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ABREVIATURAS 

C3 	plantas que lijan CO)  exclusivamente vía ciclo de Calvin. 

plantas que poseen el ciclo de los ácidos dicarboxilicos C,1  además 

del ciclo de Calvin. 

CAM 	metabolismo ácido de las crasuláceas. 

DEPC 	dietilpirocarbonato 

D'UF 	ditiotreitol. 

EDTA 	ácido etilendiaminotetraeérico. 

(line-6-P 	glucosa-6-fosfato. 

HPIC 	cromatografía líquida de alta presión. 

kDa 	kilodalton. 

MeC1-1,PEP 	2-dillidroxifoslinoilmetil-2-propenoato. 
mg2+ 	ión divalente del metal magnesio 

Mg-PEP 	complejo de lbsfoenolpiruvato con magnesio. 

NaBH3CN 	eianoborohidniro de sodio. 

NAD+ 	dinuclentido de nieotinamida y adenina oxidado, 

NADH 	NAD•1  reducido. 

NADPI-I 	dinucleotido de nieotinamida y adenina-3-lbsfato reducido. 

OAA 	oxaloacetato. 

PACTE 	electroforesis en geles de poliacrilamida. 

PCMB 	p-cloromercurio benzoato 

PEO 	polietileng,licol. 

PEP 	fosfoenolpiruvato 

PEPC 	losinenolpiruvato carboxilasa. 

PEP 	piridoxa1-5'-fosfato. 

RUBISCO 	ribulosa- 1 ,5-bifosfato carboxilas/oxigcnasa. 

SUS 	dodecilsulfato de sodio. 

TNI3S 	sulfonato de trinitrobenceno. 



ABSTRACT 

Incubation of the nonphosphorylated (orno of maizelcaf phosphoenolpyruvate 

carboxylase (orthophosphatc: oxaloacetate carboxy-Iyase (phospborylating), PEPC, 

4.1.131) with the reagent pyridoxal 5'phosphate ()1.P) resulted in time-dependent, 

reversible inactivation and desensitization to the activator glitcose-6-phosphate (Gle6P) and 

other related phosphorylated compounds. Roth processes are not connected, since (i) when 

the PLP-modification was cardal out in the presence of saturating ligands of the active site, 

which prevents inactivation, the desensitization to Glc61) is still observed, and (ii) under 

some experimental conditions the desensitization reaction is 4-times faster than the 

inactivation. Desensitization to Gle61' is first order with respect to PLP and has a second-

order forward rale constant of 4.7 ± 0.3 s t tv1-1  and a first-order reverse cate constan( uf 

0.0046 ± 0.0002 	. Correlation studies between the remaining Glc6P sensitivity and mol 

of PI,P residuos incorporoted per mol of enzyme subunit indicate that one lysyl group for 

enzyme monomer is involved in the sensitivity of the enzyme to GIc6P. The reactivity of 

!bis group is increased by polyethylene glycol and glycerol, while the reactivity of the lysyl 

group of the active site is not affected by these cosolutes, In the presence, but not in the 

absence, of (bese cosolutes Glc61) by itself offers significant protcction against 

desensitization, protection that is greatly increased when Mg2'' and PI P are also ineluded in 

the modification medium. lo the presence of Gle6P the extent of inactivation 'oí' the enzyme 

by PLP is increased. Free PEP, free Mg24  and Mg-PEP cause similar mercases in the extent 

of desensitization to Gle6P by PLP. Token together these results are consisten! with PLP-

moditication of a highly reactive lysyl group at or near the allosteric Gle6P-site. 



RESUMEN 

La incubación de la forma no fostorilada de la enzima fbsIbenolpinivato carboxilasa 
(ortolbsfato: oxaloacetato carboxi-liasa (lbsforilante), 	EC 4.1.1.31) de hojas de maíz 
con el reactivo piridoxal-Y-fbslato (11,P) resulta en inactivación e insensibilización al 
activador glucosa-6-fosfato (61c61)) y a otros compuestos rosforilados que son también 
activadores de la enzima. Ambos procesos son reversibles y dependientes del tiempo de 
incubación. Sin embargo no están relacionados pues citando la modificación con P1.1' se 
realiza en presencia de ligandos del sitio activo a concentraciones saturantes, no se observa 

inactivación y sí insensibilización, y además, bajo ciertas condiciones experimentales, L1 

reacción de insensibilización es cuatro veces más rápida que la de inactivación. La reacción 
de insensibilización a Glc61) es de primer orden con respecto a la concentración de PLP y 
tiene una constante de segundo orden de 4.7 ± 0.3 	en tanto que la resensibilí zacion 
tiene una constante de primer orden de 0.0046 ± 0.0002 s-1. La correlación entre la 
sensibilidad remanente y el número de residuos de PLP incorporados por mol de subunidad 
de la enzima indica que hay un residuo de lisina por subunidad involucrado en la 

sensibilidad a 01c6P. La reactividad de este residuo se aumenta por polietikinglicol y por 
glicerol, mientras que la reactividad del residuo de lisina del sitio activo no se afecta por 

estos cosolutos orgánicos. Sólo en la presencia de estos eosolutos, Glc6P por si misma 
protege a la enzima frente a insensibilización, y esta protección se incrementa notablemente 

cuando Mg'' y Pf P se incluyen en el medio de modificación, sin importar la presencia o 

ausencia de cosoluto. En presencia de Cilc6P, se aumenta el grado de inactivación de la 
enzima por PLP. Mientras que PEP, 1\42+ y Mg-PI P causan un aumento similar en el 
grado de insensibilización de la enzima por P1,1'. En conjunto, estos resultados indican que 

existe un residuo de lisina altamente reactivo con PLP que se encuentra en o cerca del sitio 
zilostérico para GIc6P en la PEPC de hoja de maíz. 

íí í 



1. INTRODUCCIÓN. 

Aproximadamente de un 90 a un 95% de la materia seca de un cultivo se deriva del 

C.T.12  atmosférico asimilado durante la !biosíntesis Velitch, 19791. Por ello, la comprensión 

de los procesos bioquímicos responsables de la asimilación de este compuesto es del 

máximo interés, no sólo científico sino también económico, en momentos como los actuales 

en los que la preocupación por la conservación de las fuentes renovables de energía y el 

incremento de la producción mundial de alimentos crece dia a día. 

El maíz pertenece al grupo de plantas con fotosíntesis C4, que se caracteriza por un 

alto nivel de eficiencia de crecimiento bajo condiciones extremas de luz, altas temperaturas 

y niveles elevados de oxígeno. Las bases moleculares de dichas características de las 

plantas C4 estriban en la existencia de la ruta metabólica de los ácidos dicarboxílicos (ciclo 

C4) que minimiza la pérdida de energía debida a la littorrespiraeión 1Leegood & Osmond, 

1990]. 

La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) juega un papel clave en la 

asimilación fotosintética de CO2  atmosférico en este tipo de plantas, pues eataliza la 

primera reacción de fijación del CO2  en el metabolismo C4 platel', 19781. Debido a ello, en 

los últimos años, la PEPC está siendo objeto de numerosas investigaciones con el fin de 

llegar a entender su funcionamiento y regulación in vivo. 

La enzima PEPC de hoja de plantas C4 posee al menos dos sitios alostéricos 

activadores, uno que une a la glucosa-6-fosfato (G1c6P) Ring & Osmond, 1973a] y otro 

que une a la glicina [Stiborovó & Leblová, 1985], y un sitio alostérico inhibidor que une al 

malato [Haber & Edwards, 1975]. Estos metabolitos modulan la actividad de PEPC, de 

forma que se logra la integración del ciclo C4 con el ciclo de las pestosas fosfato y con 

otras rutas biosintétieas. Sin embargo, hasta el momento las propiedades estructurales de 

estos sitios alostérieos han sido muy pobremente estudiadas. 

El sitio alostérico para Glc6P reúne un especial interés porque parece tener 

propiedades diferentes en la PEPC de plantas C,1  y la de plantas C3 (grupo al que pertenecen 

la mayoría de las plantas de interés agrícola, excepto maíz, sorgo y caña de azúcar que son 

C1), siendo las plantas C3 de baja productividad. Por otra parte, a este sitio alostérico se 

unen análogos del sustrato fosfoenolpiruvato (PEP), que de esta forma se comportan como 

activadores [Jenkins y col., 1986, Rodríguez-Sotres & Muñoz-Claros, 1990]. Este hecho ha 

llevado a postular que en hojas de plantas C,1  el mismo l'El' es a la vez sustrato y activador 

de la enzima [Jenkins y col., 1986, Rodriguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1990], lo cual 

aumenta la importancia de este sitio alostérico desde el punto de vista de regulación de la 

actividad de la PEPC, 

1 



Por lo anterior creemos de gran interés el llevar a cabo un estudio a profundidad del 

sitio alostérico para Glc6P de PEPC de plantas C,1, de manera que logremos incrementar 

nuestros conocimientos sobre los mecanismos regulatorios de esta importante enzima. 

Concretamente, es importante llegar a conocer los residuos de aminoácido que están 

involucrados en la unión de Cdc6P. Por ello hemos iniciado un plan para mupear el sitio 

alostérico para Glc6P de la enzima PEPC de hoja de maíz. 

IM este trabajo, como un primer paso para lograr esos objetivos, encontramos que la 

modilicación química de un residuo de lisina por subunidad de la enzima anula la capacidad 

de ésta a ser activada por Glc6P y aportamos evidencia experimental que sugiere que esta 

lisina pertenece al dominio de unión de Glc6P. 

2 



2. ANTECEDENTES. 

2.1 FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DE PLANTAS. 

A la fecha existen diferentes revisiones sobre la enzima PEPC de plantas [O'Leary, 

1982, O'Leary, 1983, Andreu y col., 1987, Deroche & Carrayol, 1988, filio & Chollet, 

1991, Rajagopalan y col., 19941. A continuación se resume lo que se sabe de la enzima. 

2.1.1. Reacción cal a liza daypropiedades cinéticas. 

PEPC catalina la 13-carboxilación irreversible de PEP para producir oxalacetato y 

fosfato inorgánico 113andurski y col., 1953, l3andurski & (ireiner, 19531: 

- PEPC 	 E 

PEP HCO
32` 

 ON\ HPO4  
Mg 

ACP,- -7.2 Kcal/mol 

Esta reacción es altamente exergónica y requiere un catión divalente que 

fisiológicamente parece ser el Mg2+ [lilandurski, 1955, Tchen & Vennesland, 1955], aunque 

in cirro la enzima puede usar Mn2 ó Co2+ 1Miziorko y col., 1974, O'Leary, 1981, Nguyen 

y col., 1988]. A diferencia de otras reacciones de carboxilación catalizadas enzimáticamente 

donde el sustrato es bicarbonato, la reacción de PEPC no es dependiente de biotina [Cooper 

& Wood, 1971, Mukerji, 1977]. 

La enzima de hojas de plantas C,4  muestra cooperatividad homotrópica positiva en la 

cinética de saturación por PEP a 1)11 7 o cercanos a 7 [Vedan & Sugiyama, 1976, I layakawa 

y col., 1981, Rodríguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1987a1. Se ha reportado que la afinidad del 

sitio activo de la enzima por el complejo PEP-Mg2' es mucho mayor que por PEP o Mg2 ' 

libres, por lo cual se considera que el complejo es el sustrato preferencial [Wedding y col., 

1989, Rodríguez-Sotres & Muñoz-Claros, 1990], 1'l PEP libre se comporta como un 

activador de la enzima de hoja de maíz, por lo que se ha propuesto que existe un sitio 

alostérico regulatorio que tija PEP libre y el cual no puede unir Mg2+ [Rodríguez-Sotres & 

Muñoz-Ciares, 1990]. 

2.1.2. Características moleculares. 

Se ha reportado un peso molecular de alrededor de 400 kDa para la PEPC purificada 

de hoja de maíz, y otras plantas C4 [Ting & Osmond, 1973b, Mares & Leblová, 1980]. En 

electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) la enzima de hoja 

de maíz presenta una única banda de un peso molecular aproximado de 100 kDa, lo que 

indica que la enzima es un homotetrámero [Urdan & Sugiyama, 1976, Mares & Leblová, 

3 



1980j. Algunos autores proponen que la PEPC puede existir en diferentes formas 

oligoméricas in vivo; sin embargo, la forma activa de la PEPC es el boinotetráinero, siendo 

el (limero mucho menos activo o inactivo y el monómero totalmente inactivo [Mechan & 

Sugiyama, 1976, Mares & Leblová, 1980, Wu & Wedding, 1985, Stiborová & Leblová, 

19861. La forma tetramérica de la enzima se disocia a pl Is alcalinos o ácidos [Stiborová & 

Leblovii, 1986, Wagner y col., 19871. La disociación de la PEPC también es promovida por 

dilución [Selenioti y col., 1987, Willeford 	Wedding, 19921. fuerzas ionicas altas 

[Stiborová & Leblová, 1986, Walker y col., 1986, Wagner y col., 19871, bajas temperaturas 

[Selenioti y col., 19871, la ausencia de agentes reductores como el DTT [Iglesias & Andreo, 

198411 y por la presencia de malato 1Wu & Wedding. 1985, Willeford y col., 19901. La 

oligomerización a tetrántero es favorecida por el sustrato [Willeliml y col., 19901, por el 

activador Glc6P [Willeford & Wedding, 19921 y por la presencia de glicerol [Podestá & 

Andreo, 1989]. 

Se conoce la estructura primaria de la PEPC de dif erentes tejidos de varias plantas 

superiores. El alineamiento de la secuencia de aminoácidos indica que la mitad de la 

molécula de la enzima correspondiente al C-terminal es conservada y la otra mitad N-

terminal, que estaría involucrada en regulación, es variable Illajagopalan y col,, 19941. 

Estudios de modificación química con la enzima de hoja de maíz sugieren que 

residuos de arginina (Iglesias y col., 1984], lisina [Andreu y col., 1986, Podestá y col., 

1986, Ryslavá y col., 1988, Wagner y col., 1988], histidina [Iglesias & Andreu, 1983], 

cisteína [Iglesias & Andreo, 1984a, Maneras & Gavillas, 1982, Raghavendra & Vallejos, 

1982] y un grupo carboxilo1Maralihalli & 13hagwat, 19931 son esenciales para la actividad 

catalítica. 

2.1.3. Isoformas y funciones metabólicas. 

Con base en la actividad específica de la enzima en los extractos crudos y en los 

valores de K/71(pEp)  se ha sugerido que las isoformas de la PEPC pueden clasificarse en 

cuatro grupos [ring & Osmond, 19734 1) PEPC de hojas de plantas C3 con una baja 

Kni(pED  y una baja actividad específica, 2) PEPC de hojas de plantas C4  con una alta 

Kill( w)  y una actividad específica elevada, 3) PEPC de hojas de plantas CAM con una baja 

KM( pE p)  y una elevada actividad específica y 4) PEPC de tipo no autotrólico ó de tejidos no 

verdes con una Km(pEp)  y actividad específica baja. 

Se ha encontrado que son tres a cuatro las familias de genes nucleares que codifican para las 

diferentes isofbrmas de PEPC de plantas: la Forma fotosintética de hoja de plantas C 1, la 

forma anaplerótica de boja etiolada de plantas C4  y de hoja de plantas C3, la forma 

fotosintética de hoja de plantas CAM y la forma anaplerótica de raíz [1ludspeth y col., 

4 



1986, I ludspeth & Gruta, 1989, Crétin y col., 1990, liermans 	Westhoff, 1990, Crétin y 

col., 1991, Sehiiffner 	Sheen, 1992(. La isolorma PEPC fotosintética de plantas C4  es 

codificada por un solo gene en sorgo 1Crétin y col., 19911 y en maíz [I ludspeth & titula, 

19891, pero es codificada por genes múltiples en Fhweria trinervia, una planta 

dicotiledónea tipo C4  Riermans & Westhoff, 1990, Poetsch y col., 19911. 

El estudio de la evolución molecular de la PEPC mediante el alineamiento asistido 

por computadora de todas las secuencias de PEPCs disponibles, apoyándose en otros datos 

como las familias de genes que codifican para las formas de PEPC, ha indicado que la 

isoforma C3  de la enzima es la forma primitiva de las plantas y que tanto las isoformas C4  

como la CAM se originaron a partir de aquella y de firma independiente durante la 

evolución [Toll y col,, 19941. 

En cuanto a las funciones de las diferentes isoformas de PEPC de plantas superiores 

se pueden agrupar en dos grandes categorías [l'oh y col., 1994(: 

I, En hojas de plantas C3  y en los tejidos no fotosintéticos de todo tipo de plantas. 

PEPC está involucrada en funciones anapleróticas, que incluyen el reabastecimiento de 

oxaloacetato al ciclo del ácido cítrico para la síntesis de aminoácidos y portirinas (King y 

col., 1986, Maxwell y col., 1984, Rosendahl, 1990]. Además, participa en mecanismos 

bioquímicos para el mantenimiento del p11 [Davies, 19861, la regulación de la osmolaridad 

[Deroehe & Carroyol, 19881, la apertura y cierre de estomas [Deroche & Carroyol, 19881, la 

fijación de nitrógeno [Quy y col., 1991], la generación de NADP11 (Van y col., 19911 y la 

recaptura del CO2 respirado 111endley y col., 19751. 

2. En hojas de plantas C4 y CAM la isoforma predominante está asociada a la 

asimilación fotosintética tic CO2. En plantas C,1, la enzima cataliza el primer paso de la ruta 

metabólica conocida como ruta C4. La compartamentalización de las reacciones de fijación 

de CO2  por PEPC y por IMMO favorece la eficiencia fotosintética de estas plantas 

platch, 1987]. En plantas CAM la fijación del CO2  atmosférico por PEPC ocurre durante la 

noche, acumulándose como malato en las vacuolas. Este mecanismo minimiza las pérdidas 

de agua en plantas de zonas áridas o semiáridas, en las cuales los estomas se abren sólo 

durante la noche [Hatch, 19871. 

2.2. REGULACIÓN DE LA PEPC DE PLANTAS. 

La PEPC de plantas es una enzima altamente regulada tanto a nivel de la cantidad de 

enzima existente como a nivel de su estado de activación. A continuación se describen los 

factores más importantes que intervienen en esta regulación. 



2.2.1. A nivel de la cantidad de enzima. 

Las condiciones en las que las plantas crecen determinan el grado de síntesis de la 

enzima, como se indica a continuación, 

2.2.1.1. Disponibilidad y fuente de nitrógeno. 

Lino de los procesos metabólicos de mayor importancia en los que participa la PEPC 

es el de síntesis de aminoácidos. Por ello, no es sorprendente que la Mente nitrogenada a la 

que tiene acceso la planta afecte la actividad de la PEPC. 

En hojas de frijol se ha reportado que la proporción de las dos enzimas carboxilantes 

(PEPC y RIJBISCO) depende de la fuente de nitrógeno utilizada en el cultivo de las plantas. 

La relación 111113ISCO/PEPC en plantas cultivadas en nitrato fue menor que las cultivadas 

en amonio o amonio/nitrato, independientemente de la nodulación de las plantas [Marques 

y col., 1983, Schweizer & Erismann, 1985]. 

El trigo responde a la demanda de esqueletos de carbono creada por altos consumos 

de nitrógeno con aumentos en la actividad de PEPC y disminución en la actividad de 

sacarosa fosfato sintetasa [Van y col., 1991]. Este efecto parece ser producido por 

glutamina, producto de la asimilación de nitrógeno, pues la glutamina en plantas de trigo 

estimula la l'os forilación de la PEPC e incrementa la cantidad de IINAtn de esta enzima 

[Manh y col., 1993]. 

Igualmente, hojas de maíz crecidas en ausencia de nitrógeno y suplementadas con 

nitrato o glutamina acumulan selectivamente a la PEPC [Sugiharto y col., 1990, Sugiharto y 

col., 1992]. El suplemento de nitrógeno incrementa el nivel de RNAm y de proteína de 

PEPC, siendo este incremento más pronunciado con el suplemento de amonio o de 

glutamina que con nitrato [Sugiharto & Sugiyama, 1992]. La inducción de la isoforma C4  

de PEPC por nitrato, amonio o glutamina está de acuerdo con la elevada eficiencia de uso 

del nitrógeno que presentan las plantas C4 [Ilatch, 1987]. 

2.2.1.2. Déficit de agua. 

Se ha reportado que la actividad de la PEPC se incrementa en nódulos de alfalfa 

sometidos a un estrés de agua severo, siendo la PEPC al parecer la única enzima de nódulo 

cuya actividad se incrementa en estas condiciones [lrigoyen y col., 1992]. 

Por otra parte, se ha observado que el cambio (provocado por estrés de agua) del 

metabolismo C3 a CAM en la planta Mesemlnyanthenuun crystallinum va acompañado de 

un incremento en la actividad de la PEPC y (le un aumento en la cantidad del 111\lAnt de esta 

enzima [Pipenbrock & Schmitt, 1991]. 
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Recientemente en nuestro laboratorio se ha encontrado que la actividad, la proteína y 

los niveles de RNAm de PEPC se incrementan en hojas de maíz sometidas a estrés hídrico 

por tratamiento con polietilénglicol (PEG) (M. Rodríguez- Pcnagos y R.A. Muñoz-Clares, 

datos no publicados). 

2.2,1.3. Luz. 

Se ha reportado que durante el enverdechniento de plantillas etioladas de maíz los 

niveles de RNAm traducible para PEPC se incrementan tras la iluminación, usando un 

sistema de traducción libre de células de germen de trigo 1S i rus & Llague, 19811. 

En hojas choladas de sorgo se observa sólo una forma de PEPC con propiedades 

funcionales y regulatorias correspondientes a la isoenzi ola de plantas C3. En hojas 

enverdecidas ocurre un incremento significativo en la actividad de PEPC, incremento que se 

debe a la aparición de una nueva forma de la enzima con propiedades que son típicas de las 

de hoja de una planta C,1  [Vidal & Ciadnl, 1983]. 

2.2.2. A nivel de la actividad. 

La actividad de la enzima se modifica a corto plazo por modificación covalente 

(fostbrilacion), por el p11 y por ciertos me tabolitos del medio imercelular. 

2.2.2.1. Regulación por fosforilación. 

Estudios realizados con hojas verdes de plantas C3, C,$  y CAM tratadas por periodos 

cortos de iluminación y oscuridad indican que la luz está involucrada en la regulación a 

corto plazo de la actividad de esta enzima [Karaboumiotis y col., 1983, Wu & Wedding, 

1985, Rodriguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1987a, Rodríguez-Sotres & Muñoz-Claros, 

1987b, Jiao & Chollet, 1988, Durf & Cholla, 1995, Don' y col., 1995]. Esta regulación se 

lleva a cabo por fosforilación y desfosforilación del grupo hidroxilo de la serina-15 en 

PEPC de maíz [Jiao & Chollet, 1989] y de serina•1 en el caso de la enzima de sorgo 

[Lepinicc y col., 1994]. La fosforilación de una serbia del extremo mino terminal se ha 

documentado también para la enzima tipo CAM [Nimio y col., 1986, Nimmo y col., 1987] 

y tipo C3  [Zhang y col., 1995, Duff& Chollet, 1995], 

Las formas lbsforiladas y no lbs foriladas difieren en sus propiedades cinéticas, La 

enzima fosforilada presenta una actividad catalítica mayor que la forma no l'odiad, ada [Jiao 

& Chollet, 1988, Jiao & Chollet, 1989]. La afinidad aparente de PEPC para ambos erectores 

alostéricos malato y Gluc61) cambian dramáticamente e uando la enzima es lbs forilada, 

disminuyendo en el caso de malato e incrementándose en el caso de Glc61) Pluber y col, 
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1986, Doncaster & Leegood, 1987, Rodriguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1987b,13t. trE y col.., 

19951. 

La fosforilación y destbsforiElación de PEPC son catalizadas por una PIPC•einasa 

[Ciater y col., 1991, Jiao y col.,199 '1 , lino & Chollet, 19911 y tina proteín iosfalaszt tipo A2 

[Carter y col., 1990, McNaughton y col, 19 91 ], respectivamente. 

En hojas de plantas C3 y C,1 ala forma tbstbrilada está presente durante el d i,ti [lino y 

col., 1991, Jiao & Chollet, 1991, 11)011.  & Chollet, 1995],, en plantas CA M die- h:a Muna 

prevalece durante la noche IN intnT9 y col., 1986.1, y en nódulo se presenta cuando la planta 

transporta fotosintatos a la raíz[ZInung y col., 19951. 

2.2.2.2. Regulación por metahollic-Js. 

Se han descrito diversos 'Hez-tablaos electores de la actividad de PEPC ron sitios 

alostéricos diferentes para cada unix.) dedos. Por su posible relevancia fisiológica_ destacan 

la 01c6P [Vedan & Sugiyama, 107E5_ Stiborová & Leblová, 19851 y la glicina 1Nisbikido & 

Takanashi, 1973, Vedan & Stigiytalrua, 1976, Stiborová & Leblová, 1985] cota o buenos 

activadores, así como el inhibida nublo [Hube:.  & Edsvards, 1975, O' Leary, 3 9821. Su 

efecto es más pronunciado a valores neutros de pll. 

Malato se ha reportado como° un inhibidor mixto para la PEPC, ya que incr intenta la 

Km 	para el sustrato y dismintrfv e la Vinax (0' Leary, 19821. Además, att n-lenta lit 

cooperatividad para el sustrato 1 VAr u & Wedding, 19851. Otros estudios indicara que el 

malato produce inhibición compet=a itiva o no competitiva dependiendo del pll d el ensayo 

[González y col., 1984]. 

2-fosfoglicolato es tul analoje,o del sustrato inhibidor de la enzima. La inhihi eión por 

este metabolito es competitiva para . 'IIP y acompelit i va para Mg24-, independienle-inente del 

p11 [Jawali & 13hagwat, 1987]. 

Glicina activa la PEPC de Rioja de plantas C4 monocotiledóneas incrementando la 

limase y disminuyendo la Km por el sustrato, independientemente del p11 de ensJayo. Sin 

embargo, no afecta a la enzima Ld-  c. hoja de plantas C4 dicotiledóneas o de plumas C3  

[Nishikido & Takanashi, 1973, lledzian &I 8 ugiyama, 1 976, Stiborová & Leblov1,11 9 85]. 

G lc6P se ha reportado contra un activador alostérico, particularmente clec---ti vo a p1-1 

neutro [lluber & Edwards, 1975]. 8u Rine ipal efecto es bajar considerablemente I a Km para 

el sustrato, y aumentar ligeramente la l'orax [Coon-dis y col., 1973, Vedan & Sugiyarna, 

1976, Maráres & Leblová, 1980, 7. Stiborová & Leblová, 1985]. Adicionalmente_ la 61c61) 

convierte la cinética de saturrci' u sigrnoidal por sustrato a una cinética hiperbólica 

[Coombs y col., 1973, Iledan & Sugiyama, 1976]. Por otra parte, la Glc611 	isminuye 

litertemente la inhibición de la cz.rtzinitt por malato [Ling & Osmond, 1973b, Ling & 



Osmond, 1973c, Iluber & Edwards, 1975, Non & Osmond, 1982, González y col., 1984, 

Wedding & Mack, 19861. 

2.2.3. Mecanismo de regulación alostérica. 

Como se ha mencionado anteriormente, la iso forma fotosintética de PEPC de hoja de 

plantas C,t  es una enzima alostérica que a valores de pi 1 cercanos a la neutralidad presenta 

efectos hontotrópicos y heterotrópicos. Sin embargo, a la fecha existen pocos estudios sobre 

el mecanismo subyacente a estos efectos aún cuando se han propuesto los modelos 

siguientes: 

A) Modelo de asociación-disociación oligomérica [Podestá & Andreo, 1989, Willeford y 

col., 1990]. Este modelo plantea que la enzima PEPC de maíz puede ser regulada in vivo vía 

un equilibrio dímero-tetrámero, donde la forma tetramérica sería la forma totalmente activa 

y con la mayor afinidad por el sustrato. El modelo se basa en las siguientes observaciones: 

I) La enzima diluida (a concentraciones menores de 0.1 mg/ml) es una mezcla de dimeros y 

tetrámeros [Wagner y col., 1987, Willeford y col., 1990]. 2) El sustrato PEP desplaza el 

equilibrio hacia la forma tetramérica, lo cual explicaría la cooperatividad positiva observada 

en las cinéticas de saturación por PEP [Vedan & Sugiyama, 1976, Ilayakawa y col., 1981, 

Rodríguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1987a1. 3) Ulc6P también favorece la forma 

tetramérica, lo que explicaría la ausencia de cooperatividad positiva y el aumento de la 

afinidad por PEP en la presencia de Glc61)  [Coombs y col., 1973, Urdan & Sugiyama, 

1976, Marés & Leblová, 1980, Stiborová & Leblová, 1985], 4) Malato, que favorece la 

disociación del tetrámero en dímero, tiene efectos contrarios a GIc6P, disminuye la afinidad 

por el sustrato y aumenta la cooperatividad positiva por el sustrato [O'Leary, 1982, 

Gonzólez y col., 1984, \Vu & Wedding, 1985]. 5) Glicerol elimina la cooperatividad 

positiva de la enzima en la cinética de saturación por PEP Elledan & Sugiyama, 1976, 

Podestá & Andreu, 19891, lo que concuerda con que la enzima diluida, en la presencia de 

glicerol al 20% (v:v) se encuentra principalmente en forma tetramérica [Podestá & Andreo, 

1989]. Igualmente, es consistente con estos datos el allazgo de que otros cosolutos 

orgánicos como el glicerol [Cedan & Sugiyama, 1976, Manetas y col., 1986, Gavalas & 

Manetas, 1988, Podestá & Andreo, 1989), polietilénglicol, betaina, prolina y sorbitol 

[Mandas y col., 1986, Stamatakis y col., 1988] aumentan la afinidad de la PEPC por l'El'. 

13) Se ha planteado al modelo concertado [Jawali, 1990] de acuerdo con Monod-Wyman-

Changeux [Monod y col., 1965), como el mecanismo de regulación alostérica de la PEPC, 

sin embargo los resultados experimentales en los que los autores se basan para concluir esto 

no son claros. 
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2.3. EL SITIO ALOSTERICO DE Gk61'. 

Este apartado resume el conocimiento sobre la interacción de la Gle6P con la PEPC, 

el milpeo del sitio alostérico y la activación de la enzima por otras moléculas fostiniladas. 

2.3.1. Estudios cinéticos. 

Se ha reportado que la activación de la PEPC de hoja de maíz por Olc6P no se afecta 

por Mg2 ' y que la mayor activación se da a pl 1 7. Además, a pl1 7 o menor, las curvas de 

saturación por Glc6P son sigmoidales, pero a pll 8 o mayor las curvas de saturación son 

hiperbólicas [Stiborová St Leblová, 1985j. 

La respuesta de la PEPC de diferentes orígenes (plantas C3, C4 y CAM) u Glc6P en 

función del 	del medio de ensayo indica que la forma de respuesta a este activador es 

esencialmente la misma para las tres enzimas; sin embargo, el incremento en la actividad 

inducida por Glc6P y la afinidad por GIc6P son diferentes. En este estudio se propone que 

residuos de histidina y de cisteina pueden estar involucrados en la activación por Glc6P 

[Wedding y col., 1989]. 

A pfl 7.3 la forma fosforilada de la PEPC tiene mayor afinidad por Cdc6P que la 

forma no fosforilada [Duff y col., 1995]; sin embargo, la afinidad de la enzima por Olc61) a 

8 es independiente del estado de fosforilación [Wang y col„ 1992, Duff y col., 1995]. 

otro factor que afecta la afinidad de la PEPC por Cilc6P es el estado de saturación del sitio 

activo. Así, la enzima con el sitio activo saturado tiene una Ka para Glc6P menor que la 

enzima en presencia de concentraciones de sustrato subsaturantes jDuff y col„ 1995]. 

En la Tabla I se muestran los valores de la constante de activación (Ka) reportados. 

2.3.2. Estudios de unión. 

Los estudios de unión de Glc6P a la enzima son escasos y se han limitado al uso de 

cambios en la fluorescencia intrínseca y extrínseca de la enzima provocados por Glc6P. 

De estudios de unión mediante cambios en la fluorescencia intrínseca de triptófano se 

ha concluido que la Glc6P requiere de magnesio para unirse a la enzima nativa y que la 

unión del sustrato PEP al sitio activo no es necesaria para la unión de Glc61) a su sitio 

alostérico [Wedding K Black, 1988]. 

Por otra parte, estudios de unión siguiendo los cambios en la fluorescencia extrínseca 

del complejo enzima-(8-anilino-1-napthalenesul (»tinto) sugieren que el PEP se une tanto al 

sitio activo como al sitio alostérico para Glc6P [kustin y col., 1991, Rustir y col., 1988]. 

En la Tabla I se muestran los valores de la constante de disociación (l,0,5) reportados. 
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"falda I. Parámetros cinéticos y de unión reportados para Glc6P. Los valores para lía y L0.5  se 

expresan en mM. n indica el número de I lill. 

REFERENCIA ESPECIE PARÁMETRO CONDICIONES 

Maíz (Zea loop) 
Trigo (Triticom 

Ka- 0.68±0. I2 Valores de Ka verdaderos1 . 
Sustrato saturante. 

Wedding y col., 
1989 

«estim) Ka= 0.33±0.09 
Crásula 
(C. argentea) lía= 0.28±0. I 0 

Crásula 
(C'. argentea) Ka= 0.12001 

Activación a p1-1 7 
Sustrato subsaturante. 

Bandarian y col., 
1992 

n= 1.140.07 
Sorgo 	(Sarghum Activación a 111 7.3 Duff y col., 1995 

colgare) Ka= 1.3 Sustrato subsaturante. 
Ka= 0.55 Sustrato saturante. 

Maíz (Zea mitas) Activación a diferente pl I. Stiborová & 

n= 2 7.0 Leblová, 1985 
n= 1.7 7.5 
n= 1 8. I 

Sustrato subsaturante. 

Nódulo de Soya 
(Gircine non) Ka= 1.3 

Activación a diferente ptl: 
7.0 

Schuller y col., 
1990b 

Sin efecto. 11.0 
Sustrato subsat orante. 

Crásula 
(C. argentea) L0.5.-,  0.240.42 

Medida por cambios en la 
fluorescencia intrínseca de 

Wedding & lllack, 
1988 

0= I.87±0.86 triptófano inducidos por la 
unión de GIc6P a pl1 7.0. 

Crásula 
(C. argentea) 

Ka= 0,0830.03 Activación a pi-1 7.0 y sustrato 
subsaturante. 

Rustin y col., 1988 

L0,5= 0.820.03 Medida 	por cambios 	en 	la 
fluorescencia 	extrínseca 	del 
complejo enzima-(8-anilino - 
Imapthaleno-sulfonato) a p11 
7.0 

I. Estos valores de Ka fueron determinados con un modelo que asume que sólo una especie protonada de la 
enzima es capaz de unir al activador y ser activada: Kaom- Ka (I + 11/KEi  EL/ID 1 O + 
Kem(11). Donde Ka es el valor verdadero de la constante de activación, Kutn, Kt t, KFAi  y KFAu  son las 
constantes de disociación para la protonación de la enzima libre y del complejo enzima-activador en los lados 
activantes e inhibidores del perfil de 101, y Ktiopo  es la Ka a los diferentes plls. 
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2.3.3. Malteo del sitio. 

Con el lin de determinar los residuos de aminoácidos involucrados en la unión de la 

Glc6P a la PEPC se han realizado los estudios de modificación química que se describen a 

continuación: 

Arginina. La incubación de la enzima de hoja de Crossula argentea (planta CAM) 

con butanodiona (un reactivo para modificación química de arginina) no insensibiliza a la 

activación por Cdc6P, por lo que los autores excluyen la posibilidad de que residuos de 

arginina estén involucrados en la activación de la enzima por Glc61) [Rustin y col., 1988, 

Rustin y col,, 19911. 

Ilistitlinn. La modificación de PEPC de hoja de C. ar,gentea con un reactivo para 

modificación de histidimis, dietilpirocarbonato (DEPC), no la insensibiliza a la activación 

por Glc6P [Rustin y col., 1991]; sin embargo, otros autores reportan que la modificación 

con DEPC en presencia de MgCl2  5 mM y fosloglicolato 5 mM (para proteger al sitio 

activo con el complejo Mg-lbsfoglicolato), insensibiliza a la enzima frente a Glc6P sin 

pérdida de actividad [Taghizadeh y col., 1991]. La Gle6P a una elevada concentración (9.8 

mM) no protege frente a la insensibilización, lo que sugirió que DEPC puede estar 

modificando a la proteína en un sitio cercano, pero no en el sitio de unión para Gle6P 

[Taghizadeb y col., 1991]. 

Aspártico o glutámico. PEPC de hoja de Zea mays modificada con N-etil-5-

fenilisooxazolio-3-sulfimato (reactivo utilizado para la modificación química de grupos 

carboxilo de proteínas) se insensibiliza frente a Gle(i1), indicando que un(os) grupo(s) 

carboxilo puede(n) estar localizado(s) en el sitio de unión para erice [Maralihalli & 

l3hagwat, 1993], pero dado que en este estudio no se realizaron experimentos de protección, 

esta observación no es concluyente. 

Cisteína. La incubación de PEPC de hoja de C. argenten con p-

cloromercuriobenzoato (PCMB) provoca la pérdida de la activación por Gle6P. Gle6P 

protege frente a la insensibilización sólo en la presencia de Mg2'-, por lo que los autores de 

este estudio sugieren que la forma que se une al sitio alostérieo es el complejo Glc6P-Mg, 

y que un grupo -Sil está involucrado en su unión. Se reporta que si se incluye Gle6P-Mg 

4.33 mM en el medio de modificación, hay una protección aproximada del 50%; sin 

embargo, 110 indican si existe protección total a concentraciones más altas del activador 

[Wedding y col., 1989J. 

Lisian. La modificación de PEPC de hoja de C. argenten con sulfonato de 

trinitrobenceno (TN13S) insensibiliza a la enzima tiente a Glc6P, pero dicha modificación 

no afecta al cambio en la fluorescencia extrínseca del complejo enzima-(8-anilino-l-

napthalen sulfonato) inducido por la unión de Glc6P con la enzima, lo que sugiere que los 
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residuos de lisina modificados responsables de la insensibilización no están involucrados en 

la unión de Glc6P Iliustin y col, 19911. 

PEPC de hoja de Z. nu ,s se inactiva y se insensibiliza frente a Glc61) por 

modificación con isotiocianato. Dado que la insensibilización presenta una cinética 

diferente a la de inactivación, se concluye que el residuo de lisina involucrado en la 

inactivación es diferente al involucrado en la insensibilización a Glc6P 	Wedding, 

1994]. Puesto que en estos estudios no se llevaron a cabo experimentos de protección con 

ligandos del sitio alostérico de Cilc6P, no es posible concluir si la(s) lisinas(s) modificadas 

están en o cerca de este sitio o están involucradas en la transmisión de la transición 

alostérica que acompaña a la unión de Glc6P. 

2.3.4. Análogos de Glc6P y otros compuestos fosforilados que activan la PEP('. 

Además de la Glc6P, otras moléculas (todas con un grupo Ptslitto O fosliínico en su 

estructura) activan la PEPC, presumiblemente por unión al sitio alostérico para Gle6P. 

a) Análogos. 

La activación que análogos de la GIc6P (manosa-6•fosfato, galactosa-6-fosfato, 5-tio-

glucosa-6-fosfato, mioinositol- I -fosfato, 2-deoxiglucosa-6-hsfato, glucosa-l-tosítto, 

glucosamina-6-fosfitto) tienen sobre la PEPC de hoja de C. argente: reveló que la identidad 

del anillo heteroatón►ico es una característica estructural que afecta significativamente la 

activación. La activación no fue muy sensible a la orientación del grupo hidroxilo en el 

segundo o tercer carbono, ni a la presencia o ausencia de un grupo hidroxilo en el segundo 

carbono; sin embargo, la posición del grupo fosfato es un factor significativo [13andarian y 

col., 1992]. 

Fructosa-1,6-bifosfato activa la PEPC de hojas de plantas C4 [Selioniti y col., 1985, 

Coombs y col., 1973, Wong & Davies, 1973] y de plantas C3 [Singa' & Singh, 1986]. 

b)Triosas fosfato. 

El 3-fosfoglicerato se ha descrito como activador alostérico de la PEPC de hojas de 

plantas C4 [Selioniti y col., 1985, Coombs y col., 1973, Wong & Davies, 1973] y de plantas 

C3 [Singa' & Singh, 1986]. 

La dihidroxiacetona fosfato [Schuller y col., 1990a] y el glicerol fosfato [Singa! & 

Singh, 1986] activan la enzima de plantas C3. 

e) Otros inetabolitos. 

El AMP actúa como activador moderado de la PEPC de hoja de C argentea y su 

efecto no es aditivo a la activación por Glc6P; además, AMI' incrementa la Ka de (ilc6P 

sugiriendo que AMP se une al sitio de (ilcóP 1  Wedding & Black, 19861. 
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Dos análogos de los intermediarios propuestos para la reacción de la PEPC (acetil 

fosfato y carbamil lbsIhto) activan a la PEPC de hoja de maíz. Los autores suponen que el 

efecto activador se produce por unión al sitio para (ile61). 	carbamil fosfato además es 

capaz de unirse al sitio activo y ser desfosforilado [González y col., 1987]. Como el 

earbamil fosfato es sustrato y activador a concentraciones similares, es muy probable la 

existencia de gran similitud entre el sitio activo y el sitio activador para Gle6P, a los cuales 

ambos ésteres de lbsfato se unirían. 

d) Compuestos no fisiológicos. 

Un análogo del PEP como el 2-dibidroxilbslinoilmetil-2-propenoato (MeC[I2PEP) 

(con el carboxilo metilado y con un lbsfonato en lugar de fosfato) actúa como activador de 

la enzima de maíz [Jenkins y col., 1986], por lo cual los autores sugieren que la PEPC posee 

dos sitios a los que el PEP se une: el sitio activo y un sitio regulatorio, y que el MeC1-12PEP 

se une preferencialmente al sitio regulatorio. 

En nuestro laboratorio se ha descrito que otro análogo del PEP, fenillbsfato, es 

activador de la PEPC de hoja de maíz [Rodríguez-Sotres 	Muñoz-Clares, 1990] y que su 

efecto activante es competitivo con respecto a al PEP, lo que de nuevo sugiere la existencia 

de un sitio regulatorio al que puede unirse el propio PEP y que posiblemente sea el sitio 

para la Glc6P. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Otras preguntas que aun están sin responder son: ¿ la ocupación del sitio activo es o 

no necesaria para la unión de la Glc61) al sitio alostérico'?, ¿al sitio alostérico se une Glc6P o 

el complejo Gle6P-Mg?, ¿tiene el PU' la capacidad de unirse al sitio activo y al sitio 

alostérico de la Gle61) y por lo tanto de actuar como sustrato y activador?. 

Del conjunto de los trabajos citados sobre modificación química que provoca pérdida 

de activación por (11c(iP es difícil sacar conclusiones claras acerca de los residuos de 

aminoácido que forman parte del sitio alostérico para este activador, ya que: 1) en ninguno 

de ellos se realizó el estudio cinético de la modificación; 2) no se determinó la 

estequiometria del proceso de modificación y su correlación con la pérdida de la 

sensibilidad a Glc61); y 3) desafortunadamente la mayoría de los reportes carecen de 

información sobre protección por Glc61) frente a insensibilización 11tustin y col., 1991, 

Maralihalli &13hagwat, 1993, Wu & Wedding, 19941 y en aquellos en los que sí estudian el 

efecto de Glc61) sobre la insensibilización, los resultados no son concluyentes [Wedding y 

col., 1989, Taghizadeh y col., 1991]. 

Finalmente, la activación de la PEPC por otros compuestos fosforilados se ha 

supuesto se debe a que se unen al mismo sitio que Gle61), pero no se ha dado ninguna 

prueba de que así sea. 

Por otra parte, muchos de los estudios reportados hasta la fecha han sido realizados 

usando enzima purificada en condiciones en las que se proteoliza el extremo Nflyterminal 

[Ausenhus & O'Leary, 1992, Wang y col., 1992], que incluye el sitio de fosforilación [Jipo 

& Chollet, 1989, Lepiniee y col., 1994]. Dicha proteólisis disminuye la sensibilidad de 

PEPC frente a malato [Ausenhus & O'Leary, 1992, Wang y col., 1992] y aumenta la 

sensibilidad a Oleg [Qun & Jiao-nai, 1988]. Por ello, los resultados obtenidos con PEPC 

proteolizada en el extremo N1-12-terminal no reflejan las características alostéricas de la 

PEPC nativa. 

Todo esto hace importante una investigación a fondo del sitio alostérico para Gle6P 

en el que se intenten contestar estas preguntas usando la enzima no truncada. 
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4. OBJETIVOS. 

Con el fin de conocer al menos uno de los residuos de aminoácido involucrados en la 

unión de Gle61), nos planteamos los siguientes objetivos: 

Objetivo general. 

Modificar covalentemente a la enzima PEPC de hoja de maíz (Lea nuvs), forma de 

obscuridad (no fosforilada), de manera que pierda la capacidad de ser activada por Gle6P. 

Objetivos particulares. 

1. Identificar un reactivo que insensibilice a la enzima a activación por Glc6P. 

2. Estudiar la cinética de la reacción de insensibilización. 

3. Determinar la estequiometría de la modificación química, es decir, el alfilero de 

residuos modificados por subunidad necesarios para insensibiliza• a la enzima a Gle6P. 

4. Establecer la especificidad de la modificación mediante estudios de protección, 

usando GIc6P y otros activadores con fosfato en su estructura que se han propuesto como 

ligandos de este sitio alostérico. 

5. Evaluar el efecto del sustrato y otros efectores alostéricos sobre la reactividad del 

grupo modificable con el fin de inferir si el (los) residuo(s) modificado(s) se localiza(n) en 

el sitio alostérico o está(n) involucrado(s) en la transición alostérica provocada por la unión 

de Glc6P. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS. 

5.1. Reactivas. 

l'El', NA 	deshidrogenasa de corazón de cerdo, PEG (peso molecular de 

6000), DTT, Glc6P, iosloglicolato, IIEPES, malato y PLP fueron adquiridos de Sigma 

Chemical Co, ED'I'A de Merck, NaBLI3CN de Aldrich, y glicerol de Mallinckrodt, Inc. 

Todos los otros reactivos de grado analítico se adquirieron de los proveedores habituales. 

5.2. PEPC. 

En el presente trabajo se utilizó enzima pura previamente extraída, purificada y 

caracterizada en nuestro laboratorio por el Biólogo Carlos Mili ica Jiménez. 

La extracción fue hecha de hojas totalmente expandidas de plantas de maíz Vea inays 

L., cv. Chalqueño) de 6-8 semanas de edad, previamente sometidas a 24 hr de obscuridad. 

La enzima utilizada en este trabajo tenía una pureza mayor al 99 % y su actividad 

especifica era de 42 lunol muy mg de proteína-1. 

El 150 para malato de la enzima fue de 0.14 ± 0.01 mM y su valor no disminuyó 

después de incubación exhaustiva con fosfatasa alcalina. Además, la incubación de la 

enzima con proteín cinasa A incrementó el 150  para malato a 2.2 ± 0.02 mM. En conjunto, 

estos datos nos indican que la enzima PEPC utilizada estaba completa (no proteolizada) y 

que no estaba fosforilada (forma de obscuridad), de acuerdo con lo reportado por Wang y 

col. (1992) y por Duff y col. (1995). 

La enzima (0.46 mg ml-1) usada en los experimentos de modificación estaba en la 

forma tetramérica, en ausencia o presencia de cosolutos orgánicos, lo que se determinó por 

cromatografia de exclusión molecular en Superosa 6/LIR (conectada a un sistema de IIPLC 

Waters), bajo las mismas condiciones en que se llevó a cabo la modificación de la enzima. 

5.3. Cuantificación de proteína. 

La cantidad de proteína fue determinada por el método de Bradford (1976), 

5.4. Determinación de la actividad de PEPC. 

La actividad pEpc se midió espectrofotométricamente mediante un ensayo acoplado, 

usando maco deshidrogenasa, y siguiendo la oxidación del NADA a 340 nm en un 

volumen final de 0.5 ml con un espectrofotómetro Beckman DIJ-7500 equipado con un 

programa cinético. La temperatura del ensayo se mantuvo a 30 0.1 'C con un equipo de 

circulación de agua con temperatura controlada. El amortiguador de actividad consistió en 

trietanolamina-IICI 11)0 mM, pi-1 7.3, conteniendo EDTA 1 inM, NaLIC03  10 inM, NADA 
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0.2 mM, MgC12  5 mt\l, PEP 1 mM y 4 unidades de milico deshidrogenasa. Las 

determinaciones se realizaron por triplicado siendo la desviación estándar menor al +-10% 

en todos los casos. 

El ensayo acoplado fue el siguiente: 

	

- 	PEPC 

	

PEP , HCO3 	2, OM HPO4  
Mg 

OM t NADH 	
MDII 

H 	1" Malato + NAO 

En los experimentos en los que se usó como sustrato el complejo Mg-PEP, la cantidad 

de Mg2+ total y de PEP total se calculó utilizando el programa de cómputo descrito por 

Rodríguez-Sotres (1990). 

5.5, Determinación de la sensibilidad a (lc6P. 

Nosotros definimos la sensibilidad a Gle6P como: (va-vo)/vo, donde va  Y vo  son la 

actividad enzinatitica en presencia y en ausencia de Cilc6P 10 mM, respectivamente. 

5.6, Reacción de la PEPC con PLP. 

Se utilizó siempre una solución de PLP recién preparada en amortiguador de 

modificación (50 mM 	 pH 7.3, 1 mM EWA y 5 mM D'ID. La 

concentración de PLP en esta solución se determinó a 388 nm usando el valor 4900 M-1  

cm-1  como coeficiente de extinción molar [Blackburn & Schachman, 1974. 

Inmediatamente antes de cada experimento, una alícuota de PEPC pura fue filtrada a través 

de una columna de Sephadex-025 equilibrada con el amortiguador de modificación con o 

sin PEO al 6% (p:v), o glicerol al 20% (v:v). 

La enzima disuelta en el amortiguador de modificación se incubó con PLP a 22 °C en 

ausencia o presencia de los ligandos indicados en cada experimento. Las incubaciones se 

realizaron en tubos cubiertos con papel aluminio para protegerlas de la luz. A intervalos 

específicos se tomaron alícuotas de 5 I y se determinó la actividad enzimática en presencia 

y en ausencia de Glc6P 10 mM. La dilución de la alícuota en la cubeta de reacción (100 

veces) evita que continúe la inactivación y la insensibilización. Ninguno de los compuestos 

presentes en la incubación afectan la estabilidad del PLP bajo nuestras condiciones 

experimentales. 
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En el experimento de resensibilización, la enzima previamente modificada con PLP se 

diluyó 100 veces en el amortiguador de actividad (sin MgCI, y PEP), tras lo cual a los 

tiempos indicados se tomaron alícuotas a las que se les determinó la sensibilidad a (lb:6P. 

5.7. Determinación de la estequiometría de la reacción de insensibilización por PLP. 

La enzima se incubó bajo las condiciones descritas en el apartado anterior con la 

concentración indicada de PLP en presencia de tbsfiglicolato 15 mh4 y MgCl?  25 mM 

(para evitar la inactivación) por I br. Este tiempo es suficiente para alcanzar el equilibrio en 

el proceso de insensibilización. De cada incubación se tomaron al icuotas para determinar la 

sensibilidad a Gle6P. Otra alícuota se redujo adicionando unos granos de Na11113CN, 

suficientes para producir la decoloración de la muestra, e incubando por 20 min en la 

obscuridad. Posteriormente, estas alícuotas fueron desaladas en el medio de modificación 

sin PLP utilizando la técnica de desalado rápido por centrifugación descrito por Penefsky 

(1977). Las alícuotas reducidas y desaladas se utilizaron para determinar la incorporación 

de PLP a la enzima. Para ello se obtuvo el espectro diferencial de la enzima-PLP reducida y 

la enzima reducida en un espectrofotómetro Beekman DU 7500, y el número de moléculas 

de PLP unidas por mol de subunidad de PEPC se estimó por el valor de absorbancia a 327 

nm, utilizando un coeficiente de extinción molar para N6-(fosibpiridoxiBlisina de 10700 

M-1 cm-1 [Fiseber y col., 1963] y considerando un peso molecular de 400000 para el 

tetrámero de PEPC [Uedan & Sugiyama, 1976]. 

5.8. Análisis de datos. 

Los datos se analizaron utilizando el programa de regresión no lineal MicroCal Origin 

(Microcal Software, Inc. Northhampton, MA, USA). 

Para el análisis de las cinéticas de inactivación, insensibilización o resensibiliz.ación 

se usaron las ecuaciones 1 y 2, respectivamente. 

E T (Ea - Eo)(I- e-kt)-( Eo 	 (1 ) 

S = (Soc - So)(1- e-ki) + So 	 (2) 

donde E, En, Ea:, S, So, y Soc son respectivamente la actividad y la sensibilidad de la 

enzima a Cdc6P al tiempo t, al tiempo cero, y al equilibrio(tiempo a). La constante de 

velocidad de pseudo-primer orden para la insensibilización, k, es la suma de dos constantes 

de primer orden (k.-,  k 1 [PLP]-1- k. 1 ). 

Los datos obtenidos durante los tiempos iniciales de la cinética (le insensibilización se 

ajustaron a la forma lineal de una ecuación simple exponencial (ecuación 3). 

In S -= In So - kt 	 (3) 
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donde k es la constante de velocidad de pseudoprimer orden de insensibilización, la cual 

bajo estas condiciones da una estimación de la constante de velocidad de pseudoprimer 

orden de insensibilización (k1  • [PI,Pj)• 

El orden de la reacción, o, con respecto a PM' se determinó aplicando la ecuación 

descrita por Levy y col. (1963). 

In k = In ki+ tiln111.111 	 (4) 

donde k es la constante de velocidad de pscudoprimer orden de insensibilización, k1  es la 

constante de segundo orden y rt el orden de reacción. 

Los datos de las cinéticas de saturación por Mg-PEl) se ajustaron a la ecuación de 

M ichaells-lvl e nten. 

va = 	max • [til ) I (iSj -( Km ) 	 (5) 
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6. IRESULTAIMS. 

6.1. Ensayo de actividad de la enzima modificada con PLP. 

La incubación de la enzima con PLP produce pérdida de la actividad y de la 

sensibilidad a Glc6P (Fig. 1). Sin embargo, el cambio de la a bsorbancia en función del 

tiempo en el ensayo de actividad (e►  ausencia o en presencia de Gle6P) de la enzima no 

modificada con 1'1,1' es lineal durante 1.5 min (Fig. I A), mientras que, en el caso de la 

enzima modificada con PLP, el cambio de la absorbancia en función del tiempo en este 

periodo de tiempo no es lineal (Fig. B). A partir de los 30 s se incrementa 

progresivamente, lo que indica una reactivación de la enzima y/o una resensibilizacion al 

activador 01c6P debida a la dilución que conlleva el ensayo. Este resultado está de acuerdo 

con la conocida reversibilidad de la reacción de PLP con residuos de lisina [Chen & Engel, 

19751, y ya había sido observada por Podestá y col. (1986) estudiando la inactivación de la 

PEPC con PLP, Debido a lo anterior, los ensayos de actividad de la enzima modificada y no 

modificada reportados en este trabajo se llevaron a cabo sólo por 30 s, ya que en este 

tiempo no se observó en ningun caso recuperación alguna de la actividad, tanto en ausencia 

o en presencia de Gle6P (Fig. I). 

6.2. Cinética de la reacción de la PEPC con PU'. 

La incubación de la enzima con PLP en el amortiguador de incubación con PEG al 

6% )p:v) produce pérdida de la actividad y de la sensibilidad a Glc61). La incubación de la 

enzima bajo las mismas condiciones en ausencia de PLP no cambia ni su actividad ni su 

sensibilidad a GIc6P. La Fig, 2 muestra el efecto de incubar la enzima con 1'1,1' 1.19 mM 

sobre la actividad enzimática (determinada en ausencia o presencia de Gle6P). En cada 

tiempo, la sensibilidad a Gle6P remanente de la enzima ( inserto Fig. 2A) se determinó 

como se indica en la sección 5.5. El ajuste (le los datos de la pérdida de actividad y de 

sensibilidad se realizó usando la ecuación para una reacción reversible (ecuaciones I y 2, 

respectivamente). La constante aparente de pseudoprimer orden calculada para la 

inactivación es 0.0020 ± 0,0005 s•I  y para la insensibilización es 0.0086 ± 0.0009 s-I (Fig. 

2), mostrando que bajo estas condiciones la insensibilización es cuatro veces más rápida 

que la inactivación. Cuando la modificación con PLP se realizó en presencia de 

fosfoglicolato 15 mM y MgCl2  25 mM no se observó inactivación, pero si 

insensibilización. 

La modificación con PLP también insensibiliza a la enzima frente a otros compuestos 

fosIbrilados (Tabla II) que activan la enzima presumiblemente por unión al sitio alostérico 

de Glc61) como se menciona en la sección 2.3.4. 
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Con el lin de caracterizar la insensibilización a Gle6P por PI.P, determinamos la 

dependencia de la velocidad de insensibilización con respecto a la concentración del 

reactivo, en un intervalo de 0.19 iuM a 1.19 mM (Fig. 3), en presencia de concentraciones 

saturantes de ligandos del sitio activo (tbstitglicolato 15 itiM y MgCh 25 mM) para evitar 

la inactivación. Como se puede observar en la Fig 3, la sensibilidad de la enzima a Glc61' 

disminuye basta alcanzar el equilibrio después de 5-10 inin de incubación, y la sensibilidad 

residual es dependiente de la concentración de PLP. Estos resultados son consistentes con la 

reversibilidad de la insensibilización por 	La gráfica de los valores de la constante de 

velocidad aparente, estimados a partir del ajuste de los datos mostrados en la Fig, 3 a la 

ecuación 2, versus la concentración de PLP (inserto Fig. 3) permite calcular una constante 

de velocidad de insensibilización de segundo orden (k1 ) de 4.7 ± 0,3 s-1  M-1  y una 

constante de resensibilización de primer orden (k.1 ) de (1,0046 ± 0.0002 s-1 . La linearidad 

de este gráfico es consistente con que durante el proceso de insensibilización no se acumula 

un complejo no covalente enzima PLP, al menos en el rango de concentración de PLP 

utilizado. A partir de estos valores es posible estimar una constante de equilibrio (le 1020 

M-1  para la reacción de PLP con el(los) grupo(s) (le lisina involucrados en la activación 

alostérica de PEPC de maíz por (3lc6P. 

La reversibilidad de esta reacción de insensibilización se confirmó por la reactivación 

por dilución de la enzima previamente modificada con 1'1..1' que se muestra en la Fig. 4. La 

enzima se incubó con PLP hasta que perdió 60% de la sensibilidad a Glc61), luego de lo 

cual se diluyó cien veces recuperando gradualmente el 100% de la sensibilidad original a 

(11c6P, La reactivación sigue una cinética de pseudoprimer orden en los primeros minutos 

(inserto Fig. 4) permitiendo estimar una constante de resensibilización de primer orden (k. 1 ) 

de 0.0030 ± 0,0003 s•1 . Este valor es bastante cercano al obtenido a partir de los datos de la 

Fig. 3. 

El estudio de la dependencia de la sensibilidad remanente en función de la 

concentración de PLP también se realizó durante los primeros tiempos del proceso de 

insensibilización, antes de que el equilibrio se alcanzara y de que la reacción reversa Ibera 

significativa. Cuando estos datos se ajustaron a la ecuación 3, obtuvimos un gráfico 

semilogarítmico lineal (Fig. 5A), a partir del cual calculamos constantes de 

insensibilización de pseudoprimer orden para cada concentración de PLP. La gráfica de 

estas constantes de pseudoprimer orden versus la concentración de PLP es lineal y pasa por 

el origen (Fig. 513), sugiriendo nuevamente que, en el intervalo de concentración de PLP 

usado en la modificación, la reacción de la enzima con PLP no involucra la 1bn-ilación de un 

complejo transitorio, no covalente, enzima PI.P. A partir de esta gráfica calculamos una 

constante de velocidad de insensibilización de segundo orden (k i ) de 8.8 ± 0.1 s'i M'I. 



Este valor es similar al estimado independientemente en los experimentos en los que se 

alcanzó el equilibrio de la reacción de modificación. I,a gráfica del logaritmo de la 

constante de insensibilización de pseudoprimer orden versus el logaritmo de la 

concentración de 1'1..1' es lineal con una pendiente de 1.1 ± 0,1 (r 	0.98) (Fig. 5('), 

consistente con una reacción de primer orden respecto a PI.P. Este resultado sugiere que la 

insensibilización ocurre como consecuencia de la modificación de un solo residuo, 

6.3. Evidencia de que el grupo modificado por PLP es una bina. 

La reacción de PLP con un grupo amino de las proteinas da la formación de una base 

de schiff, reacción que es reversible y para que esta modificación sea irreversible se 

requiere la limnación de una mina secundaria (1\1(i-(fosfopiridoxil)-lisina) por reducción 

con Na13113CN, como se muestra a continuación: 

11» 

N O 	H 	 11 
/ 	14,0 	 C1-1 

— 010,,,,,41̀ ,,,C1-1 	, 	13 — CHO ,;,'"-N CH thnii,cu 

........Ji 	'-‘ Y 	
l' 	slÍ 	----> 
,':"1. 	, 

—  lb. 

N/ C{ 	) 	 N' 'U13 
I 	 J 	1 
hl 	ii;o 	 11 

Ptp 
	

INCNA (BASE DE SCHIFF) 	 MIRA SECUNDARIA 

La evidencia de que la formación de la base de Shiffentre PU' y un grupo c-amino de 

lisina de la PEPO es la causante de la insensibilización, fue que el espectro de absorción 

di Terencial de la enzima modificada con PLP y reducida presenta un máximo de absorción a 

327 tuu [Fischer y col., 1963, McKinley-McKee & Morris, 19721 como se muestra en el 

inserto de la Fig. 6. 
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6.4. Detern► inación del número de moléculas de PLP unidas por su buida(' de PE PC. 

La correlación entre la pérdida de sensibilidad a eilc6P y el número de moles de PLP 

unidas por mol de subunidad de PEPC se determinó en el experimento mostrado en la Fig. 

6. Como se puede ver, existe una relación directa entre ambas que extrapola a un valor 

limite de 1.05 mol de PLP unido por mol de subunidad de enzima cuando la enzima es 

totalmente insensible al activador. 

6.5. Efecto de GIc6P sobre los parámetros cinéticos de la PEPC nativa y de la PEPC 

modificada con PLP. 

Pudiera pensarse que la modificación con PU' del sitio alostérico activador de 1;1 

enzima la activara permanentemente, es decir, una PEPC alterada con una baja knioti,:_rEp), 

como se ha mostrado que ocurre con la enzima ADP-glucosa pirolostbrilasa [Charng y col., 

19941. Por lo que nos pareció importante evaluar la Kn'(Alg•1'Gp),  para lo cual, la enzima se 

modificó con PLP 1.2 mM por 1 hr en presencia de sustrato saturante (Mg-PEP 4 mM, 

Mg2-1-  libre 4.4 mM y ftP libre 5 mM) para evitar la inactiva:hin. La enzima control fue 

incubada en las mismas condiciones pero sin PLP. La Ktvig.pEi, se determinó bajo las 

condiciones del ensayo estándar (sección 5.4,), pero usando Mg-PEP como sustrato variable 

a PEP libre 5 mM constante. Las cinéticas de saturación se muestran en la Fig. 7. 

La Ku►(Alg-PfiP) determinada para la enzima control fue de 0.93 ± 0.06 mM, y este 

valor disminuyó a 0.11 ± 0.01 mM en presencia de GIc6P 10 mM. En contraste, en el caso 

de la enzima modificada con PLP, el valor de la Kinoi1.pE/9  fue esencialmente el mismo en 

ausencia o presencia de GIc6P 10 niM (0.8710.10 mM y 0.95 ±0.12 mM, respectivamente), 

y corresponde al valor de la KInufg.pEo que presenta la enzima control en ausencia de 

GIc6P. El hecho de que la PEPC de maíz insensibilizada con PLP presente la misma 

K"'(Mg•PFl) que la enzima nativa, puede deberse a que PLP no posee los requerimientos 

estructurales necesarios para producir la transición alostérica. 

6.6. Protección por ligandos de PEPC frente a inactivación e insensibilización a 

Gle61) por PLP. 

Con el fin de obtener información acerca de los sitios limeionales a los que PLP se 

está uniendo, examinamos el efecto de ligandos del sitio activo y del sitio alostérico de 

GIc6P, en ausencia y en presencia de 6% (p;v) PEO o 20 % (v:v) glicerol, sobre la 

inactivación y sobre la insensibilización a Glc6P por modificación con 1'1,1'. En estos 

experimentos la enzima se incubó con una concentración lija de PLP cn presencia y en 

ausencia de los ligandos indicados. Después del tiempo necesario para que el proceso de 

inactivación y el de insensibilización alcanzaran el equilibrio, determinamos la actividad y 
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la sensibilidad remanente. En la Tabla 111 se resumen los resultados de este experimento 
expresados como porcentaje de los valores iniciales. 

Como se observa, en ausencia de cosoluto, Gle6P 10 mM no afecta ni a la 
inactivación ni a la insensibilización, a pesar de que ésta es una concentración relativamente 
alta comparada con la Ka reportada para Glc61) (Tabla 1). Este resultado sugiere que bajo 

las condiciones del experimento, cuando Gle6P es el (mico ligando presente, no se une o se 

une muy pobremente a su sitio alostérico. En presencia de un cosoluto orgánico (PEO o 

glicerol), Gle6P sí es capaz por sí misma de proteger significativamente frente a la 

insensibilización y al mismo tiempo incrementa el grado de inactivación de la enzima. 
Cuando se incluye Mg-PEP en el amortiguador de incubación, Gle6P 10 mM ofrece 

protección total a la insensibilización independientemente de la presencia o ausencia de 

cosoluto. 

El Mg-PEP y PEP presentaron un efecto contrario al de Gle6P: protegen a la enzima 

frente a la inactivación y alimentan notablemente la insensibilización. Mg2'• libre no 

protege a la enzima frente a la inactivación, resultado que concuerda con lo reportado 

previamente [Podestá y col., 1986]. Sin embargo, esta carencia de protección parece 
deberse a que el metal se une a una región del sitio activo diferente a aquella en la que se 

encuentra la lisina modificada por PLP, y no a que Mg2 '• libre no pueda unirse al sitio 
activo, ya que Mg2  tiene el mismo efecto que Mg-PEP y PEP sobre la reactividad de la 
lisina del sitio alostérieo con PLP, disminuyendo mareadamente la sensibilidad a Ole6P tras 

alcanzarse el equilibrio de la modificación. 

Los resultados de la Tabla III muestran que la Olc6P no requiere magnesio para 
unirse a su sitio alostérieo, contrariamente a lo que previamente se ha sugerido 1Wedding & 

Block, 1988]. Sin embargo, Gle6P ofrece mayor protección frente a insensibilización en 
combinación con Mg21', PEP, o Mg-PEP, lo que sugiere que la ocupación del sitio activo 
por cualquiera de estos ligandos aumenta la unión de Oca')  al sitio alostérieo. Estos 
resultados no son sorprendentes, pues cambios conformacionales en el sitio activo que se 
manifiestan como una disminución de la Kni0.10,E19  son debidos a la unión de G1c6P a su 
sitio alostérico, y concuerda con el incremento en la afinidad de PEPC por Gle6P a 
concentraciones saturantes de sustrato encontrado en estudios cinéticos [Dna' y col., 1995, 

Castellanos-Martínez, Mújica-Jiménez, C. & Muñoz-Clares, R.A., datos no publicados]. 
Por otra parte, los datos de la Tabla 111 muestran que la presencia de PEO o glicerol 

en el amortiguador de modificación afecta la reactividad frente a NY de la lisina del sitio 

alostérico, y no la reactividad de la lisina del sitio activo. Así, en presencia de PEG o 
glicerol la lisina involucrada en la respuesta a 01c6P es mucho más reactiva con PI.P que la 
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lisina del sitio activo, mientras que presentan una reactividad similar en ausencia del 

cosoluto. 

Finalmente, los activadores fosiorilados incluidos en la Tabla II protegen ala enzima 

del proceso de insensibilización a Gle61)  cuando se incluyen en el medio de modificación. 

1.1 grado (le protección que ofrecen estos compuestos (Tabla IV) correlaciona con el grado 

de activación que producen en la enzima (Tabla II), lo cual concuerda con que este grupo de 

activadores se une al mismo sitio que Glc611. 

6.7 Tablas y Figuras de los Resultados. 

En este apartado se incluyen las tablas y las figuras referidas en los resultados 

Tabla II. Efecto de PLP sobre la activación de la PEPC° por compuestos fosforilados. 

Activador 	 Actividad (% del control)* 

(10 inM) 
	

No modificada 	Modificada 

Glc61) 425 112 

Fenilfosfato 190 99 

Dibidroxiacetona lbsfato 158 101 

Glicerol fosfato 157 97 

AMI' 140 100 

o La enzima se incubó con PLP 0.65 mM en la presencia de PI G al 6% (p:v) bajo las 

condiciones indicadas en la sección 5.6. 

La actividad fue determinada en ausencia (control) o en presencia de Glc6P 10 mM 

tiempo cero (enzima no modificada) y después de I br de incubación con PLP (enzima 

modificada). 
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Tabla III. Efecto de ligandos de PEPO sobre la n'activación y la insensibilización 

provocada por PL P. 

 

[Ligando] 

 

Actividad" 	 Sensibilidad" 

(% del control) 	(% del control) 

A) Sin cosoluto 

 

69 	 60 

GIc6P 10 mM 	 74 	 59 

Mg-PEP 4 niM 	 100 	 26 

GIc6P 10 mM, Mg-PEP 4 mMb 	 100 	 99 

13) PEG 6% 

70 	 23 

Glc61) 10 mM 	 59 	 68 

PEP (0 mM 	 97 	 34 

MgC12  10 mM 	 69 	 I 
Mg-PEP 4 mMb 	 100 	 9 

GIc6P 10 mM, Mg-PEP 4 mMb 	 100 	 98 

GIc6P 10 mM, l'El' 10 mM 	 95 	 100 

GIc6P 10 mM, MgCl2  10 InM 	 71 	 89 

C) Glicerol 20% 

   

68 	 45 

44 	 65 

98 	 100 

GIc6P 10 mM 

GIc6P 10 mM, Mg-I'EP 4 mMb 

cr La actividad y la sensibilidad a GIc6P de la enzima se determinó a tiempo cero 

(control) después de 1 hr de incubación con PU' 0.6 mM, en presencia de los ligandos y 

de los cosolutos indicados. 

b Mg2+ libre 4.4 mM y PEP libre 5 mM. 
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Tabla IV. Protección por activadores fosforilados de PF PC frente de la 

insensibilización causada por PLI'. 

Activador 	 Sensibilidad" 

(10 n►M) 	 (% del control) 

14 

Glc6P 	 60 

Fenilfosfato 	 54 

Dihidroxiacetona tbsfato 	 34 

Glicerol fosfato 	 35 

AMI' 	 28 

" La sensibilidad a Glc6P se determinó a tiempo cero (control) y después de 1 br de 

incubación con PLP 0.65 mM, en la presencia de PISG al 6% (p:v) y de los ligados 

indicados. 
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Fig. I. Curva de progreso de la reacción catalizada por PEPC no modificada (A) y 

modificada con PLP (13). La enzima se incubó en ausencia o en presencia de PLP 1.0 mM a 

30 °C en el amortiguador de incubación conteniendo PEG al 6% (p:v), como se describe en 

la sección 5.6. Después de una lir de incubación, se tomaron alicuotas para determinarles la 

actividad en ausencia (0) o en presencia de ClIc6P 10 mM (0). En la parte superior de los 

paneles se muestra la actividad determinada considerando sólo los primeros 30 s. 
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Fig. 2. Efecto de PLP sobre la actividad y la sensibilidad a Cilc61' de la PI PC de hoja 

de maíz. La enzima se incubó con 1)1..P 1.19 mM bajo las condiciones descritas en la Fig. I. 

A los tiempos indicados, se tomaron alícuotas para determinarles la actividad en ausencia 

o en presencia de Gle61)  10 mM (U). Las líneas son los mejores ajustes de los datos 

experimentales a la ecuación I por regresión no lineal. Inserto: Sensibilidad residual a 

Glc6P. Los plintos se generaron a partir de los datos de la figura principal cuino se describe 

en el texto y la línea es el mejor ajuste a la ecuación 2. 
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Fig, 3, Dependencia de la insensibilización de PBPC a activación por Gle6P en 

función de la concentración de PLP. La enzima se incubó con 1'LP 0.19 (a), 0.4 (0), 0.62 

(e) o 1.19 (0) mM bajo las condiciones descritas en la Fig. 1 en la presencia de 

fosfoglicolato 15 mM y de N4gC12  25 mM. A los tiempos indicados se tomaron alícuotas 

que fueron ensayadas como se indica en la Fig. 1, Las líneas son los mejores aj vistes de los 

datos experimentales a la ecuación 2. Inserto: gráfico de las constantes aparentes de 

velocidad (k) para la pérdida de activación por Gle61) versus concentración de PU'. La línea 

es el mejor ajuste a la ecuación k = k 4 .1  (PLP] 
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Fig. 4. Reversión de la insensibilización de PEPC a GIc6P causada por PLP. La 

enzima se incubó con PLP 0.4 mM como se indica en la Fig. 3. Después de 60 min la 

mezcla de incubación se diluyó 100 veces en el amortiguador de actividad. A los tiempos 

indicados, se tomaron allcuotas a las que se les determinó la sensibilidad a alc61). Los datos 

se ajustaron por regresión no lineal a la ecuación 2. Inserto: gráfico semilogaritmico del 

porcentaje de sensibilidad residual versus tiempo. Se consideraron sólo los primeros 3 min 

de la reacción de resensibilización. La línea es el resultado del ajuste a la ecuación 3. 
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Fig. 5. Cinética de pseudoprimer orden de la insensibilización de PEPC a GlcbP por 

PLP. (A) Gráfico semilogarítmico del porcentaje de sensibilidad residual versus tiempo de 

incubación con PLP 0,19 (II), 0.4 (0), 0,62 (0) o 1.19 (0) mM. Las líneas son el mejor 
ajuste de los datos a la ecuación 3. (13) Dependencia de la constante de velocidad de 

insensibilización de pseudoprimer orden de la concentración de PM). (C) Determinación del 

orden de reacción para PU> acorde a la ecuación 4. 
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Fig. 6. Relación entre la sensibilidad de la enzima a 01c6P y la unión de PU' a la 

PEPC. Muestras de PEPC pura (1.8 uM) fueron incubadas con diferentes concentraciones 

de PU (de O a 1,19 mM) bajo las mismas condiciones que las descritas en el pie de la 

Fig. 3. La incorporación de las moléculas de PU' a la proteína se determinaron corno se 

describe en la sección 5,7. Inserto: Espectro diferencial de la enzima (2.9 ItM) no 

modificada y la enzima (2.9 pM) modificada con PI,P 1.2 mM, y reducidas con NaBH3CN 

como se describe en la misma sección. 
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Fig. 7. Cinética de saturación por Mg-PEP (PEP libre 5 mM constante) de la PEPC 

nativa (0,11) y de PEPC modificada con PLP (0,11) en ausencia (0,0) o presencia de 

GIc6P (e". La enzima se incubó por 1 lir en el amortiguador de incubación en presencia 

de Mg-PEP 4 mM (Mg'" libre 4.4 mM y PEP libre 5 mM) sin (PEPC nativa) o con PU)  

(PEPC modificada), Los puntos corresponden a los valores de velocidad inicial obtenidos 

experimentalmente y las lineas son el mejor ajuste a la ecuación de Michaelis-Menten. 
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7. DISCUSIÓN. 

La insensibilización a la Glc6P producida por el PLP estudiada en este trabajo puede 

ser el resultado de la modificación de una bina localizada en o cerca del sitio alostérico, 

impidiendo de esta manera la unión del activador por un efecto estérico, o bien de una lisina 

que esté involucrada en la transición alostérica provocada por la unión de Glc6P a la 

enzima. En el último caso, la protección ejercida por Glc6P puede explicarse si la lisina está 

expuesta en la enzima libre y total o parcialmente escondida después de que se lleve a cabo 

la transición alostérica. En los dos modelos propuestos para la regulación alostérica de la 

isoforma tipo C4 de PEPC, el modelo de asociación•disociación oligomérica [Podestá & 

Andreu, 1989, Willeford y col,, 1990] y el modelo concertado [Jawali, 1990b], el mismo 

equilibrio se afecta por ligandos homotrópicos y heterotrópicos, de manera que la transición 

alostérica causada por la unión del sustrato debería afectar la reactividad de esta lisina en 

forma similar a la transición alostérica causada por la unión de ClIc61), en el caso de que este 

residuo estuviera involucrado en la transición alostérica más que en la unión de Glc6P. 

Nuestra evidencia experimental muestra que este no es el caso, pues la saturación del sitio 

activo no sólo no protege frente a la insensibilización, sino que notablemente aumenta el 

grado de insensibilización y, viceversa, la saturación del sitio alostérico protege frente a la 

insensibilización e incrementa la inactivación. Estos resultados sugieren que la unión del 

sustrato al sitio activo "abre" el sitio alostérico y que la unión de Glc6P al sitio alostérico 

"abre" el sitio activo, de total acuerdo con el principio termodinámico de unión, el cual 

establece que los efectos de unión heterotrópicos están relacionados con los efectos de 

unión homotrópicos [Wyman, 1964]. En total consistencia con esto, la protección ejercida 

por Glc6P contra insensibilización requiere o se aumenta por la saturación del sitio activo, 

como se muestra en la Tabla III. 

Se ha propuesto que PEP en su forma libre actúa como activador uniéndose al sitio 

alostérico de GIc6P [Jenkins y col., 1986., Rodríguez-Sotres & Muñoz-Clares, 1990]; sin 

embargo, como se muestra en la Tabla III, PEP protege la inactivación pero no la 

insensibilización , lo cual indica que PEP no se une al sitio alostérico de Glc6P. 

Los cosolutos orgánicos PEO y glicerol aumentan la insensibilización y al mismo 

tiempo favorecen la protección contra insensibilización dada por 01c6P. Estos dos 

resultados sugieren que el sitio alostérico es más accesible al PLP y al activador en 

presencia de los cosolutos, lo cual está de acuerdo con el efecto de PEO y glicerol sobre la 

afinidad de PEPC por Cilc6P; ambos cosolutos disminuyen la Ka para este activador 

[Castellanos-Martínez, A., Mújica-nmenez, C. & Muiloz-Clares, R.A., datos no 

publicados]. El efecto de los cosolutos orgánicos sobre la cinética de la PEPC se ha 
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explicado [Podestá & Andreo, 1989, Wedding y col., 1990, Wedding y col., 19941 a través 

del modelo de asociación disociación oligomérica (sección 2.2.3.) y de la teoría del 

"volumen de exclusión" [Ciekko & Timasheff, 1981], de acuerdo con la cual, la repulsión 

entre la PEPC y tales cosolutos provoca el confinamiento de la enzima en una pequeña 

fracción del volumen total, favoreciendo la forma tetrainérica activa de la PEPC. Sin 

embargo, es importante hacer notar que el efecto de glicerol y Pa; sobre la unión de ("kW 

y la reactividad de la lisina del sitio alostérico se determinó usando una preparación de 

enzima muy concentrada y tetramérica, mientras que el efecto de los cosolutos sobre la Ka 

se determinó en estudios cinéticos de velocidad inicial, en los que se utiliza enzima muy 

diluida [Castellanos-Martínez, A., Májica-Jimenez, C. & Muñoz-Clares, R.A., datos no 

publicados]. Por lo tanto, pensamos que los efectos observados en este trabajo no se deben a 

la conocida capacidad de los cosolutos de desplazar el equilibrio dimero-tetrániero hacia la 

forma tetramérica [Podestá & Andreo, 1989], sino a que provocan, además, cambios 

confonnacionales que no involucran asociación de subunidades. 

37 



8. CONCLUSIONES. 

En base a los resultados obtenidos, las principales conclusiones de este trabajo son: 

1) 1.a modificación con PLP de la enzima PEPC de hoja de maíz causa su 

insensibilización a activación por (:ile6P. Dada la correlación entre el número de moléculas 

de PLP incorporadas a la enzima y dado el orden de reacción para el PLP, se concluye que 

la modificación de un residuo de lisina por monómero de la enzima es la responsable de la 

insensibilización a Glc6P de la enzima PEPC de hoja de maíz. 

2) El efecto competitivo de Glc6P con respecto al PLP, junto con el efecto opuesto 

que tiene sobre la inactivación sugiere que la lisina modificada se localiza en o cerca del 

sitio de unión para 01c6P. 

3) La enzima insensible a Glc6P también es insensible a otros activadores que tienen 

un grupo ibsfato en su estructura. Ello, unido a la protección que dichos activadores 

presentan frente a la insensibilización por PLP, permite concluir que este grupo de 

activadores se une al sitio activador alostérico de Glc6P. 

4) La modificación química de la lisina ha permitido detectar estados 

conformacionales de la enzima, provocados por la unión de diversos ligandos o por la 

presencia de cosolutos orgánicos en el medio en que se encuentra la enzima. 
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9. PERSPECTIVAS. 

En este trabajo se ha dado un primer paso para el estudio de la correlación de la 

estructura Noción del sitio alostérico para 01c6P de la enzima PEPC de hoja de maíz al 

detectar la presencia de un residuo de lisina en este sitio alostérico. 
Como punto importante resta el localizar dicha lisina en la estructura primaria de la 

enzima. Ello permitirá la construcción de enzimas mutadas en dicha posición y así 

confirmar o no la participación directa de este residuo de aminoácido en la unión de Cdc61) 

a su sitio alostérico 

Por otra parte, dado que PLP inactiva e insensibiliza a la enzima por modificación de 

dos residuos de lisina diferentes y que tanto la actividad como la sensibilidad residuales tras 

alcanzarse el equilibrio de la reacción de modificación son dependientes de la presencia y 

concentración de diferentes ligandos de la enzima, este modelo experimental nos permitirá 
determinar las constantes de disociación de ligandos del sitio activo y del sitio alostérico 

activador de Gle6P bajo diferentes condiciones, así como evaluar las interacciones entre 

estos dos sitios y entre ellos y otros sitios alostéricos (por ejemplo los sitios para malato y 

para glicina). En definitiva, nos permitirá profundizar en el conocimiento del mecanismo de 

la regulación alostérica de esta importante enzima. 

Finalmente, el disponer de una enzima modificada insensible a Glc6P permitirá 
explorar de manera directa la posible activación de la enzima por PEP libre. De la misma 

manera permitirá determinar el mecanismo cinético de la enzima, sin la complicación del 
posible efecto activador del sustrato, ya que los patrones cinéticos obtenidos con la enzima 

nativa son bastante complejos y difíciles de interpretar. 
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