclion 3), la
expresién pucde escribirse, entonces, como:
o = Ap-[E]-2-m-D (@]

Como sigulente paso, escribimos ahora la ecuaclién de balance
de masas para la enzima total., que incluye todas los posibles
comple jos enzima-ligandos que pueden formarse (ver Fig 10):

[E], = (E] + [ES) + [Em) =+ [sSE] + [ME] + [SEm] + [mEs] + [sEs] «+
[MEM] + [AE] « [EA] + [AEAl + [Eam] « [MAE] + [AEM] + [MEAT +
{AEMA] + [MAEA] + [MAEM] + [MEAM] + [MmaEar] + [aEs] + [SEF] +
[MAES] + [SEAM] + [sEms] « [msEs) + [mMEsm] + [nmsEm] + [MsEsm] +
[AESM] + IMSEA) + [MsEam] + [MAEsm].

Notese que los Ultimos 10 términos de la ecuaclén aterlor
corresponden a los compleJos productlives y. por tanto, han sido
incluldos en la ecuaclén de velocidad ya deduclida. Ahora, como
antes, escribimos los términos en funcién de las concentraciones
normallizadas de los ligandos y de la concentraciédn de enzima libre
para llegar a:

2
[E]t=[E]-[1os~m¢n¢L’mo’"“’ .2 .
K, K. K Kg K,
2 2
m a m-a m-a m - a m-a m-a
®, T K. Kie = Kip © * Kig *
2 14 16 17 KIB 19 KZO
2 2 2. 2
a - m-a - m-a - s a + s-aQ - s-m-a *
KZI KZZ KZI KZ! KZS KZS KZB
s-m-a s-m s.m 2¥m 2?m s-m”  s-m?  sFm?®
. . + . - - -
K3° KS KS KD KIO K\! KXZ Kl:
s-m-a | s-m-a s-m?a - s-m?a ]
KZ’ KZ" K:X K32

Esta espreslén tan larga puede simpllificarse observando que
algunos términos contlenen el factor s-m y otros no, Separemos
estos términos en dos expresiones y llamemos a un conjunto de
términos grupo(l) y al otro grupo{2); dichos conjuntos son:
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2 2
) m s a
Grupo(l)'(10;om¢o.¢——o - - %
Ks Ka L 15
2 2
m-a m-a m-a m-a mea m-a mTa
+ - - + + +
Kie Kyv Kie Kis Kzo Kas Kas
m2a® s-a s-a ]
+ + + 28
Kz Kas Kag
s-m s-m s-m-a s-m-a s-m s-m
Grupo(2) = ( - - -+ -
K Ke Kzs Kio Kg Ke
3?m 2%m s-m? s-m? 2¥m? s-m-a s-m-a
- - -~ + + +
Ko Kio Ky Kiz Kia Kaq Ko
2 2
s-m-a s-m~a ]
~Lrmre L, 2rmrae
K3, Kaz

Estas expresiones después de ser reagrupadas y factorizadas
se¢ transforman en las sigulentes:

1 1 1 1
Gr\zpo(l)-‘lo['[o + -o]~n¢[‘|o +——m {-m «
Kia Kis Ke Kz
1 1 1 1 1
1+ —— « s - [ - ]-a ]-s - [ - -~
! [ K> Ky Kzs 26 Kie 17 18
; 1 [ 1 1 1 ] 1 ]
+ + + ‘m 4+ —-a-m |-a-m
Kio Kzo Kay Kza Kz
Grupo(2) = s-m-{ 1 + — 3. [ L - 1 + 1 ~m
Kg K Ko Kio Kia

; 1 1 1 1 [ 1 1 ] ] [
L e+ [ + + + - - -m o 4+
b ] KZ'I KZB KZ? K:D K:l

'(:!z
: i, 1 ]m}
: 11 Kiz
H Finalmente, comparando estas expresiones con las gque se dan
i en el apéndice del articule 1} como Ni y Ns (Ecuaclons 4 y S), las
i expresiones anteriores pueden escribirse como: Grupo(l) = Ns y
i Grupo(2) = Ni-s-m. Substituyendo estas expresliones en la ecuacidén
original para la concentraclion total de enzima obtenemos:
[El, = [E)-| Ns + Ni-s-m (2

La ecuacién final de velocldad

simplemente dividiendo la expreslén obtenida para la velocldad

: (ecuacién 1) sobre la expresién de la concentracién total de
b enzima {ecuacién 2) de lo que resulta:

inicial puede deducirse

wo _ Kp-[E)l-s-m-D

[E]L (E]~[Ns +«+ Ni-s-m ]
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En esta ecuaclén final, podemos substitulr nuevamente las
concentraciones normalizadas s y m por su significado original y
simplificar 1la concentracién de enzima libre en el cociente del
lado derecho. Teniendo ademis en cuenta que Ap-[E], es tgual a
Vmax y multiplicando denominador y numerador de el coclente del
lado derecho por 1la unidad escrita como (XKn-Xs) / (XKu-Xs) nos
queda la que se presenta en el apéndice del articule 1 como
ecuaclén 1.

Vear-p. 1S IM1
P Ks Ku - Vasx-D-[S]-(M]
Ns + N3.1S1 M) Ns-Ks-Kn + Ni-[S]-I[M]
Ks Kn



ripciop matemstlca del meodelo ginétice simplificado paras
PEP carboxilasa gue se presenta en el articulo 2.

EsSte es un modelo particular para una enzlma alostérica con
dos sitlos diferentes e Iinteractuantes,

capaces de unir PEPz.
{sustrato 1libre). pero s6loc uno de ellos capaz de unir
(cofactor metalico divalente libre) y  Mg-PEP (comple jo
metal-sustrato).

Por razones de simplicidad,

asumimos que ambos sitios tlenen
constantes de disoctaclén

interinsecas para el sustrato (Keep)

que, cuando es apropiado. se multiplican por un_factor que
representa la dlilferencla en afinidades para PEP que pueda
existir entre ambos sltios. Este factor, llamado por nosotros

cociente de afintdades, es (2. Adiclonalmente, estas constantes
pueden estar afectadas por factores de Iinteraccién, que son
valores numérlcos que expresan en numero de veces gue una constate
aumenta o disminuye como resultade de las interacciones que surgen
cuando mas de un ligando esta unido a la enzima (tabla 7.).

manera slmilar, asumimos que todos los
productivos tienen la misma constante catalitica,
es aproptado, se multlplica por un factor
diferencias en efliciencla catalitica

comple jos
la cual, cuando
que expresa las
que exlsten entre los
diferentes comple jos productivos y el complejo de referencta (Esm)
(v. tabla 6). Este modelo consta de 9 complejos enzima-ligandos y
la concentracléon de cada uno puede ser descrito por la constate de
disoclaclon global correspondiente (tabla 6}, tal como se hilzo
para el caso del modelo general (apéndice del articulo 1). Un
esquema completo de 1os eguillbrios incluldos en el modelo se
presenta en la flgura 11.

TABLA 6. Descripclén del modelo cinético para la reaccién
catalizada por la enzyma PEP carboxilasa de malz.

Especles enzimatlcas que se forman por la unién de PEPY y Mg>" a
la enzima.

Comple jos Constante de Producto
Enzima- Constante Disoclaciédn e
ligandos catalitica Elobal Factores

EPEP - Kg -

EMz - Ko -
PEPEPEP — K, Kg2 K, = £0,
PEPE - Ky Kg Ky = £,

EMgPEP Akp Ky Kg Ko Kg = fg
PEPEMg - Ky Ks Ky Ky = 11,
PEPEMgPEP vyke Ky Kg2 Ky Ky = 0.0, 0.0,
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TABLA 7. Descripcién de los factores de interacclén
considerados en el modelo cinético para la reaccién
catalizada por PEP carboxilasa de maiz.

ry ~[_JPEPHg

{ ) Representamos estas Interacclones con flechas entre los
llgandos que participan de esta Ilnteraccién («»).

{ )} El cuadrado representa a la enzlima y !os lados derecho e
izqulerdo de la misma representan el sitio catalitico y el sitlo
regulador respectlvamente.

Al i1gual que antes las constantes de disoclacién globales de
la tabla 6. permiten expresar la concentracién de cualquler
complejJo como una funclién de la enzima libre y la concetracién
normalizada de los ligando gque participan en su formacién, [f.e:

P Q P Q
(EPEP M2, 1 = [E)-IPEPI"-[M2)°/ (kK[ KO))

En donde Krer y Kmg tienen el mismo significado que se les
aslgna en el articulo 2 y Kn representa la constante adimensjional
dada en la tabla 8, asi pues, tomando los valores de las
concentraclones normalizadas s«[PEP}/Kper y m=[Mg]/Kng empleadas
en el primer articulo la espreslén previa se convlierte en: we can
write the previous expression as:

(EPEP Mg, 1 = (+7-m%/ k )-1EL

Procedemos como antes escriblendo la ecuacldn de velocldad

que contiene los complejos productivos (en este caso 5610 dos): aso

= ke ([Esm] + v, [sEms] )

Cuando expresamos esta encuaclién en términos de las
constantes Yy concentracliones normallilzadas correspondientes,
después de factorlzar [E], obtenemos:

o = k;.-[E]~[ 25~s-m "= Zm ]

Nuevamente el factor s‘m, puede ser factorlzado resultando:

o = k,.[g].,.m-[ 1. é .s ]
Ky Ky
El factor entre paréntesis ha sido denominado D en el
articulo 2. s6lo que s ha sido substituido por su significado
original, f.e:

1 V2 }. IPEP)
o- (=) @

La expresién puede escribirse como:

we = kp[E]'e meD = ko- [E] —REGEL D ')
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EPEP + Mg

" EPE + Mg PEP E Mg
bKpep bcxPEP)/
PEP MgPEP PEP *+
PEP Ky PEP
R ] =, = Emg
+ .
MgPEP Kpep ade K pep
a KpepKug
PEP
PEP EPEP + Mg PEP E mMgpEP X2
geb Keep l bede Kpep
LPEP PEP

aK )
Mo EMgPEP 2

Figura 11. Equema que representa los equllibrios necesarios para
describir el modelo simplificade que se describe este apéndice. E
representa a la enzima y los ligandos escritos a la izquierda de
la E su unién al sitio regulador, en tanto que, los 1ligandos
escritos a la derecha de la E son ligande unidos al sitlo activo.
La nomenclatura de las constantes Intrinsecas ha sido conservada
como en el caso de la flgura 10. La nomenclatura restante ha sido
substituida por una mas compacta como se hizo antes, pero, tamblén

en este caso la correspondencia entre ambas se considerd
irrelevante.
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Ahora, la expresidn para la concentraclén total de enzima es:

€], = I[E1 + [EMePEP]~ [EPEF] + [EMal + [(YEPE] + [FPEPEMe)
[PEPEPEP] + [PEPEMgPEP)

Que pueden substitulrse como antes para dar:

+

+ 2
3 K2 K, Kg Ko
Nuevamente observamos una serie de términos conteniendo el
factor s'm y, ademas, oOtros ques contlenen el factor s, s6é6lo un
término, el término m neo puede ser agrupado en ninpguns de estas
categorias, sin embargo, considerendo la constante de esthbllldad
del complejo Mg- PEP” definida po

s s-m o2 s-m s¥m
(E]:F[E}‘(‘"‘"‘"K_‘ - _._.-—_-]

(Mg-PEP)
K= TrglTPERT 5
Se substituye el término por m - (Mg 1/Xxg -
{Mg-PEP]/Kng-Ko- [PEP] y subtituyendo tamblén 1los terminos que
contienen m-s = {Mgl-[PEP}/Kng-Kpr = [Mg-PEP)/Ko-Kng-KPEP y s =
[PEP}/Krep, nos queda finalmente:

_ . PEP] Mg-PEP] [PEP] 1
[E]t- €] [ 1 e KreP e Kng-Xo- [PEP] * Krer K,

(Mg-PEP) 1 (PEP) Za . {Mg-PEP) 1
Ko -Kng -Keor K KrPEP Ko-Kng -KPEP Ks

iMg-PEP)] (PEP] 1
Ko*Kng *KPEP KPEP Kv

Expeslén que se puede factorizar,

quedando:

- . . leem) . 2 (PEP) _1
€= E] 1 =2 N + - ) .
{Mg-PEP] Xpep e 1, IPEP] l
Ko-Kng -KrPEP P K., [ “KrEF

Cuando esta ultima expresién se conpara con:

n;-1,[1. _(s)],()

. (8)
Ni = —1. & . Isl, Ks (@8]
s Ks (s)

Que aparecen en el articulo como ecuacliones 4 y S. Con esta
simbologia la ecuacién de la concentracién total de enzima gqueda:

€l = [El'[ Ns « n,-.__[_"ﬂi-l]

Ko-KMg -KPEFP ®)
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La ecuacidén final se abtlene dividiendo la ecuacién de la
velocidad de reaccién (4} entre esta Gltima (S}, para dar:
.o kp-{E)-s-m-D

IMg-PEP] _ _
Ao lE1" googes Kres ©

(E1 Mo » n. .. IMe-PEP) i . Ny IMp-PER)
(3 (E)-] N3 « N ey Yrer el (“5 N R Ewg VPR

Repitiendo 108 pasos gque se sipuleron antes para el modelo
general, es decir, substituyendo kp-{E], = Vmsx. eliminando 1la
concentracién de enzima 1llbre del lado derecho

y multiplicando
este mlembro por la unidad escrita como (KoKmeKrer) /  (KoKngKeer),
obtenemos:

. = Veax -D- [Mg-PEP] @
Ns-Ko-Kng-KPEP + Ni1-{Mg-FEP)

Que es 1la

ecuaclén de
articulo 2,

velocidad Qque se presenta en el
en su forma de dobles reciprocos se convierte en:

1. Kng *KPeprs-Ko NS H1

Go

1
Vaar R T £33 1) v:.. o am

En donde D es5 el denominador de los factores de pendlente e
intercepto f{ecuacién 1 del segundo articulo}., N1 es el numerador
del factor de intercepto (ecuacidén S, articuleo 2), Ns es el
numerador del factor de pendliente (ecuacién 4, articulo 2), Veex
es la velocidad maxima del complejo EMRPEP y Ko, Xmug y KPEP tienen
el significado ya descrito para estas constantes.
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Apéndice 1I. Programa empleadec para el calculo de las
concentraciones de especiles libres en soluciones conteniendo
mezclas complejas en equilibrios multiples.

Este programa ha sido escrito para ser comnllada con un
compilador de TURBO PASCAL wversién 3.0 de Borland international.
Algunas caracteristicas en el uso de las direccidnes de los
puertos de salida no permiten que Sea directamente transportado a
versiones posterlores. Las frases escritas entre corchetes {} son
comentarios y pueden ser omitldos para la compllacién. El listado
se ha probado y se encontré libre de errores de sintasis y de
16gica.

Listado del programa:

Program CalculoComple joMetall.lgando;

const
Windows = Q;
MaxWinln - 25;
wWtab : arrayl{1l..Windows,1..5) of Intege

ger

= (( 2, 2. 79. 9. 1), { X0.Y0,X1,Y1,LineNoc }
2, 11, 79. 20, 1),
« 2, 22, 79, 23, 1),
2, &, 79, 22, 1)
: {Arreglo de posiclones de ventanas usadas}
TeclaVallda H Set of Char -

[#13,832. . 843, 835. . 846, #38. . 857, #63. . 893, #97. . %123,

%125, .8254]);

NumValldo Set of Char = ['0°..'9 L E A

EnteroValido : Set of Char = ["0°..'9", R

MaxComponente - 10; {NGmero maximo de especies 1ibres
mane jadas}

MinComponente = 2; {(Numero minimo de especles posibles}

MinNoZeroConc = le-15; {Concentracién mas baja posible}

MaxlLonNombre = 40;{Longitud maxima de un nombre}

MaxlonMsg = 77;{Longltud maxima de un mensaje}

LonPegMsg = 20; {Longitud de pequefios mensaljes)

BackSpace = #8; {Cédlgos ASCI! de las teclas ilndlicadas}

CarReturn = %13;

Escape -

Espaclo -

Alp =

St - {Respuestas de s1 }

No - {0 no para comparaciént

MaxError - Magnitud maxima del error permisible}

MaxItera = S500; {numero maximo de iteraclénes permislble)

PaglnaVideo = 22;{Longitud uti1l de una paglna de video}

PaginaPapel = S5; {Longitud util de una psgina de papel)}

TamDirec = 4; {Numero de Bytes para vartables de direccién}

type {Tipos de:}
Dispositivo=(Impresora,Pantalla);: {Salida de datos a usar}
String2s5 = Stringl255); {cadena de 255 carcteres)
IntVector = Array{0O..MaxComponente] of Integer:{Vector entero}
IntMatrix = Array|0. . MaxComponente] of IntVector; {Matriz

{86}

1
i
1
!
i




entera}

ReVector = Array[O..MaxComponente] of Real;{Vector Real}
ReMatrix = Array(O..Maxcomponente] of ReVector: {Matriz Real}
Encab Stringi{Maxl el; {Nombres}

Msg = StringlMaxLonMsg): {Hensa jes)

PeqMsg = StringllonPeqMsgl;: {Mensa jes Breves)

Ventana = 0..Windows; {Posiclén de ventana})

Winln = 0..MaxWinln; {Numero de lineas en la ventana}

Heading = ArraylO..MaxComponente] of Encabezado:{Vector de
Nombres}

GrupoChar = Set of Char: {conjuntos de catacteres}
RangoEsp = 0..10; {Nimero para las especies)
Bandera = Arrayl0 .. MaxComponente] of Boolean;{Etiqueta

binaria}
Direc = Arrayli..2] of Integer; {Direcclén de puertos})

var

ActualPuerto:Dispositivo: {Salida actual)}
1.

NumComponente, {No de componentes}
NumComple jo: Integer; {No de Complejos)
LinMax :Byte; {No Maximo de llneas en el dispositivo
de sallda}
pH :Real: {pH deseado}
Answer,
:Char; {Captura de respuestas de una letra}
EstequiGliven,
ConstWriten,
VideoMode

: Boolean; {Etlquetas de eventos ocurrides)
Alpha{lI.J}}: IntMatrix; {Factor de Peso.1.e. No de Moleculas o
lones de Componente 1 en el complejo J}
ConcDada, {Almacena 1los Datos iniclales
- inalterados para repetir las
lecturas}

ConcTotal, {Concentraciones totales)}

Conclibre, {Concentracliones Llbres de componentes}
ConstEst, {Constantes de Establlidad}
ConcAnt.

{Valor de Conc. Libre en la \iteracion
anterior}

ConcComple Jo: ReVector: {Concentracicon del Complejo lesimo}

MarcaConst :Bandera: {Marca Como Concentraclon libre
constante}

Bufferi,

Bufferz, {Varlables de Almacenamiento de Cadenas})

XHed, {Nombres de los Complejos}

AHed rHeading; {Nombres de las especles}

LetreroNombre: Encabezado; {Captura de cdatos Intermedia)
LonActual,

ActualV¥Win, {Ventana que est operatlval

Sumatorla,

Numlteracion: Integer: {Numero de ilteractones ocurriendo}
PtroSal :Direc; {Direccién del puerto de sallda})

Procedure ReverseVideo(Indica: Char):
{Procedimiento que permite cambiar el modo de video a video
inverso y viceversa. segun lo sefiale la variable Indica):
Begin
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1f Indica = S Then
Begin
VideoMode: =False;
TextColor(8):

TextBackGround(7);
end

Else
Begin
VideoMode: =True;
TextColor(7):
TextBackGround (8);
end;
End; {ReverseVideo}

Procedure Frame(WindowFrame: Integer);

{Procedimiento que dibuja un wmarco para una ventana}
var

i,

UpperLeftX,
UpperlLeftY,
LowerRightX.
LowerRightyY,
Xpos.

Ypos :Integer;

Begin
Xpo: WhereX;
Ypos: =WhereY;
Window(1, 1,80,25);
ReverseVideo(No):
UpperlLeftX: =Wtab({WindowFrame, 1]-1;
UpperLeftY: =WtablWindowFrame,2)-1;
LowerRightX: =Wtabl{WindowFrame,31+1;
LowerRightY: =WtablWindowFrame, 41+1;
GotoXY (UpperLeftX, UpperLeftY); Write(chr(21s8));

for i:=UpperLeftX+l to LowerRlghtX-1 do Write(chr(196));
Writelchr(191));

for i:=UpperLeft¥+1l to LowerRightY-1 do
begin

GotoXY (UpperleftX

. 1) Mrite(chr(179)):
GotoXY{LowerRightX, 1); Writelchr(179)
end;
GotoXY(UpperLeftX, LowerRightY):

Write(chr(192)):
for i:=UpperLeftX+1l to LowerRightX-1 do Write(chr{i196));
Write(chr{(2173);
GotoXY (Xpos, Ypos);

end { Frame }:

Procedure SelectWindow(Win: Integer);

{Procedimiento que selecclona la ventana a usar}
begin

LowVideo;

Window(1,1,80,25);

Windou(Wtabl{Win, 1], Wtab{Win,2], WtablWin,3), WtabiWin, 2l):
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NornVideo;
end { SelectWindow };

Procedure RestoreWindow:

Begln
ReverseVYideo(No);
ActualWin: =0;
Window(1,1,80,25):
ClrScr:

End: {RestoreWindow}

Procedure GetWindow(WinNo: Ventana;
Lines:Winlnl:
{Procedimiento para abrir e iniclalizar la ventana WinNo

Y limplar
las lineas requeridas por Lines}
Var
1 sWinlng
pegin
1F (Lines<0) Then
Lines: =0;
1F (Lines > (Wtab{WinNo.4]~-WtablWinNo,2]1+1)) Then
Lines: = (Wtab(WinNo, 4)-Wtab(WinNo,2]+1);
IF (WinNo < 0) OR (WinNe > Windows) Then
WinNo := O;
1F WinNo > O Then
Begin
SelectWindow(WinNo); {Se selecciona la ventana indlcada}
GotoXY(1,1);

IF Lines>0 Then
For 1:= 1 to Lines Do DellLine;
GotoXY(1l, HWrtabiWinNo,4l-Wtab{Winto,21+1); -
WtablWinNo,S): =Wtabl{WinNo, S)+Lines;
end; {17}
end; { Window2 }

Function Warn(Aviso:Msg:
WinNo:VYentana) : Char;

{Funclén que muestra el mensaje Aviso en la

linea 25 en video
inverso Yy retorna a la ventana WinNo.

después de capturar una
respuesta de una letral

Var

Apos,

¥Ypos :lnteger;

Begin

Xpos: =WhereX;
Ypos: =WhereY;
Window(1.1,80,25);
ReverseVideo(No}:
GotoXY(1,25);
ClrEol:
VWrite(con,Aviso):
Repeat
Read(Kbd,.Chl;
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Until (Upcase(Ch) in ["S°.°N']) OR ((Ch = Escape) AND
Not(KeyPressed)):

1f UpCase(Ch) in ['S’,Escape] Then
Warn: = Escape

Warn: = Espaclo:
GotoXY(1.25);
ClrEol;
Write(con,* ':79):
GetWindow{(WinNo.O
GotoXY(Xpos, Ypos):

End; {Warn}

Procedure Escribelnstruccion;

Procedure Formatolnstruccion(Indicaclon,
Explicacion: PeqMsg): i
{Procedimiento para escribir dos mensajes breves en modos de video
contrastantes)

Begtin

ReverseVideo(S1);
Write(Con, Indicacion);
ReverseVideo(No);
Write(Con, Explicacion);

End; {FormatolInstruccion}
Begin
GotoXY(1,WhereY};
FormatoInstrucclon(824+225+%#27," cursor '):
Formatolnstruccion(’'Home',* Primer °);
Formatolnstruccion(*End’',’ sitimo " );
Formatolnstruccion('Del’,' Borra dato *);: ¢
FormatoInstrucclon(#17+2196+%217," dato sig. °*);
Formatolnstrucclon("ESC*',* HECHO °);

End: { Escribelnstrucclon}

Procedure LeerNombre{NumEspecie: Integer;

Mensagel, B
Mensage2,
Nombre : PeqMsg: :
Palabra : Encabezado; H
Espl,

Esp2 : Integer);

{Procedimiento que lee una llsta de nombres que se capturan en
Palabra}
var
X,
J : Integer;
Especie: PeqMsg:
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Begin
Str(NumEspecie,Especie):
Especle:=Concat{Mensagel,® °,Especie,’ ’.Nombre);
ReverseVideo(Si):
GotoXY(1,NumEspecier1);
Write(con.Mensage2: Espl.Especle:Esp2, """ )
1IF 77-Espl-Esp2 >= LonActual Then
J:=LonActual
ELSE
J:=77-Espi-Esp2:
For K:=1 to J Do
Write{con, 2" );
GotoXY({(Espl+Esp2+2) mod 70), WhereY):
ReverseVideo(No);
Write(Con. Palabra:Llength(Palabra)):
End; {LeerNomdbre)

Procedure ProcesaTecla{TeclaPermitida:GrupoChar;

Var Palabra : Heading;
Buffer : Heading:
HMensagel,
Mensage2 : PeqMsg;
Esp1,
Esp2 : Integer): -
Var
1,
NumEspecle :Integer;

Nombre: PeqMsg;

{Procedimiento que captura y flltra teclas provenlentes del
dispositivo estandard de entrada cuando el numero de datos
requerido ha sido dado permite regresar medlate la tecla
Los datos capturados se almacenan un la varlable Palabra y cada
retorno de carro o teclas de funcién de movimiento de cursor
cambia de posicién en el vector)
Begin
GetWindow{Actual¥in«1,0);
GotoXY(1.1);
Escribelnstrucclon;
GetWindow(ActualWin, 10):
NumEspecle: =0;
Repeat
Nombre: = Copy(Buffer [NumEspeciel.,1.12);
LeerNombre (NumEspecie.
Mensagel, Mensage2, Nombre,Palabra[NumEspecle)
.Espl,Esp2);
Repeat
Repeat
Read (Kbd, Answer);
Until (Answer in TeclaPermitida<[CarReturn,Escapel);
If (Answer=Escape) AND KeyPressed Then
Begin
Read(Kbd, Answer);
Case Upcase(Answer) of
"P’:Begin
Answer: =CarReturn;
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End;
*H':Begin
IF (NumEspecie>=1) Then
NumEspecie: sNunEspecle-~2

NumEspecile: = K-1:
Answer: =CarReturn;
End;
1':Begin
NumEspecie: =N;
Answer: =CarReturn;
End;
*Q" :Begin
NumEspeclie: =N-1;
Ansver: =CarReturn;

:
¢
i
|
End; .l
“K':Begin {$R-}

LetreroNombre: =Palabra({NumEspeciel;
IF Length{LetreroNombre) > O Then :
Begin : i
LetreroNombrel(0]l:= v
Pred(LetreroNombre{01): o
Palabra(NumEspeclie]l: =LetreroNombre: {
GotoXY (WhereX-1,WhereY); H
Write(con. 1°'); |
GotoXY(WhereX-1.WhereY); i
i

i

{

i

|

!

i

i

End;
End; {SR~+}
'S :Beglin
For I:= 1 to Length
(PalabralNumEspeciel) do
Begin

GotoXY (WhereX-1, WhereY):
wWrite(con,"1%);
CotoXY(WhereX-1,WhereY):

End;
Palabra(NumEspecle):=*";
End; {Case}

End
ELSE IF (Answer <> CarReturn) AND (Answer <> Escape)

Then
Begln

IF Length{Palabra{NumEspecie]) >= LonActual B
‘Then '

Begin
For I:= 1 to Length(Palabra{NumEspeciel) do H
Begin
GotoXY(WhereX-1,WhereY);
Write(con,’1’);
GotoXY(WhereX-1, WhereY);

End;
Palabra{NumEspeclel:=""*;
Pal.abra(NumEspeclel z
Concat(Palabra{NumEspecliel, Answer);
Write{Con, Answer);
End;
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Until Answer In [CarReturn,Escapel;
1F Answer=CarReturn Then
NumEspecle: =Succ(NumEspecie) mod (N+1)

Ansuer:s Warn(*( Ya estn bien sus datos 7 PO
(S/N)°
LActualWin);
Until Answer = Escape:;
End; {ProcesaTecla}

Procedure InitlalReadling; .
{Procedimiento que captura los datos de Inlclalizacién del
programa tales como numero de componentes y de complejos,
etc. . . }

var

I,
Error : Integer:

Begln
ActualWin: =2;
Frame (ActualWin):
GetWindow(ActualWin-1,10);
Write(con, ' ENTRADA DE DATOS®:46)};
GetWindow(ActualWin,k 10):
ReverseVideo(S1):
Writelcon.
*N#mero de Componentes (de *:30,
MinComponente:2,° a °':3,MaxComponente:2,°’ ) = *);
ReverseVideo(No);
Repeat
GotoXY (45, WhereY):
ClrEol;
Read (NumComponente);
NumComponente: =NumComponente-~1;
until (NumComponente<=(MaxComponente—1J}) AND
{NumComponente>=(MinComponente-1));
GotoXY(1,WhereY):
CirEol;
ReverseVideo{(Si):
write(con,
*N&mero de Comple jos (de *:30,
MinComponente-1:2,° a ':3,MaxComponente:2," ) = °);
ReverseVideo(No):
Repeat
GotoXY (45, %WhereY);
ClrEol;
Read ( NumComple Jo):
HumComple jo: sNumComple jo-1;
until (NumComple jo<=(MaxComponente~-~1)) AND
(NumComple jo>=(MinComponente-21):

RestoreWindow;
ClrSer;

End; {InittalReading}

Procedure PasaValores(CadenaNumerilca :Heading:
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{Los datos en CadenaNumérica se almacenan en la
en caso de error se devuelve cero y la poslclén

Var

Numeros :ReVector:
Var

Error : Integer;
TamArreglo : Integer);

error almacenada en Error}

var
I.
K.
J : Integer;
CadenaSucia,
Cadenal.impla: Encabezado;
Chi,
Ch2 : PeqMsg;
Begin
For K:= O to TamArreglo do
Begin
CadenaSucia: mCadenaNumerica(K];
CadenaLimpla: =" ;
s=1;
Repeat
1F (CadenaSucia{l} in NumValldo) then
Cadenal.tmpla: =Concat(Cadenalimpla, CadenaSucia(1]);
I:=~Succ(1):
Untll (I > Length{CadenaNumerica(K1)):
CadenaNumerica[K): =CadenaLimpla;
End;
1: =1
Error:=0;
Repeat
I:=Succ(I):;

Val (CadenaNumericalll,Numerosi{I].Error);
Until (Error <> Q) OR (1 >= TamArreglo):
1F (Error <> 0) Then

Begin

Str(l,.Ch1);
Str(Error,Ch2};
Answer := Warn(Concat(®®’, CadenaNumerlcallIl,
" Error:Dato #°,Chil, ’Char #°,Ch2,
(Repetir? (S/N)°)

.Actual¥inl;
End:
1F Answer <> Escape Then
Begin
RestoreWindow;

ReverseVideo(No):
GotoXY(5.10):

Write(con, *Programa Abortado por inconpatiblilidad de

datos’);
Halt;

{PasavValores}
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Procedure ReadNombre(Avisol:PeqMsg:
Var
HHed: Heading:

TamArreglo: Integer);
{Procedlemiento que 1lece nombre cortos y los almacena en la
varliable HHed., cuando HHed contiene dates estos aparecen al
usuario para edlcidén. sl se presiona una tecla de letra nueva el
dato es borrario, s1 se presiona sé6lo enter ¢ tecla de movimiento
de cursor, el dato se conserva}

Var

1.

Error :Integer;

Begin
RestoreWindow;

ActualWin: =2;

LonActual: =12;

Frame(ActualwWin):
GetWindow({ActualWin-1,10);
Writel.n{con, ' ENTRADA DE DATOS®:46):

Write{con. Nombres de ‘', Avisol);
For l:= O to TamArreglo Do
Begln

Buffer2{1):=" °;
Bufferi{l}l:=""

ProcesaTecla(TeclaValida,Bufferl,Buffer2, Avisol, 'Nombre®,
TamArreglo.9,36);
Hhed: =Bufferi;
RestoreWindow;
End: {ReadNombreEspecle}

Procedure ReadConc(Avisol: PeqMsg:
HHed: Heading:
Var
DatosNumer lcos: ReVector;
TamArreglo: Integer);

{Procedimlento que 1lee una serie de cadenas numéricas, las

transforma a numeros y almacena estos valores en la variable
DatosNuméricos}

Var

I,

Error :Integer;

Begln
RestoreWindow;

ActualWin: =
LonActual: =16;
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Frame(ActualWin);
GetWindow(ActualWin-1,2);
WritelLn(con, ' ENTRADA DE DATOS':46):
Write{con, "Valores de °,6Avisol);
CetWindow{Actual¥Win, 10):
Repeat
For 1:=0 to TamArreglo do
1F DatosNumericosl(I] <> O Then
Str(DatosNumericos(1}:16.Bufferiill])
ELSE
Bufferl(I)l:="";
ProcesaTecla{NumValldo,Bufferl,HHed, " la especlie °, Conc. de
*, TamArreglo, 9, 36);
PasaValores(Buffer1l,DatosNumericos, Error, TamArreglo)}:
Until Error = O;
RestoreWindow;
End; {(ReadConcTotal}

Procedur~ ReadEstequl;

{Procedimjento para la lectura de los datos a ser almacenados en
la matriz de estequlometria de los complejos, marca ademis con una
etiqueta de TRUE., aquellas concntraciones que deberan manejarse

como concentraclones 1llbres fijas y no c¢omo concentraciones
totales fijas)

Var

1.

J.

Error :Integer:

Mensa jel: PeqMsg:
AlfaParcial: ReVector;

Begin
FillChar(MarcaConst.S1zeOf (MarcaConst), FALSE);
Answer: =Warn(
‘{Desea mantener constante alguna concentracién Libre?
... (S/N)°
<ActualWin);
IF (Answer =Escape) Then
Begiln
RestoreWindow;
Actual¥Win: =3;
Frame(ActualWin);
GetWindow(ActualWin=-2,10);
Write(con, ENTRADA DE DATOS® :46);
. GetWindow(ActualWin-1,10);
For 1:=0 to NumComponente Do
Begin
WriteLn(con);
Write(con, 1};
ReverseVideo(St);
Write(con, AHedl11]):
ReverseVideo(No):
End; {For}
GetWindow({ActualWin, 2):
Writeln(con,
* 0..9 = Selecclon T = Mantener Todas B = Borrar
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todas F = terminar’

b
ReverseVideo(S1):

Repecat

Repeat

Read{Kbd, Answer);

A : ®Up: (A B

Until (Answer in ("0°.."9°."T",*"B", "F’ ,Escapel) AND
Not(KeyPressed):
Case Answer of
‘0'..'9':Begln
Val (Answer, I ,Error):
MarcaConst[1): =TRUE;
Write{con,I1);
GotoXY (WhereX+2, WhereY);
End;
B :Begin
For 1:=0 to NumComponente Do
MarcaConst[1]: =FALSE:
ReverseVideo(No);
GotoXY (1, WhereY);
ClrEol;
ReverseVideo(Si);
‘T : Begin
For I:= O to NumComponente Do
Beglin
MarcaConst([1): =TRUE:
Wrlte{con,1);
GotoXY(WhereX+2, WhereY);

End;
End; {Case}
Untll Answer in [°F',Escapel;
End: {IF}
RestoreWlndow:
IF Not(EstequiGiven) Then
Begin

Writeln(con, ‘ENTRADA DE DATOS':46):

YUrite{con, Estequiometria de Complejos®);

ActualWin: =2;

LonActual: =3;

Frame{ActualWin+2);

FillChar (Alpha,SizeOf (Alpha).0);

GotoXY(3.5);

Write(con.

‘Para cada especle escriba el numero de Moleculas de dicha
especle que'):

GotoXY(3.6);

Write(con.

‘*participan en la formacion de los complejos.‘):;
GotoXY(3,7);

Yritelcon,

"Utilice ESC para saltar a la slgulente especle. Revise bilen
sus datos’):s");

GetWindowl{ActualWin, 10):

For 1:=0 to NumComponente DO {1}

Begin

{97}



Repeat

ClrScr:

Mensa jel :=Concat('Cuantos

For J:=0 to NumComplejo do

Buffer1(J}:="0":

ProcesaTecla(EnterovValido,Bufferi, XHed, "’
Mensa jel, NumComple jo, 18,220);

PasaValores(Bufferl.AlfaParcial, Error, NumComple Jo):
Untll Error =0;

For J:=0 to NumComplejo DO
Alpha{l,J):=Trunc(AlfaParclallJ]):
end; {FOR 1}
RestoreWindow:
EstequiGiven: =TRUE:

: {1IF not(estequigiven))}
End; {ReadEstequi}

T .Copy(AHed(11,1,10));

Contiene *

Procedure CorregirConstEst;

Var
Xpos,
Ypos,
1.
Error : Integer;
pKa,
pHmedida,
ConstCorregida: Real:;

{Procedimiento para la correccién de las constantes de establlidad
capturadas segun condicliones de pH, sélo se aborda sl es exlgldo}
Procedure LeerNumero(Var Dato:Real);
{Lee un nimero real del teclade y lo valida}
Begin
Xpos: =WhereX;
Ypos: =WhereY;
{$1-)
Repeat
GotoXY (Xpos, Ypos);
Read(Dato);
Error: =I0result;
Untill Error = O;

{$1+)
End; {leerNumero}
Begin
RestoreWindow;

ActualWin: =2;
GetWindow(ActualWin-1,2};
Writeln(con, A DE DATOS:':46);

Write(con, ‘Correcci”n de Constantes de Estabilidad por pH');
1:=0;

J: =0
Repeat
GetWindow(ActualWin, 10);
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ReverseVideo(si}:
Writeln{con, ‘Complejo " ,1,° tL.¥Hea!Y)):
ReverseVideo(No): -
Answer:=Warn(' (Correrir este Dato? . . . (S/N)°,Actual¥Win);
IF Answver = Escape Then
Begin

ClrScr;

Write('pKa del Ligando = ');

LeerNumero(pKa);

GotoXy(1,WhereY);

ClrEol;

Write{con, pH al que se determin“ la constante aparente =

LeerNumero (pHmedida);
ConstCorreglda: =ConstEst [1]1*
(1+EXP(ILN(10)"
(pKa-pHmedida)})/(1+EXP(LN(10)* (pKa-pH))):

ClrScr;

WriteLn(con,  Constante Corregida a PH *.pH:&:2,° -
* . ConstCorregidal:

WritebLn(con,'pKa = ' ,pKa:3:2,° PH al que se midi™ =
. pHmedida: 3:2):

Answer: =Warn{’ (Estan estos datos bien? - B -

(S/N)* ,ActualVin);
IF Answer <> Escape Then
I:=1-1
Else
ConstEst[l}: =ConstCorregilda;
End: {IF}
I:=Succ(l):
Until {I>NumComplejo);
End; {Corregir Const Est)}

Procedure ReadConstEst:

var

1.
Error :lnteger;

Procedimlento de captura de las constantes de establlidad a
emplear, de nuevo, si las constantes ya han sido dadas, la
varliadble global de almacenamiento las contlene, el dato sélo es
borrado s1 el usuario oprime una tecla de numero, lo cual sefiala
que desea modificar el dato}

Begin
ActualWin: =2;
LonActual: =16;
Frame (ActualWin):
GetWindow(ActualWin-1.1);
Write(con, "ENTRADA DE DATOS':46);
GetWindow(ActualWin,2);
ReverseVideo(S1);
Repeat
For 1:=0 to NumComplejo do
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IF ConstEst[I] <> O then
Str(ConstEst{I}: 16, Buffer1[I])

BufferilI}:="";
ProcesaTecla(NumValido.Bufferl, XHed,' Conmplejo”,'Const.Est’,

NumCompiejo,9,36);
PasaValores(Bufferl,ConstEst, Error, NuzComplejo);
Until Error = O;
Answer: =Warn(’ {Drsea Correglir Las Constantes para pH?

(SN)*

.Actualwin);

IF Answer=Escape Then
Begin

GetWindow(ActualWin, 10);

ReverseVideo(S1);

Write(con, ' pH deseado = " );

ReverseVideo(No):

GotoXY (WhereX+2, WhereY);

Read(pH):

Writeln;

ReverseVideo(Si);

CorregirConstEst;

RestorewWindow;
End; {ReadConstEst}

Procedure Iteration ( NumComponente,

NumComple jo : Integer;
Var
ISUM,
NumItera s Integer);
Var
I,
J.
X,
1 :Integer;
v :Real:

VV  :ReVector:

{Retina central de calculo que permite ajustar la concentracicnes
por iteraclones sucesivas segin Storer and Cornlish-Bowden})
Begin
For I:=0 to NumComponente Do {3}
Begin
VVI1}:=0;
For J:= O to NumComplejo Do {2)
Begin
V=l
IF AlphalI.J] > G Then

O to NumComponente Do

1:m1;
While 1<=Alpha{K,J] Do
Begin
V:=V*ConcLibrel[K]:
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1:=3+%;
end;

End;
VVII1:=VVi1]l + Alphall.J31*ConstEst{J1*V;
End;
End; {FOR 2}
1F MarcaConst{1} Then

ConcTotalil}: =Conclibre{11+vVi1]
E1SE

ConcLibrelil: =

ConcTotalfl]*ConcLibrel{1}/(Conclibrelll+vvii));
End; {FOR 3}

1Sum: =—-1:
FOR 1:=0 to NumComponente Do {ay
Begin
1F MarcaConstli] Then
V:=ConcTotal{1l)
Else
V:=Conclibrel1); .
1IF (Abs{{(ConcAnt{11-V)/V) <= MaxError} Then
1Sum: =ISum + 1:
End:
Numltera := Numltera + 1:
End; {Iteracion}

Procedure CalculaConcComple jo;

Var

J.

1,

1 4 : Integer;
Sigma :Real;

{Procedimiento que calcula las concentraclones de
existentes una vezZz que las concnetraciones libres
sido equllibradas globalmente}

Begin

For J:=0 To NumComple jo Do
Begin
Sigma: =1;
For X:= 0 to NumComponente Do
Begin
1:=1;
While 1 <= AlphalK,J] Do
Beglin
Sigma := Sigma
1:=1l+1;
end;
End

*ConclLibreiKl;
ConcComple JolJ): =ConstEst{I]*Sigma;
End (F

or}
End; {CalculoConcComplejo}

Procedure DispositivoSalida(Puerto:Dispositivo);
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{Procedimiento de redireccionamiento de salida, segun el
dispositivo de impresiédn descado)

Begin
1F (ActualPuerto=Pantalla) AND (Puerto = Impresora) Then
Begln -
Move (ConDutPtr,PtroSal, TamDirec);
Move(LstOutPtr, ConOutPtr, TamDlrec);
LinMax: =PaginaPapel:
ActualPuerto: =Impresora;

Else IF (ActualPuerto = Impresora) AND {(Fuerto = Pantalla)
Then
Begiln -
Move (ConOutPtr, LstOutPtr, TamDirec):
Move (PtroSal, ConOutPtr, TamDirec):
LinMax: =PaginaVideo:
ActualPuerto: =Pantalla;
End:
End; {DispositivoSallda}

Procedure Escribe(Num:real;
A.B: Byte;
Findel.inea: Boolean};

: {Procedimiento que di formato al dato de sallda, sl el nimero es
H menor a un clerto valor, lo da en notacién exponencial. Si el
numero es razonablemente grande lo da en notaclén normal con B
decimales}
Begin
& IF (Abs{Num) > 0.001) AND (Abs{Num) <1ES) Then

Write{(Num: A:B)

ELSE
Write(Num: A);
IF FindeLinea Then
Writeln:
end {Escribe}:

Function Espera(Pregunta:Msg; PosibleRespuesta: GrupoChar): Char;

{Procedimelito de captura de respuestas de una letra, la cual debe
estar dentro de Grupo de caracteres)

Var
Xpos.
Ypos : Integer;
Ch: Char;
ViejaSalida:Dispositivo;

Begin
1f ActualPuerto = Impresora Then
Begin
DispositilvoSalida(Pantalla);
VieJaSallda: =Impresora;

Else
ViejaSalida: =ActualPuerto;
Xpos: =WhereX:
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Ypos: =WhereY:;
GotoXyY{(1,25);
ReverseVideo(S1):
CirEol:
Vrite(Pregunta:79);
Repeat
Read(Kpd.Ch);

Ch: =Upcase(Ch);

Unttl (Ch in PosibleRespuesta + [Escapel) AND NOT(KeyPressed):
ReverseVideo(No):
GoteXY(1,25):
ClrEol;
GatoXY(Xpos.Y¥pos):
IF ViejaSalida <> ActualPuerto Then
DispositivoSalida(ViejaSalilda);
Espera: =Ch;
End; {Espera}

Procedure Salldal;
{Procedmiento de salida de datos calculados a pantalla
impresora, segin sea el dispositivo de sallda actuall
Var

J.

1 :Integer:

CH1 :Char;

Begin
RestoreWindow:
GotoXY(2,10);
Repeat

IF Not(ConstWriten) AND (ActualPuerto = Impresora) Then
Begin
¥Writeln( 'Constantes de Estabilidad Empleadas:
Writeln{'Valores dados a pH °:52,pH:4:2);
Hriteln:
For 1:=0 to NumComplejo Do
Writeln(‘Complejo ‘:15,XHed(1]."

ConstWriten: =True;

£nd;

Writeln;

Writeln(®Concentracliones de Las Especles y Complejos®:61);

Writeln:

1F NumComponente > NumComplejo Then
3: =NumComponente

Else
J: =NumComple jo;

For i:= 0 to 3 Do
Begin
1F 1 <= NumComponente Then
Begin

Hrite(Copy(Ahed(1],3,.12):12,° *
Escribe{Conclibre(1),13,7,.Fals

58);

= *.ConstEst(1});
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Write(® Lib ‘:6);
Escribe(ConcTotalll],13,7.False);
Write(® Tot *:S):

End

Else

Begin
Write(® *:51);

IF I <= NumComplejo Then

Begin
Write(Copy(XHed(1),1,12):12,° *:2);
Escribe{ConcComplejolI],13,7, True);

End

Else
Writeln;

End; {FOR}

Chil: =Esperal

* (Imprimir, ver dar otras Conc. o Flnalizar 7

Case Chl of
‘D': IF ActualPuerto = Impresora Then
DispositivoSalida(Pantalla);
"I°:1IF ActualPuerto = Pantalla Then
DispositivoSalida(Impresora);
"C’':Begln
Answer: msEscape;

*F':Answer:
End; {Case}
Until Chl in ['F’,Escapel;
DispositivoSalida(Pantalla);
End; {Saltda 1}

{Cuerpo del programa principal}
BEGIN

RestoreWindow;

ActualPuerto: =Pantalla;

InitlalReading;

ReadNombre ('Especte *,Ahed, NumComponente);
ReadNombre (*Comple jo *, Xhed, NumComple Jo);

EstequiGiven: =False;
FillChar(ConstEst,SizeOf (constEst),0);

Repeat

ReadEstequi;

ReadConstEst:

ConstWriten: =False;

F1lllChar (ConcDada, S1zeOf (ConcDada}, 0);

Repeat

ReadConc (' Concentracion Toetal', Ahed, ConcDada, NumComponente):
ConcL ibre: =ConcDada;

ConcTotal :=ConcDada;

Numlteraclion: =0;

Sumatoria: =0
RestoreWlindo
GotoXY (10, 12);

HWrite(con, *Calculando . . . Por favor espere’);
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GotoXY{10,12);

HWrite{con, * Buscando Convergencia a
error®

GoteXY (10, 14);

Write(con, Numecro de Jteracion: °);

Repeat

For I:= O to NumComponente Do

IF MarcaConst{l) Then
ConcAntl!l}:=ConcTotalll)

ELSE
ConcAntlI}:=ConcLibrell]:

GotoXY(32.14);

Write(con.Numlteracion):

Iteration(NumComponente, NumComple jo, Sumatoria, NumIteracion);

Until (Sumatorta -
Maxitera):
1F Sumatoria = NumComponente Then

NumComponente) OR

Begin
CalculaConcComple jo:
Salidatl;
DisposltivoeSallida(Pantalla);

End

ELSE

Begln
Writeln;
Writeln('No Hay Convergencla en

Iteraciones . *).

(s/N)*
.ActualWin};
End: {IF-THEN-ELSE}
Until Answer <> Escape;

Answer: =Warn{' (Desea Utilizar otros valores de las constantes?

. . . (S/N)C
L Actual¥Win);

Until Answer <> Escape;
RestoreWindow;
GotoXY(15.12);
DisposltivoSalidalpantalla);
ReverseVideo{No);
Write(con.'FIN DEL PROGRAMA

- . . Gractas®
GotoXY(1,25);

END. {Programa}

(105}

*.MaxError:13:8,"

de

>

" MaxItera-1,°

Answer: =Warn(' (Desea dar nuevas concentraclones? .

S



Apéndice I1I. Programa de regresién no lineal

emplecado en los
ajustes numiricos.

Este programa ha sido escrito para
interprete GWBASIC de MilcroSoft. Debido al uso de algunas
instrucclones, como CHAIN MERGE., no puede ser compilade en forma
directa. El programa es simllar a una reportado por Canela (Ref 18
articuleo 2) pero modificado a fin de correr en maqulnas PC
compatibles y en forma mas amable. Una serle de rutinas de
anilisis estadistlico has sido incluidas al final para mejorar la
calidad de Ja informacién proporcionada por el programa. Estas
rutinas han sido escritas basandose en la pruebas recomendadas por
Reilch et al. (168)

El programa se divide en dos partes, una fase iniclial Qque
permite escribir 1la funcién deseada. Esta parte puede ser
substituldo por un programa alternatlivo que contlene ya la funcién
deseada, que puede modliflcarse para funcilonar con otras ecuaciones
Y que no requiere que el usuarlio de al pregrama los datos
relaclionados con la forma de la ecuaclién y los tipos de parametros
que deben ajustarse, por contenerlos dentro del llstado.

La segunda parte contiene la rutina de entrada de datos y
las rutinas de ajuste y de anallsis estadistico.

Las pruebas estadistlcas que se realizan incluyen:
Error total e intervalos de confianza de los parametros.
b) dispersién de reslduales.
€) Prueba para detectar sesgo.
Prueba para detectar tendenclas.
Prueba de condicionamiento de la matriz de

ser ejecutado por un

e)

informacién (o
Jacoblano) de la ecuaclédn {el cual se calcula por aproximacién
numérica). Esta prueba permite determinar si la

informacién
contenida en los datos es slilficlente para definir con exactitud
los parametros de

la ecuacidén y esta estrechamente ligada al
céculo de los intervalos de conflanza.

Parte 3.1. Programa de inlclallzaciédn para que es usuario escriba
su ecuacién.

El usuario debe escribir su ecuacién en lenguaje BASIC. El
directorio debe contener el archovo expllcativo EXPLICA. TXT que se
describe inmediatamente a continuacidn del programa.
de las lineas debe conservarse estrictamente.
lineas ocupan mas de

La numeracién

AUun cuando algunas

un renglén en este listado, no deben

inclulirse retornos de carro al escribirlas.

100 XEY OFF

110 SHELL™TYPE EXPLICA. TXT®

120 LOCATE 25, 1: SHELL"PAUSE™

130 CLS:LOCATE 10,7:PRINT “ESCRIBA A CONTINUACION SU FUNCION EN
BASIC A PARTIR DEL SIGRO ="

140 LOCATE 17, 11:PRINT

"RECUERDE QUE LA FUNCION NO DEBE EXCEDER
256 CARACTERES
150 KEY 2, CHR$(13)+"RUN 200" +CHR%(13):LOCATE 19, 1S: PRINT "REVISE
CUIDADOSAMENTE LA SINTASIS DE SU FUNCION™

160 LOCATE 21,11 :PRINT "YA QUE TECLEO Y REVISO SU FUNCION PARA
CONTINUAR TECLEE™: LOCATE 23,32: PRINT "®*** 7-2 =
170 LOCATE 24,11:KEY 1, "FILES"+CHR${(13)

180 PRINT "PARA VER ECUACIONES YA ECRITAS PRESIONE ®®°*® F1 ®=e*"
190 LOCATE 12,1:EDIT 660

200 KEY 2, “RUN 200" +CHRS{13): CHAIN MERGE

“NONLIN. BAS™, 100
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660 DEF FNA=

Parte 1.2. Esta parte es alternativa a la anterior, es decir se
corre una a la otra, no ambas. En este programa se ha escrito la
eacuacién de hill sin embargo puecde escribirse cualquier otra
ecuacién y salvarse en un archivo de BASIC diferente. Las lineas
que deben modlficarse son:

20, Comentario.

130, Numero de parametro de la ecuaclion.

200, Nombres de los parametros,Variables OON1$(1) a OON1€(PAR)
seguidas de igual y el nombre del paramentro entre comlllas,
cada definlcién separada de la siguiente por dos puntos.

210, Numero de sustratos.

230, Nombres de los sustratos, varliables ESEN$(1) a ESENS{NoSus},
NoSus se d16 en la linea 210, la sintasis es la misma Que en
la linea 200.

240, Numero de 1nhibldores y/o activadores.

270, Nombres de los 1lnhibidores y/o actlivadores en las varlables
EINNS(1) a EINNS(Nolnh) Nolnh se da en la linea 240, suprimir
REM y las palabras en minuscula y substlitulr por los nombres
con la misma sintasis que en la linea 200.

La ecuacién debe escriblrse en lenguaje BASIC en la linea 660
a partir del signo igual.

Los niumeros de 1linea deben respetarse y todas las lineas
deber escribirse. Las lineas Que no caben en un renglén deben
escriblrse continuas sin retornos de carro, BASIC permite hasta
256 caracteres por linea.

Pueden hacerse tantos programas de este tilpo como ecuaciones
Se requlieran, con tal de Qque se graben en archivos de diferente
nombre. Cuando este programa se e jecuta se rcallza el ajuste de
acuerdo con la ecuaclén escrita en la linea £60. 51 comete algun
error en la sintasis obtendra un error del tipo:

Sintax error in 1220 . . .

En caso de que aparezca este mensale revise culdadosamente 1la

sintaxis de su funclén.

10 REM Este programa sirve para hacer regresion no lineal de
datos

20 REM segun la ecuacion de Hill en su forma no logarltmica.

125 UNAVEZ=1

130 PAR=4a

140 NOPZ2=PAR®2+1 :KEY 9."GOTO 1030 +CHRS (13) 1 KEY 10, "GOTO
100" +CHR$(13)

150 DEFDBL J,A,B,D E.O

160 DIM JOT1{NUMPUN, PAR), JOT2{PAR, NUMPUN). ESE3(PAR, PAR),
BE1 (PAR, NUMPUN), OQ1(PAR, 1)

170 DIM ERE1 (NUMPUN. 1), EREZ (1, NUMPUN), DE1 (PAR, PAR).
EYE1 (NUMPUN), ECAL(NUMPUN). DOBLUO{NUMPUN). DOBLUZ{(NUMPUN),
DOBLU3 (NUMPUN }

180 DIM OO (PAR) ., OQ1(PAR, 1), OO2(PAR, 1), OO3(PAR, 1).

AAD1 (PAR, PAR), AAD3(PAR, PAR)
190 DIM A(PAR, NOP2),EX{(PAR,PAR),C(PAR), OON1€(PAR)
200 OON1S(1)="Vmax": OON1S(2)="Ks": OON1S{(3)="h"
210 AJCS="1"
220 NOSUS=VAL(AJCS):DIM ESE(NOSUS, NUMPUN), DS({NQSUS) ., FSENS (NOSUS)
230 ESENS(1)="Sus”
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240 AJCS="0"

250 NOINH=VAL{AJCS):DIM EIN(NOINH, NUMPUN), DI (HOTKH), EINNS{NOSUS)
260 IF NOINH=0 THEN GOTO 2BO

270 REM poner aqui 1oS nombres de inhibidores EINNS(I)=""

280 CHAIN MERGE “NONLIN. BAS™. 100, ALL

660 DEF FNA=QO(1)}/((00(2)/DS(1))"00(3)+1)

Parte 2. Texto explicativo que debera estar contenido en el
archivo EXPLICA. TXT. Las lineas comprendidas entre los separadores
slgulentes son 24 y se recomlenda teclear todas, ain la lineas en
blanco. S1 se desea se puede modificar el contenido y 1la
aparjencia de este texto, con tal de que sea informatlvo para el
usuario, claro ¥y gue conste de un miaximo de 24 lineas.

PROGRAMA DE REGRESION NO LINEAL

Este programa sirve para ajustar un conjunto de datos a una funcién
que deber deflnirse en lenguaje BAS!C. Use para ello los simbolos:
+ “"suma” - “"resta” : “producto” H 7/ “cociente” H
- exponenclacién" ( ) "signos de agrupaclén” (los paréntesis no
ejecutan ninguna operacién por si mismos y por lo tanto deberan
estar precedidos de los operadores correspondientes cuando se re—
quiera; cada paréntesis ablerto deber corresponder a un paréntesis
cerrado, pudiendose anidar varios parénteslis unos dentro de otros).

Mis adelante se le pedir que defina su funcidén. Utllice para ello

las varlables slgulentes: 00(1), 00{2), 0O0(3) PN OO(N)
son los valores de parametros tales como: Km, Vmax, Ki. etc . . .
DS{1). oS(2) N DS(N) son concentraclones de sustratos
DI{1). Di(2) PR DI(N) son concentraciones de inhibidores

(los activadores son manejJados como inhibidores tamblén por este
programa).

-SE RECOMIENDA ESCRIBIR LA FUNCION EN UN PAPEL ANTES DE INTENTAR
TECLEARLA EN LA COMPUTADORA!

Parte 3. El sigulente listado es el cuerpo principal del programa.

Debera escriblirse respetando la numeracién de 1as lineas y
usande retorno de carro sélo al final de cada linea numerada, s)
usa retornos de carro en partes intermedias de una linea BASIC
considerara lo gue escriba a contlnuaclén como una nueva orden y
el resultado es practicamente impredecible.

Requerira tener la impresora lista al momento de la salida de
datos.

Después de escribirse con GWBASIC deberd grabarse en un
archivo llamado NONLIN.BAS que debera encontrarse en e! mismo
directorlo que 1las partes anteriores. En nombre no debe ser
modificado y el archivo deberi grabarse con la opcién A del BASIC,
1. e:

SAVE “NONLIN.BAS" A

De no hacerse asl se obtendrd el sigulente error en la
eJecuclén del programa 1
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Bad flle mode in 280 . . .

REGRESTON NO LINEAL.

100 CLS:LOCATE 10, 8:PRINT
CINETICA ENZIMATICA *

110 : PRINT

120 PRINT : INPUT " ( CUANTOS DATOS DE VEIL.OCIDAD SON : NUMPUN

124 1F (NUMPUN>NUMPUNZ2 ) AND (UNAVEZ=1) THEN UNAVEZ=0: PRINT
"DEMASIADOS PUNTOS.

REINICIOD PARA REDIMENSIONAR MATRICES™:RUN 100

125 IF UNAVEZ=1 THEN UNAVEZ=0:GOTO 280

130 PRINT : INPUT " ({ CUANTOS PARAMETROS TIENE TU ECUACION ?7;PAR

140 NOP2=PAR®2+1: KEY 9."GOTO 1030 +«CHRS$(13): KEY 10, "GOTO
100" «CHR$(13)

150 DEFDBL J.A.B.D.E.O

155 NUMPUNZ=NUMPUN <+ INT(NUMPUN®. Q)

160 DIM JOT1 (NUMPUN2, PAR) ., JOT2 (PAR. NUMPUN2}, ESE3(PAR, PAR),
BE1(PAR, NUMPUN2), OQ1(PAR. 1), CINF(PAR), CSUP(PAR)

170 DIM ERE1 (NUMPUNZ2, 1) ERE2 (1. NUMPUN2), DE1 (PAR, PAR),
EYE1 (HUMPUN2), CAL (NUMPUN2) . DOBLUC (NUMPUN2),
DOBLUZ (NUMPUN2), DOBLU3J ( NUMPUN2 )

180 DIM OO0 (PAR}, O01(PAR, 1), OQ2(PAR, 1}, OO3(PAR. 1),

AAD1 (PAR, PAR}. AAD3(PAR,PAR)
190 DIM A(PAR,NOP2),EX(PAR, PAR),C(PAR}, OON1S{PAR)
200 FOR I= 1 TO PAR:PRINT "4 NOMBRE DEL PARAMETRO # “;I;" ?
INPUT OON1S(I):NEXT 1
210 PRINT : INPUT ", CUANTOS SUBSTRATOS TIENE TU ECUACION “; AJCS
220 NOSUS=VAL(AJCS): DIM ESE(NOSUS, NUMPUN). DS{NOSUS), SE\S(NOSUS)
230 FOR I= 1 TO NOSUS: PRINT “ :NOMBRE DEL SUSTRATO = *
INPUT ESENS(1): NEXT 1
240 INPUT ", CUANTOS INHIBIDORES TIENE TU ECUACION ™ AJCS
250 NOINH=VAL(AJCS): DIM EIN(NOINH, NUMPUN), DI (NOINH)}, EINNS(NOSUS)
260 IF NOINH=0 THEN GOTO 280
270 FOR I=1 TO NOSUS: PRINT “/NOMBRE DEL INHIRIDOR # ~;I:" ? =;
: INPUT EINNS(I)}: NEXT I
280 CLS: LOCATE 10,1:PRINT ",y QUE TIPO DE PONDERACION DESEA USAR 7

290 PRINT TAB{4); "PESOS PROPORCIONADOS POR EL USUARIO (1)"

300 PRINT TAB(4}; "VARIANZA CONSTANTE (2)*

310 PRINT TAB(4): "PESOS INTERMEDIOS ENTRE 2 Y 4 (3)"

320 PRINT TAR(4):"PESOS DE ERROR RELATIVO {4)"

325 PRINT TAB(4); “PESOS POR DIFERENCIAS DE RESPUESTA (5)"

330 PRINT :PRINT TAB(4): "SELECCIONE LA OPCION DESEADA TECLEANDO EL
NUHERD ENTRE PARENTESIS . .

340 RS=INKEYS: BEC% = VAL(RS):IF BEC‘/.<] OR BLC%>5 THEN GOTO 340

3S0 DOBLUS=BEC%Z/2 - 1

350 PRINT :PRINT TAB(4): "REGRESION NO-LINEAL SIMPLE (A)™

370 PRINT TAB(4): "REGRESION NO-LINEAL ROBUSTA (B)"

380 PRINT :PRINT TAB(4);"PRESIONE LA LETRA DE LA OPCION DESEADA"

390 CECS=INKEYS: IF CECS<>"A" AND CECS$<>"a™ AND CECS$<>"B" AND
CECS<> "b" THEN GOTO 390

400 CLS: LOCATE 10, 10: PRINT " INTRODUZCA LOS VALORES ESTIMADOS PARA

LOS PARAMETROS™

410 FOR I=1 TO PAR: PRINT I;". “;O00NIS(1); " - INPUT
O01(I,1):00(I)=001(1,1): PRINT “COTA INF - s : INPUT
CINF(I):PRINT ¥ COTA SUP = ~;: INPUT CSUPI(1):NEXT 1

420 PRINT "1LOS ESTIMADOS PARA LOS PARAMETROS SON: ™
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430

440
450
460

480
490

510
s20
530

540
S50
560

580

sS90
600

610
620

630
640
649
650
651
652

653
654

PRINT :PRINT TAB(4):"BUENOS (1)":PRINT TAB(4): "REGULARES
(2)": PRINT TAB(4);:"HALOS (3)":PRINT :PRINT TAB(4);"RESPONDA
CON EL NUMERO DE LA OPCION MAS ADECUADA"
RE$=INKEYS: ESE9=VAL(RS$): IF ESE9<1 OR ESES>3 THEN GOTO 440
EME=10"(-3+(ESE®-1)*3)

CLS: PRINT “ENTRADA DE DATOS. INTRODUZCA 1OS DATOS POR
GRUPOS™: PRINT :PRINT “EN CADA GRUPO SE LE PEDIRA REVISAR LOS
DATOS SI OBSERVA ALGUN ERROR RESPONDA CON EL SIMBOLO &,EN
CASO CONTRARIO PRESIONE CUALQUIER OTRA TECLA"™
PRINT :PRINT :PRINT "PRESIONE CUALQUIER TECLA PARA CONTINUAR .

R$=INKEYS$: IF R$="" THEN GOTO 480

FOR I= 1 TO NUMPUN:CLS:LOCATE S.1:PRINT “DATO NUMERQ “: I

INPUT “VELOCIDAD INICIAL = “;EYE1(I):ECAL(I)=EYE1(1)

IF BEC%=1 THEN INPUT "ElL PESO PARA ESTE VALOR ES = ";DOBLU3(I)
FOR L=1 TD NOSUS: PRINT

PRINT TAB(4); "SUSTRATO # =;L;" ( “;ESENS(L);" ) = *“;: INPUT
ESE(L, 1): NEXT L

IF NOINH=0 THEN GOTO S70 ‘

FOR L= 1 TO NOINH: PRINT

PRINT TAB(4); "INHIBIDOR & “;L:" ( "“:EINNS(L);" ) = ";: INPUT
EIN(L, I): NEXT

PRINT :PRINT "PUNTO NO *“;I:PRINT “VELOCIDAD INICIAL = “3
EYE1(I)

FOR L= 1 TO NOSUS: PRINT “SUSTRATO NO ";L:" ( “:ESENS(L);" ) =
S{ESE(L, 1): NEXT L

1F NOINH=0 THEN GOTO 610

FOR L=1 TO NOINH :PRINT “INHIBIDOR NO “;L:" ( “:EINNS(L):" ) =
“;EIE{L,I): NEXT L

IF BEC%=1 THEN PRINT "PESO PARA ESTOS VALORES = ";DOBLU3(1)

PRINT :PRINT “{( ESTAN ESTOS DATOS BIEN 7 DE NO SER ASI
CONTESTE &. PARA CONTINUAR OPRIMA
CUALQUIER OTRA TECLA . . -

RS=INKEYS: IF R€="" THEN GOTQ 630

IF R$=“&" THEN GOTQ SQO0

NEXT I

IF BEC% <> S THEN GOTO 656

EW=ABS(EYE1(1)-EYE1(2))

FOR I=2 TO NUMPUN-1:1F EW<ABS(EYE1(I1+1)-EYE1(I1)) THEN
EW=ABS(EYE1 (1+1)-EYE1(1)}

NEXT I

DOBLU3(1) = (EW/(EYE1(2) - EYE1(1)))"2:DOBLU3{NUMPUN} =
(EW/ (EYE1 (NUMPUN) - EYE1l(NUMPUN-1)))"2

FOR I=2 TO NUMPUN-1: DOBLU3(I) = ((EW/(EYE1{(I+1) ~ EYE1(1}))"2
+ (EW/(EYE1(I) - EYE1(I-1)))"2)}/2: NEXT 1

PRINT

AA=1: AA9=1: TE=O

GOSUB 1200

EE1=SQR(DERO1/ (NUMPUN-PAR) )

TE=TE+1

IF TE<SO THEN GOTO 740

CLS: PRINT "DESPUES DE 50 ITERACIONES NO HAY CONVERGENCIA"™

GOTO 1180

PRINT :PRINT :PRINT TAB(10): " ITERACION = “;TE

FOR I=1 TO PAR

PRINT TAB{12):00N1$(I[)}:" = *“:001(1.1)

NEXT 1
PRINT :PRINT “ERROR = ";EE1
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GOSUB 1310

IF AA9=0 THFN 970

1F AA<=_0OO0O0D0O0Q0001# THEN AA=1

FOR I=1 TO PAR:002(I, 1)=001(I,1}-0Q1(J.1)
IF O02(1.1)<CINF(I} THEN OO2(I,1)=CINF(1)
IF O02(1,1)>CSUP(1) THEN 002(1.1)=CSUr{1)
00{1)=002{1,1): NEXT I

GOSUB 1200

EEZ2=SQREDEROL/ (NIMMUIN-FPAR) }

1F EEZ>EE1l THEN 330

EMET7=0

FOR I=1 TO PAR:EME7=EME7+ABS{OQ1(1.1)}/001(I.1))}:NEXT I
IF EME7< . 0OD01 THEN 990

FOR I=1 TO PAR:OOQ1(I,1)=00201,1):NEXT I
EE1=EE2

IF EME>=, O000C01 THFEN FME=EME~/10

GOTO 700

IF EME<=1000000!' THEN EME=EME®10

FOR I= 1 TO PAR: OO(]}=0C1(1,1):NFXT 1

GOSUB 1200

GOTO 790

CLS: PRINT "NO HAY CONVERGENCIA. ITERACIONES =

GOTO 1000
CLS: LOCATE 2, 10: PRINT “VALORES FINALES®
PRINT “valor de F de tablas, F{"; NUMPUN: “,": NUMPUN-PAR;

“.1)= “:: INPUT EE2;
LOCATE 1,2S: PRINT “PREPARE SU IMPRESORA, PRESIONE ESPACIO .

;?S- INKEYS: IF NOT(R$=" ") THEN GOTO 10%0Q
DEF FNAM(I, 6 L)=ESE3(I.L)

1020 N=PAR: GOSUB 2040

1040 IF EX(1,1}<0 THEN EX(I,I)==1*EX(I,1I}
)

FOR I= 1 TO PAR :LPRINT

" { ";00N1S(1);"~ - 2;002(1,1);:"

LPRINT * PARAMETRO
+/- ";EEZ*SQR(EX(1.1))
NEXT 1

LPRINT: LPRINT :LPRINT ~eece®esc ERROR TOTAL = “;EE1

LOCATE 24. 1S: PRINT "PRESIONE CUALQUIER TECLA PARA CONTINUAR .
RS$= [NXFYS$:IF RS="" THEN GOTO 1090

GOSUB 1190

1110 FOR 1= 1 TO NUMPUN
ECAL(I); TAB(S6);

1120

1130

LPRINT I; TAB(8); EYE1(I): TAB(27);

ECAL(I)- EYEI(I)
H=H+1: IF H=20 THEN GOSUB 1150

1140 NEXT 1:GOTO 1175

1150

PRINT “"PARA CONTINUAR PRESIOKRE CUALQUIER TECLA . . .

1160 RS=INKEYS: IF RS=""THEN GOTO 1150
1170 GOSUB 1190: RETURN

1175

1176

PRINT ";DESEA IMPRIMIR ANALISIS ESTADISTICO DE SUS DATOS? .
. ([S/N)": UNAVEZ=1: R$=JNKEY: IF (R$=“S") OR (R$="S") GOTO

2300.

PRINT :PRINT "PARA VOLVFR A VER LOS RESULTADOS FINALES
PRESIONE * F-9 *“:PRINT “PARA VOLVFR A CORRER EL PROGRAMA
PARA LA MISMA ECUACION CON OTROS DATOS PRESIONE * F-10 =~

1180 END
1190 CLS: LPRINT “DATO #"TAB(11); “VELOCIDAD"; TAB(30):;

TAB(60); “DIFERENCIA": LPRINT
*111

" VELOC!DAD" ;



1350
1360
1370
1380
1390
1400
1410

1420
1430
1440
1450
1360
1270
1480
1490

1500
1510
1520
1530
1540
1550
1560
1570

1580
1590
1600

1610
1620
1630
1640
1650
1660
1670
1680

TAB(30); “CALCULADA": LPRINT: H=0:
.ne

vecesessssscnnensa

TAB(9); "EXPERIMENTAL. “;
REM SUBRUTINA ERRORES Y RESIDUALES *=*°*=
-

>

FOR I= 1 TO NUMPUN:GOSUB 1740
ECAL(I)=FNA
NEXT 1
GOSUB 1790
DERO1=0
FOR I=1 TO NUMPUN

ERE1(I,1) = (ECAL(I)- EYE1(I}))" DOBLUO(I): EREZ(1,I)=
ERE1(I.1): DERO1= DEROl~+ ERE1(I,1)}°2
NEXT 1

RETURN )
eseessevessnseassrennssnancse

REM SUBRUTINA GRADIENTE
>

FOR J%=1 TO PAR
FOR I= 1 TO NUMPUN
cosuR 1740
09=O0 (J%): DYS=00(J%)/100: 00 (J%)=00(IJ%)+DYS
DY3 =(FNA)
00(J%)=09-DYS
DY3=DY3 —(FNA)
00(J%) =09
JOT1(1, J%)=DY3*DOBLUOI(T)/ (2°DYS)
NEXT 1:NEXT J%
FOR I= 1 TO PAR: FOR JX= 1 TO NUMPUN: JOT2(I, J%)}=JOT1(JX,I):
NEXT J%: NEXT I
IF EME< 1000000! THEN GOTO 1480
AA=AA®. 2
FOR K=1 TO PAR:OQ1(X,11=0:FOR ITN=1 NUMPUN
0Q1 (X, 1)=0Q1(K, 1)+JOT2(KX, ITN)"ERE1(ITN, 1): NEXT ITN: NEXT K
IF AA<=.DOOOO0O0O01% THEN AA9=0
GOTO 1730
FOR K=1 TO PAR:FOR H=1 TO PAR:ESE3(K, H)=0

FOR ITN=1 TO NUMPUN: ESE3(K,H)= ESE3(K,H)+ JOT2(K,ITN)*
JOTI(ITN, H)
NEXT ITN:DE1(K,H)=0
IF K=H THEN DEI1(K,H)=1/SQR{ESE3(K.H)}
NEXT H:NEXT K
DEF FNFMB(I,J%)=ESE3(I,J%)
GQSUB 1560 -
GOTO 1620
FOR K=1 TO PAR: FOR H=1 TO PAR:AAD3(X, H)=0

FOR ITN=1 TO PAR: AAD3(K.H)}= AAD3({K, H}+DE1(K, ITN)*
FNEMB(ITN,H): NEXT ITN
NEXT H:NEXT K
FOR K=1 TO PAR:FOR H=1 TO PAR:AAD1{K,H)=0

FOR ITN=1 TO PAR: AADI(K,H)= AAD1(K,H}+ AAD3(K, ITN)*
DE1{ITN.H): NEXT ITN
NEXT H:NEXT K: RETURN
FOR I=1 TO PAR:AADI(I,1)=AAD1(1.1} + EME:MNEXT I
DEF FNAM(1, JX)=AAD1 (I, J%)
N=PAR: GOSUB 2040
DEF FNEMB(I, JX)=EX{I,J%)
GOSUB 1560
FOR K=1 TO PAR: FOR H=1 TO NUMPUN:BE1(K,H)=0

FOR ITN=1 TO PAR: BE1 (K,H)= BEI(K,H)~ AADI (K, ITN) "
JOT2(ITN,H): NEXT ITN
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1690 NEXT H:NEXT K
1700 FOR K=1 TO PAR: OQ1(K.1)=0

1710 FOR ITN=1 TO NUMPUN: OQ1(K.1)= OQ1(K.1)}+ BEI(K,ITN)}*

ERE1(ITN,1): NEXT ITN

1720 NEXT K

1730 RETURN
SURRRUTINA DE DEFINICION *==e=*
Pty

1750 FOR L=1 TO NOSUS: DS(L)}=ESE(L,1): NEXT L

1760 IF NOINH=0 THEN GOTC 1780

1770 FOR L=1 TO NOINH:DI(L)=EIN(L.1): NEXT L

1780 RETURN

1790 REM SUB RUTINA DE PESADO *4ceveaecscscnscccosssansoscnvananns

ecesacees

1800 IF (BEC%<>1) AND (BECX<=4) THEN GOTO 1830

1810 FOR 1=1 TO NUMPUN:DOBLUO(I)=DOBLU3(1): NEXT 1

1820 GOTO 1850

1830 FOR I=1 TO NUMPUN: DOBLUO(I)=(1/ABS(ECAL(I)))"DOBLU9

1840 DOBLU3(I)=DOBLUO(1): NEXT I

1850 IF CEC$="A" OR CECS="a" THEN GOTO 1990

1860 CE=0

1870 FOR I=1 TO NUMPUN

1880 CE=CE+ABS((ECAL(1)}-EYE1(1))*DOBLU3(1))

1890 NEXT 1

1900 IF CE=0 THEN GOTO 1990

1910 CE=CE/NUMPUN

1920 FOR I=1 TO NUMPUN

1930 DOBLU2(I)=ABS(DOBLU3(1}*(ECAL(I)-EYE1(1))/(6%CE)}

1940 NEXT 1

1950 FOR I=1 TO NUMPUN .
1960 IF DOBLUZ2(1)-2>1 THEN DOBLUO(I)=3:GOTO 1980

1970 DOBLUQ(1)=DOBLU3(1)*" (1-DOBLU2{1)"2)

1980 NEXT 1

1990 DOBLUSB=0

2000 FOR I=1 TO NUMPUN: DOBLUS=DOBLUS<DOBLUO(T): NEXT I

2010 FOR 1= 1 TO NUMPUN: DOBLUO(1)=DOBLUO(I)*NUMPUN/DOBLUS: NEXT 1
2020 RETURN

2030 REM SUBRRUTINA DE INVERSION DE UNA MATRIZ. ELIMINACION

GAUSIANA CON P1VOTE TOTAL.
2040 FOR R= 1 TO N: FOR S=1 TO
N:EX(R,S)=0: A(R,S)=FNAM(R,S): A(R,S+N+1)}=0

2050 IF R=S THEN A(R,S+N+1)=1

2060 NEXT S:C(R)=R:NEXT R

2070 FOR 2Z=1 TO N-1:EW=0:FOR R=Z TO N :FOR S=Z TO N

2080 IF ABS(A(R.S))>EW THEN LET U=R: V=S: EW=ABS(A(R,S))

2090 NEXT S:NEXT R

2100 IF U=Z THEN GOTO 2120

2110 FOR S=Z TO 2°N<+1:EP=A{U.S)}: A(U.S)=A(Z.S): A(Z,S)=EP: NEXT S
2120 IF C=Z THEN GOTO 2150

2130 FOR R=1 TO N: EP=A(R.V):A(R,V)=A{R,2): A(R, Z)=EP: NEXT R

2140 P=C(V):C(V}=C(Z)}:C(Z)=P

2150 FOR R=Z+1 TO N:EP = A(R.Z)/A(Z.2Z)

2160 FOR S= Z+1 TO 2°N+1: A(R,S)=A(R, S)-EP®A(Z.S):NEXT S

2170 NEXT R:NEXT 2

2180 FOR Z=1 TO N:FOR R=N TO 1 STEP —1:EP=A(R,Z+N+1)

2190 IF R= N THEN GOTO 2210

2200 FOR S=R+1 TO N :EP=EP-A(R,S)*EX(Z,C(S)):NEXT S

2210 EX(Z,C(R))~EP/A(R,R}
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2220 NEXT R:NEXT 2

2230 RETURN

2290 REM anallsls estadistico del ajuste.2300 OSCURES = 0:OSUMRES
-0 "

2310 FOR I = 1 TO NUMPUN

2315 DOBLU3(1)= (ECAL(I)~EYE1(1))*DOBLUO(!)

2320 OSUMRES = OSUMRES + DOBLU3(I)

2330 OSCURES = OSOJMRES + DOBLU3(1)-2

2340 NEXT I

2350 OMEDRES=0OSUMRES/NUMPUN

2360 ODESRES = SOR((OSCURES-OMEDRES®OSUMRES)/ (NUMPUN-1)): OSUMRES
= 0: OSCURES=0

2370 LPRINT"Experimental <Velocidad>
<Resjiduos> Normalizados *

2380 FOR I=1 TO NUMPUN

2390 DOBLU2(1)} = (DOBLU3(1)-OMEDRES)}/ODESRES

2400 QSUMRES = OSUMRES « DOBLUZ(1):O0SCURES=OSCURES + DOBLU2(I)"2

2410 LPRINTUSING RE N2 T2 2211 Sabaii
“;EYE1(I); ECAL(T): (EYE1(I)-ECAL(I));DOBLU2(TI):

2420 IF (4*SQR(ABS({ (NUMPUN-PAR}*EE1-2-DOBLU3(1)"2)/(NUMPUN-1))) <
ABSI{DOBLU3(1)) THEN LPRINT -*“ ELSE LPRINT

2425 NEXT 1

2430 OMEDX =OSUMRES /NUMPUN = OMEDY = SQR ( (OSCURES~ OMEDRES*®
OSUMRES )/ (NUMPUN-1)}

2432 LPRINT “Reslilduos Normalizados:Media+/-S.D. =>"; OMEDX;
OMEDY

2435 OMEDX = ABS(OSUMRES)/SQR(NUMPUN)

2440 LPRINT “"Los puntos con ® han sldo conslderados *°‘OUTLIERS'®"

2450 LPRINT “prueba de "'BIAS'® T1 = ~;OMEDX;" (para alfaw0.99,
T1<=2.58)"

2460 1F (OMEDX >= 2.58) THEN LPRINT “s! existe °°BlAS’'" ELSE
LPRINT "no se detecta **BIAS''*

2470 OSUMRES=0: OSCURES=0: OMEDRES =0: ODESRES~>0: OXYRES=0

2480 FOR I=1 TO NUMPUN

2490 S=0

2500 FOR L=1 TO NOSUS

2510 OSCUSUS = OSCUSUS « ESE(L, I}°ESE(L, I)

2520 NEXT L

2530 OSCUSUS = SQR(OSCUSUS)

2540 OSUMRES = OSUMRES + DOBLU2(I)

2550 OSCURES = OSCURES + DOBLU2(1)*DOBLU2(I)

2560 OXYRES = OXYRES + DOBLU2(1)=0SCUSUS

2570 OMEDRES = OMEDRES +OSCUSUS

2580 ODESRES = ODESRES + OSCUSUS*OSCUSUS

2590 NEXT I

2600 OMEDX = OSUMRES/NUMPUN

2610 OSCURES = SQR({OSCURES - OSUMRES®OMEDX)/ (NUMPUN-1))

2620 OMEDY = OMEDRES/NUMPUN

2630 ODESRES = SQR((ODESRES - OMEDRES®OMEDY)/ (NUMPUN-1))

2640 OXYRES - (OXYRES
NUMPUN®OMEDX®*OMEDY )}/ (NUMPUN *OSCURES*ODESRES ) : LPRINT

“R entre ligandos y errores";OXYRES

2650 OXYRES = (OXYRES®SQR{NUMPUN-3)/SQR (1-0XYRES®OXYRES))

2660 LPRINT “prueba de °°'TRENDS'® T2= “;ABS(OXYRES):" G.L.
“=: (NUMPUN-PAR)}

Calculada Diferenclas

.-

2670 LPRINT “T2 debe ser menor que la ’‘t-de student’’ para el
alfa deseada”
2675 LPRINT “Prueba de uniformidacd de informaclion en el
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2677
2680
2690
2700

2710
2720
2730

2740
2750

2760
1165

2780

JACDBIANO: : LPRINT"Los sigulentes coclentes de
derivadas no estan blen condicionados™
FOR I = 1 TO PAR:0O(1)=0:NEXT 1
FOR I = 1 TO PAR-1
FOR L = I+1 TO PAR

1F ((ABS(ESE3(1.1)/ESE3(L,L})}) > 1000) OR ((ABS(
ESE3(1, 1)/ESE3(L, 1) bR} < 0.001) THEN 00(1)=00(1)+1:
OOIL)=00{LY~1: LPRINT 2(":1:°)/73("; L") <3
NEAT L:LPRINTT 7
NEXT 1
LPRINT"Porcentaje de deficlenclas por parametro en el
JACOBIAND™
FOR 1=1 TO PAR

LPRINT"Parametro L S {*; 00N1S$(I): ")

";00{1)°100/ (PAR® (PAR-1)); "~ %"

segundas

PRINT :PRINT ~“PARA VOLVER A VER LOS RESULTADOS FINALES
PRESIONE ® F-9 *":PRINT "PARA VOLVER A CORRER EL

PARA LA MISMA ECUACION CON OTROS DATOS PRESIONE * F-10 *7
END
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