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l. RESUMEN. 

La enzima fosfocnolpiruvato carboxilasa (PEPC) cataliza la P-carboxilación del 

fosfoenolpiruvato en presencia de l\1g2
º y bicarbonato para formar oxaloacctato y fosfato 

inorgánico. Esta cnzin1a es regulada alostérican1cntc por varios mctabolitos entre ellos la 

D-glucosa-6-fosfato. el !.-malato y la glicina. Además. se ha demostrado que el 

fosfoenolpiruvato es también un activador de la enzima (Rodrígucz-Sotres y l\1uñoz

Clarcs. 1990) y la evidencia sugiere que posiblemente se une al sitio para la glucosa-6-

fosfato (López-Vakntin. 1997) 

Por otr¡i parte. numerosos análogos del fosf ... >t.."nolpiruvatu han dcn1ostrado tener acti-.·idad 

frente a la PEPC, resultando gran parte dc ellos inhibidon:s de la cnz.in1a n1Ít.::ntras que 

unos cuantos han dcrnostrado ser activadores .. \ primera vista parcciL""ra que los 

inhibidorcs se caracterizan por posccr tres cargas rH:g.ativas y los activadorc!:> un1can-1cntc 

dos. 

En este trabajo se utilizaron dos análogos estructurales del fosfocnolpiru._.·ato qu::.: difcrian 

en el número de cargas negativas; estos cornpucstos son el .:H:ido 2-fosf<..Jnonictil bcnzóico 

(con tres cargas negativas) y el 2-fosfonon1etil bcnzoato de n1ctilo (con dos cargas 

negativas). Esta diferencia de carga neta fue .suficiente para que. en ensayos cinéticos. el 

ácido (al que llamaremos oFAB) se comportara como un inhibidor mixto de la enzima y el 

éster (al que llamaremos oF~IB) se comportara como un activador tipo K. Sin embargo. 

ensayos de protección frente a la modificación química con 5' -fosfato de piridoxal 

mostraron que, tanto en ausencia como en presencia de 1igandos, oFi\.B provocaba una 

desprotección del sitio activo y no ofrecía protección del sitio alostérico, lo cual parece 

indicar que dicho compuesto no se une ni al sitio activo ni al sitio alostCrico o se une con 

una geometría tal que no ofrece protección_ El oF~1B tampoco ofrecía protección de 

ninguno de los sitios en ausencia de ligandos, mas en presencia de fosfoglicolato·l\1g sí fue 

capaz de proteger al sitio alostéríco 



2. INTRODUCCIÓN. 

Las plantas han sido clasificadas según su metabolismo en plantas e,, c. o CAM. 

Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC, E.C. 4. 1. 1.3 1) es la enzima que cataliza la fijación 

inicial de C02 en estos dos últimos tipos de metabolismo. Para comprender mejor su papel 

y su importancia es necesario explicar primero el funcionamiento del metabolismo C 3 y un 

fenómeno colateral, el proceso llamado fotorrespiración. 

2.1. Metabolismo l'S. fotorrespiración y mecanismos 

concentradores de C02. 

2.1.1. Fotosíntesis. 

La fotosíntesis consiste esencialmente de dos fases. las llamadas fase luminosa y fase 

oscura. Durante la fase luminosa la energía en forma de fotones es transforntada en el 

potencial químico (ATP y NADPH) que se requiere para llevar a cabo las reacciones .de la 

fase oscura. Durante la fase oscura ocurre la síntesis de azúcares gracias a la fijación de 

C02 atmosférico. Las reacciones iniciales de esta Ultima fase reciben en conjunto el 

nombre de ciclo de Calvin 

2.1.2. El ciclo de Calvin y su regulación. 

La enzima ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) es una enzima 

cloroplástica que catalíza la carboxílacíón de la ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP) con CO,, en 

el primer paso del ciclo de Calvin (esquema l ). 
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Esquema l. El mecanismo de la reacción de carboXJla.ción cat.alizada por la Rubisco (tomado de: 

Lchningcr eral .• l 993a). 

En esta reacción de carboxilación se producen dos moléculas de 3-fosfoglicerato 

(molécula de 3 carbonos, de ahí el nombre de metabolismo C 3). 

El ciclo de Calvin puede dividirse en tres etapas: la carboxilación, la producción de 

gliceraldehído-3-fosfato y la regeneración del aceptar RuBP (esquema 2). 
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1 carboxilación 1 1 
3CO 
,~6PGA 

3RuBP 
3ADP-v 

3ATP __./{ 

3Ru5P 1 regeneraciónj 

' .. -

6ATP 1 reducción 1 

~ 6ADP 

6BisPGA 

\---6NADPH 

6Pi_.¡--. 6NADP+ 

6G3P --...__ 

5G3P{ 
1G3P - 1DHAP 

Esquema 2 El c-.i.clo de Calv1n 

RuBP, ribulosa-1,5-bifosfato; PGA. 3-fosfoghccrato; BisPGA. 1.3-bifosfogliccrato; G3P. gliccraldclúdo-3-

:fosfato; DHAP. dihidroxiacetona fosf"ato: Ru5P. ribulosa-5-fosfato (adaptado de l\.1acdonald y Buchanan. 

1990). 

El gliceraldehldo-3-f'osfato se utiliza entonces para Ja formación de glucosa-6-fosfato a 

través de la gluconeogénesis (Jensen, 1990; Macdonald y Buchanan, 1990). 

2.1.2.1. Regulación de la Rubisco. 

2.1.2.1.1. Activación por CO,, !Hgº" y pH. 

Durante la iluminación del cloroplasto se genera un transporte de protones desde el 

estroma hacia la luz del tilakoide lo que provoca un aumento del pH en el primero; para 
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compensar esta pérdida de cargas hay un transporte de iones Mg2
• en sentido opuesto. 

Como es de esperarse, la Rubisco es una enzima regulable y aprovecha los cambios en su 

medio para modificar su actividad. 

La Rubisco para ser cataliticamente competente debe pasar a un estado activado: 

E (inacllva)-+ ACO, <-• E·"CO, (inacllva); [paso lento} 

E·"'C02 + Mg,_ <-• E·"CO,·r-1g2
• (activa); [paso rápido] 

Estos dos pasos son reacciones no-cnzjrnáticas~ el primero se ve favorecido por un pH 

alcalino y consiste en la formación de un carbamilo (E-NH-COO") con un residuo de lisina 

del sitio activo Nótese que el "COi que participa en la activación nu t!S el C02 que 

participa en la reacción de carboxilación El segundo paso es la formación de un complejo 

con Mg2
- y esta forma final de la enzima es la capaz de un.ir RuBP para la catálisis. Resulta 

entonces evidente el porqué un pH alcalino. el C02 y el r-1g2
" son activadores de la 

enzima. 

2.1.2.1.2. Regulación por la Rubisco nctivasa. 

A bajas concentraciones de C0 2 la RuBP se puede unir también a la forma no activada de 

la enzima, impidiendo así su activación. La Rubisco activasa cataliza el paso de activación 

de la Rubisco 

Este proceso requiere de A TP, si bien el mecanismo de la activación está aún en discusión, 

ya que algunos autores proponen que esta enzima pudiera ser una nueva chaperona 

(Sánchez-de-Jiménez et al., 1995) mientras que otros no están de acuerdo con esta 

hipótesis (Eckardt y Partís, 1997) 
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2.1.2.1.3. Regulación por cnrboxinrabinitol-1-fosfato. 

El carboxiarabinitol-1-fosfato (CAlP) es un inhibidor de la Rubisco. Su concentración es 

dependiente de la intensidad de la luz recibida por la hoja; de noche su concentración es 

inclusive mayor a la concentración de sitios activos de la Rubisco y durante este periodo la 

actividad de ésta es el lOo/o de la actividad que se observa durante el día. La luz lleva a la 

degradación del CAlP y en condiciones de iluminación continua este inhibidor se vuelve 

prácticamente indctcctable 

Es necesario señalar que este mecanismo de regulación y el anterior no necesariamente se 

encuentran en todas las plantas ni operan conjuntamente. 

2.1.2.2. Regulación de otras enzimas del ciclo de Calvin. 

La luz puede regular la actividad de otras enzimas del ciclo de Calvin como son la 

seudoheptulosa-1. 7-bifosfato. la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y la ribulosa-5-

fosfato cínasa, las cuales participan en la fase de regeneración de la RuBP a partir del 

gliceraldehído-3-fosfato. Esta regulación es llevada a cabo mediante la 

oxidación/reducción de sus grupos sulfhidrilo mediante el proceso ilustrado en la figura 1. 

En este mecanismo . cuando el fotosistema 1 se encuentra iluminado se generan 

equivalentes reductores, los cuales son transferidos a la fcrrcdoxina; ésta a su vez es capaz 

de reducir a la tiorrcdoxina. la cual es la responsable de reducir a las enzimas mencionadas 

y llevarlas de su forma inactiva (·S-S-) a su forma activa (-SH HS-). 

6 



h~ 
Ferredoxlna-ox Ferredoxlna-red 

~ftlon-edox!na 
reductasa 

Tlorredoxlno-red T1orredoxina-ox 

~ 
E-Inactiva (-S-S-) E-acllva (-SH HS-) 

Figura l. Mecanismo de acción de la ferredox.ina-tiorredoxina (adaptado de Lchninger el al .. l 993b). 

2.1.3. Fotorrespiración. 

Aún cuando Rubisco acepta C02 en la reacción de carboxilación, puede aceptar 0 2 en su 

lugar y funcionar entonces como oxigenasa (esquema 3). Este proceso junto con las 

reacciones subsecuentes es llamado fotorrespiración. El primer paso de la 

fotorrespiración consiste en la producción de 3-fosfoglicerato y 2-íosfoglicolato. 
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H-C-OH H20 
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· 
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\ 
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Esquema 3. Reacción de oxigenasa catalizada por la Rubisco (lOmado de Lchninger et al .. 1993c). 

El 2-fosfoglicolato es un metabolito tóxico para las plantas, por lo que es necesario 

metabolizarlo mediante el llamado ciclo e, (esquema 4). 
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Esquema 4. El ciclo Cz (adaptado de Lchn1ngcr et al .. l 993d). 
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En el ciclo C 2 por cada cuatro carbonos (dos moléculas de fosfoglicolato) metaboliz.ados, 

un carbono es liberado con10 C01 y los tres restantes son regresados al ciclo de Calvin 

Resulta entonces evidente que la presencia de 02 lleva. debido a la fotorrcspiraciOn, a la 

pérdida del carbono fijado. 

Puesto que la fotorrespiración libera C02 durante la fijación del mismo, existe una 

concentración atmosférica de C02 a la cual la liberación y la fijación son iguales. Esta 

concentración de C02 es llamada punto de compensación de C02 y normalmente es de 40 

a 60 µl de C0 2 • r' en las plantas e, Siendo que la liberación de CO, requiere la presencia 

de O,, el punto de compensación depende de la concentración de este gas; así, en hojas de 

plantas C 3 y a 2~--ó de 0 2, el punto de con1pcnsación es casi de cero y aumenta en forma 

lineal al aumentar fa concentración de 0 2 Ya que la energía necesaria para la fijación de 

C02 proviene de la captación de energía lun1inosa, existe un umbral de ilun1inación en el 

cual el balance entre el CO, fijado y el C02 respirado a través de los procesos normales de 

respiración y de la fotorrespiración es igual a cero y por debajo del cual la planta ya no 

puede sostener su mctabolisn10 autótrofo La intensidad de luz en este umbral es llamado 

punto de compcnsaciUn de luz Por arriba de éste el punto de cornpcnsación de CO~ no 

cambia con la intensidad de la luz. Igualmente. la fotorrcspiración varía en función de la 

concentración de C02. A concentraciones elevadas de C02 y a bajas intensidades de luz la 

incorporación de 02 es inhibida. La respuesta puede resultar más compleja cuando se 

consideran otros factores corno la tcrnpcrtaura y la humedad. pero en cualquier caso. altas 

concentraciones de C02 inhiben la incorporación de 0 2 al competir por el sitio activo de la 

Rubisco. 

En las hojas C3, la relación fotorrespiración/fotosintesis aumenta al incrementarse la 

temperatura. Esto se debe por una parte a la cinctica de la Rubisco, pues al aumentar la 

temperatura disminuye la afinidad de la enzima por el C02 y se favorece la reacción de 

oxigenación; además, la solubilidad relativa del C02 y del 0 2 cambia con la temperatura. 

Como es de esperarse, el punto de compensación de CO, en plantas C 3 aumenta con la 

temperatura (Canvin, 1990) 
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Para evitar el efecto del oxigeno en la fotosíntesis las plantas C, y CAM han desarrollado 

elaborados mecanismos bioquímicos y anatómicos que les permiten aumentar la 

concentración de C02 en la proximidad de la Rubisco, minimizando así su actividad de 

oxigenasa. ?l.ficroalgas y cianobacterias han adoptado un método más directo, utilizando 

un transporte intenso de HCO; y C02 que les permite alcanzar asi un resultado similar 

(Lucas, 1983). 

2.1.4. El metabolismo e,. 

En las plantas e_. la fotosíntesis es casi insensible a la concentración de 0 2 y su 

incorporación no varia con la concentración de C02 dentro de un rango muy amplio de 

concentraciones de estos gases. En estas plantas el punto de compensación de C02 es 

menor a 5 µl CO:i · r' Esto sugiere que la actividad de oxigcnasa y la fotorrcspiración 

están muy reducidas o están ausentes en estas plantas. La temperatura tatnpoco afecta al 

punto de compensación de C02, lo que sin duda se refleja en una distribución 

predominante de las plantas C, en regiones con climas cálidos y soleados. El maiz, el 

sorgo y la caña de azúcar son plantas e, y su importancia económica sin duda explica el 

interés de la comunidad científica por el estudio de este metabolismo. 

Las hojas de las plantas c. poseen una estructura anatómica que las diferencia de las 

plantas C 3 ; en las plantas e, las células del mesófilo se encuentran distribuidas sin una 

organización clara en el tejido de la hoja siendo el principal sitio de fijación de C02 . En 

cambio, en las hojas de las plantas C, las células del mesófilo se encuentran rodeando a las 

células de la vaina vascular. formando una estructura a la que se ha llamado anatomía 

Kranz (del alemán, que significa "corona"; figura 2). 
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Cutlcula y 
epldennla 

-Estomas 

Vaina vascular 

Figura::?. Anatomía de las hojas de las plantas C 1 ,... C,. (tomado de Sm1th y \\.'oo<l. t99:?a). 

Las células del mcsófilo no poseen las cnzi1nas del ciclo de Calvin. pcru la actividad de la 

PEPC es muy elevada, por lo que fijan activamente C02 en forma de oxaloacctato. el cual 

es rápidamente reducido a malato o transarninado a aspan.ato. Esta forma de carbono se 

transporta a las células de la vaina vascular en donde es decarboxilado para generar C02 y 

un compuesto de 3 carbonos. Las células de la vaina vascular si poseen las enzin1as del 

ciclo de Calvin y el CO, liberado es entonces fijado por la Rubisco como en una planta 

C 3 • El compuesto de 3 carbonos producto de la descarboxilación es regresado a las células 

del mesófilo en donde se regenera el PEP que se requiere para cn1pcz..'l.r un nuevo ciclo 

(figura 3). 
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Plruvato ------< 
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Alanlna 
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Malato 
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Pfruvato 

OxaJoac:etato 

l Aspartato 

PEP T 
~OxaJoac:etato 

co, 

Figura J. Los subgn.Jpos de plantas C 4 (lomado de Smith y Wood. l 99:?b). 

El resultado neto de este poceso es un transporte de CO, a las células de la vaina vascular. 

Como las velocidades de carboxilación del PEP y la subsecuente descarboxilación 

proceden a velocidades mayores que la velocidad con la que opera la Rubisco, la 

concentración de C02 en los cloroplastos de las células de la vaina vascular es nlucho 

mayor que la concentración del CO, atmosférico. De esta manera. Ja actividad de 

oxigenasa de la Rubisco y la fotorrespiración se reducen notablemente. 

Existen igualmente plantas con un metabolismo intermedio entre C 3 y C 4 , plantas C 4 que 

no poseen la anatomía de Kran= .. plantas acuáticas que tienen hojas C 3 o C 4 dependiendo 

de si se encuentran sumergidas o no (Nelson y Langdale. 1994) y plantas que poseen en 

diferentes hoja tipos de fotosíntesis llamados perfil fotorrespiratorio alto y perfil 

fotorrespiratorio bajo {Spencer et al., 1996); sin embargo. una discusión detallada de estas 

adaptaciones metabólicas va n1ás allá de nuestro interés presente. 
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2.1.5. El metabolismo CAM. 

Hemos visto como las plantas c. separan en el espacio la fijación del C02 y su 

incorporación en forma de 3-fosfbglicerato. En las plantas CAM la separación. en lugar de 

ser en el espacio. ocurre t!n el tiempo~ las enzimas involucradas se encuentran dentro de 

una misma cClula. pero sus actividades se expresan de manera distinta a lo largo del día. 

El metabolismo CAJ\1 debe su nombre a la familia de plantas llamada Crassulac<!ce en 

donde fue decrito por primera vez (CAl'-1 del ingks ''Crassulacean Acid l\.ktabolism" que 

puede traducirse como ''l\1etabolismo Acido de las Crasuláceas""). Las plantas CA!\.1 

generalmente crecen en lugares áridos y este metabolismo se concibe con frecuencia como 

una adaptación al estrés hidrico Sin crnbargo. esto no explica porqué ciertas plantas 

acuáticas (género Isoetc!s) son C.A.~1 Esta y otras observaciones nos hacen pensar que el 

metab0Jisn10 CAJ\..1 no es una rncra adaptación a la sequía. sino más bien a condiciones de 

escasez de C02 (Ting. 1985). 

En la mayoría de las plantas C.r\.!\f se obscn.•a Jo siguiente: durante la noche. cuando la 

temperatura y la evaporación de agua es baja. los estomas se encuentran abiertos y 

permiten el libre intercambio de gases. En este mismo periodo. la actividad de PEPC es 

mayor debido a que se encuentra fosforilada (cf 2 7.) y el C02 es fijado activamente El 

oxaJoacctato es transformado a malato y este se almacena en vacuolas. en donde 

permanece hasta que llegue el dia Al aparecer la primera luz del dia. la fijación de C02 la 

llevan a cabo conjuntamente la PEPC y la Rubisco; mas al aumentar temperatura e 

intensidad de luz. los estomas se cierran para evitar Ja perdida excesiva de agua. Es 

entonces cuando el malato es movilizado desde las vacuolas y Ja actividad de PEPC se ve 

muy disminuida debido a que la enzima es dcsfosforilada y se encuentra en presencia de su 

inhibidor (cf. 2. 7.). Una rápida descarbmulación del malato crea una concentración elevada 

de C02. el cual es utilizado por Ja Rubisco en la misma f"orrna que en las plantas C 3 . 

Desaf"onunadamente. el único periodo de ganancia neta de carbono es el momento en que 

tanto la PEPC como la Rubisco se encuentran activas. ya que el C02 para ser atrapado en 

forma de malato requirió de la respiración de glucosa proveniente de la degradación del 
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almidón que se acumula durante el día. Esta es una de las razones por las cuales las plantas 

CAM crecen lentamente. 

2.2. La anhidrasa carbónica en las plantas C 4 , CAM y C 3 • 

La anhidrasa carbónica (AC; E.C. 4.2. l. l) es una metalo-enzima (Zn) que cataliza la 

reacción 

El HCO,- requerido por la PEPC proviene del C02 atmosférico y Badger y Price 

consideran a la AC como la primera enzima del metabolismo c.. Se estima que la 

velocidad de fotosíntesis en plantas c. con AC es lo• veces superior a la que ocurre en su 

ausencia. La concentración de C02 que ocurre en las células de la vaina vascular sólo 

puede lograrse al existir una barrera fisica que evita su difusión y por el hecho de que 

únicamente las células del mesófilo posean AC. Existen pocos estudios sobre la AC en 

plantas CAM, pero se puede especular que la requieren en el mismo modo que las plantas 

e,. En las plantas e, se ha propuesto que la AC facilita la difusión del C02 en el estroma 

de los cloroplastos (Badger y Price, 1994). 
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2.3. Características generales de la PEPC. 

La PEPC es una enzima citoplásmica que se encuentra en todas las plantas. así como en 

algunas bacterias, cianobacterias y algas verdes (Chollct et al .• 1996). La reacción que 

cataliza se muestra en el esquema 5. 

y-PO:sJ

c~=c-Col· • 

FOSFOENOLPIRUVATO 

TI 
·0 2C - CH, - C- C02 · 

OXALOACETATO 

tl.Gº = -7 kcal · mol·' 

Esqucrn.a S. Rcacclón cat.ali::r ..... --ida por la PEPC (el valor de 6.Gº es el reporudo por O'Leary, 1982). 

En esta reacción el fosfocnolpiruvato (PEP) es carboxilado en la posición P en presencia 

de un catión divalcnte y bicarbonato para formar oxaloacetato y fosfato inorganico. 

Esta enzjma fue descrita por primera vez en 1953 (Bandursk.i y Greincr. 1953) y es la 

única carbox.ilasa no-dependiente de biotina que utiliza bicarbonato como sustrato 

(Knowlcs. 1989). La afinidad de la PEPC por el complejo PEP·Mg es mayor que la 

afinidad por PEP o por Mg2
", por lo que se considera al complejo el sustrato verdadero de 

la enzima (Rodriguez-Sotres y Muñoz-Clares. 1990; López-Valentin. 1997). Aunque se 

propone que el Mg2
º es el ión utilizado in vivo para la catálisis (O'Leary. 1982), la PEPC 

puede usar otros cationes divalcntcs para su reacción (N'guyen et al., 1988) entre ellos el 

Mn'º. 

La PEPC rccombinante de un termófilo extremo. 11zermus sp., ya ha sido purificada 

(Nakamura et al.. 1996) y recientemente la enzima fue aislada de una arquebacteria. 

Methanothermus sociabilis (Sako et al., 1996). Los termófilos (Forterre, 1996) y más aún 

las arquebacterias (Gupta y Golding, 1996) pertenecen a ramas evolutivas que se 

originaron en los albores mismos de la vida, lo que nos dice que la PEPC es realmente una 

enzima ancestral. 

16 



2.4. Papeles no-fotosintéticos de la PEPC. 

Además de su participación en los metabolismos c. y C/Vv1, la PEPC tiene otras funciones 

en las plantas. 

La PEPC se encuentra en tejidos no f'otosintéticos de plantas c. (O'Leary, 1982), en 

diforentes tejidos de plantas C 3 (Am5.ncio et al., 1993; Vanee et al., 1994) y en semillas 

(Leblová et al., 1991, Osuna et al., 1996) en donde fünciona como una enzima 

anaplerótica produciendo oxaloacetato. un intermediario del ciclo de Krcbs 

Esta función anaplerótica es de especial relevancia en la asimilación de nitrógeno en las 

plantas C 3 • ya que se ha observado que la actividad de la PEPC aumenta cuando la planta 

requiere de esqueletos carbonados para la asimilación de nitrógeno (Schuller et al .. 1990; 

Podesta y Plaxton. J 994a; Podesta y Plaxton. l 994b; Diaz et al .. 1995; Diaz et al., 1996). 

Una planta C 3 con amonio como única fuente de nitrógeno responde con un aumento de la 

actividad de la PEPC (Schuller et al .. 1990; Diaz et al., 1995; Diaz et al .. 1996) y ademas, 

la inhibición de la asimilación de nitrógeno inhibe este aumento (Díaz et al .. 1995~ Diaz et 

al., 1996). Durante la fijación simbiótica de nitrógeno en leguminosas se requieren 

igualmente esqueletos carbonados c. provenientes de la actividad de la PEPC (Deroche y 
Carrayol, 1988; Vanee et al., 1994), estos ácidos c. pueden ademas ser utilizados 

directamente por los bacteroides como füente de energia (Deroche y Carrayol, 1988). 

Debemos recordar que los metabolismos del nitrógeno y el carbono cstan íntimamente 

ligados (figura 4) y en esta interrelación la PEPC juega un papel importante (Huppe y 

Turpin, 1994; Champigny, 1995) 
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co2 Fotosintato = 
~--oilopo.-.-.-.-.-.-.-.-..,,,..-.-.-.-.---.~¡....-.-.-.-.-.-.c•é--lu·1·a--y·o--g•e•t•a•I-.. 

i5 
gluco•a 

1 
rosroenolplruvato 

\PEPC\ 

MalOh 

et 2 o:icalo•c•t•to r - -= 1Ma1Dhl 
1 N2 ........... malato malato . 
• 
1 

l ~· ---..,----
NH, 

1 ---- . 

"' .. 
glutamlna purlnas 9 
aspartato ,_ •xport11cl6n 

l AAT(I a-<:etoglutanto 

oxaloacetato 

(2) glutamato 

1~ 
glutamlna 

plástldo 

Figura 4. Esquema de la interrelación entre los metabolismos del N y el C (adaptado de Vanee et al .. 

1994). PEPC: fosfocnolpiruvato carboxilas.a~ ?\.1.alDh: malato dcshidrogcnasa; GS: gluta1nina sintcta.s.a~ 

AS: aspargína sintct..-isa~ AAT: aspan.ato aminotransfcrasa; GOGAT: NADH-glut.amato sintas.a 

Dos de los ácidos c. producto de la actividad de la PEPC son el L-malato y el L-aspartato 

(que en adelante llamaremos simplemente malato y aspartato) El malato participa en el 

transporte de equivalentes reductores desde la mitocondria o el cloroplasto hacia el 

citoplasma o el pcroxisoma respectivamente. Contribuye al mantenimiento del balance de 

cargas en la célula y fluidos de la planta, aumentando su concentración al existir un exceso 

de cationes y degradimdose al haber un exceso de aniones (Derochc y Carrayol 1988; 

Kurdjian y Gucrn, 1989, l'-1artinoia y Rcntsch, 1994) En las cdulas estomatalcs este ácido 

participa no sólo como osmolito (Outlaw, 1990, l'-1artinoia y Rentsch, 1994) sino que 

mantiene el balance de cargas y pH (Du et al., 1997) Se propone igualmente que tiene 

una función regulando el pH celular ya que su síntesis genera iones H. y su degradación 

iones Off (Kurdjian y Gucm, 1989; Martinoia y Rentsch, 1994). El aspartato es 

transformado a asparagina, la cual es la principal amida transportada de la raiz a los tallos 

(Dcroche y Carrayol, 1988). 

Para aumentar la bio·disponibilidad del fósforo en el sucio, algunas plantas secretan un 

exudado rico en ácidos orgánicos, entre los cuales se encuentra el malato (Martinoia y 
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Rentsch, 1994) lo que requiere de un aumento de actividad de la PEPC (Johnson et al., 

1996). 

Una función adicional de la PEPC es el reciclar una parte significativa del C02 proveniente 

de la respiración en los nódulos de leguminosas (Dcroche y Carrayol 1988) y de las 

espigas de cereales e, (Bort et al., 1996). 

Finalmente, los metabolismos e, y CA!'.l. que dependen de la participación de la PEPC en 

el proceso de fijación de C02 fotosintético. permiten a las plantas tener un uso más 

eficiente del agua (:'1.lartinoia y Rentsch. 1994) y evadir la fotorrespiración. 

2.5. Características moleculares de la PEPC. 

La PEPC se ha purificado de numerosas fuentes (para más referencias véase O'Leary, 

1982 y Chollet et al .. 1996); 111 vivo la PEPC tiene un peso molecular de aproximadamente 

400 kDa (Uedan y Sugiyama, 1976; O'Leary, 1982; Andreo et al .. 1987; Lcpiniec et al., 

1994; Chollet et al, 1996) La enzima purificada de maiz muestra una sola banda en gel de 

SOS con un peso aproxin1ado de l 00 kDa, lo que indica que se trata de un homotctr3.mero 

(Uedan y Sugiyama. 1976, O'Leary, 1982). Inclusive la enzima de Afethanothermus 

sociabilis es un tetrámero (Sako et al., 1996). aunque en esta arquebaeteria la subunidad 

tiene una masa molecular de 68 kDa Se ha demostrado ampliamente, mediante 

inmunologia y secucnciación de la proteína y de sus genes. que existe una gran hon'lología 

entre las PEPC de plantas superiores pero que existen notables diferencias entre la enzima 

de plantas y la enzima proveniente de procariotes (Lepiniec et al., 1994). Especialmente. 

la PEPC bacteriana carece de una secuencia del extremo amino-terminal cuya importancia 

aclararemos más adelante. 

Recientemente, se han caracterizado en el alga C, Se/enastrum minutum 4 isoformas de la 

PEPC (Rivoa\ et al., 1996) en donde la subunidad catalítica se une a péptidos 

inmunológicamcntc no-relacionados. lo que le confiere a estas variantes características 

fisicoquimicas y cinéticas distintas a las del homotetrámero; el significado fisiológico de 

este fenómeno se desconoce aún_ 
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La PEPC no ha podido ser cristalizada lo cual ha sido un obstáculo para identificar a los 

aminoácidos importantes para su función. Por lo pronto, algunos estudios han logrado 

identificar en la enzima de maiz a la lisina 606 como esencial para la catálisis (Jiao et al., 

1990) y en Flavcria trinervia a las argininas 450 y 767 como esenciales para la actividad 

catalítica y a la lisina 829 como esencial para la unión del PEP y el l\.1g" (Gao y Woo, 

1996). Estos autores proponen además que la lisina 600 de la misma planta podria 

participar en la unión del bicarbonato (Gao y Woo, 1995). 

2.6. Mecanismo de reacción de la PEPC. 

El mecanismo de reacción de la PEPC que se acepta en la actualidad es el mostrado en el 

esquema 6. 

HC03 

co, 

PEP 

o 
1 

H 2c=c-coo· 

l 
PIRUVATO 

carboxifosfato 

o 
11 

o 
1 

H 2c=c-coo· 
enolato 

·o c-c-c-coo· 
2 H, 

HPO¿· 

OXALOACETATO 

Esquema 6. Mccanistno de reacción de la PEPC (lomado de Chollct et al .• 1996). 

El primer paso quimico es la transferencia del fosfato para fonnar carboxifosfato y el 

enolato del piruvato, el cual es estabilizado por el ión metálico. Se propone que una base 

de la enzima desprotona el carboxifosfato para formar fosfato inorgánico y enzima-C02 . 

Un cambio confonnacional de la enzima aproxima el C02 al carbono 3 del enolato, los 
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cuales reaccionan para fonnar el oxaloacetato. Finalmente. el fosfato inorgánico y el 

oxaloacetato son liberados al medio. 

La PEPC puede, siguiendo una variante del mecanismo, catalizar la hidrólisis del PEP a 

piruvato y fosfato inorgánico Aunque en presencia de !l.1g,. y a pl!=8.0 esta reacción sólo 

representa el 3~/º del total de la actividad, el uso de algun otro ión divalcntc aumenta este 

porcentaje, por lo que se propone que el ión metalico es esencial para estabilizar el enolato 

y favorecer la reacción de carboxilación (Ausenhus y O'Lcary, 1992) 

2.7. Características cinéticas de la PEPC. 

La PEPC es una enzima que posee varios sitios alostéricos. presenta cooperatividad 

positiva para la unión del sustrato PEP·r-.1g y es regulada conjuntamente por el pH. por 

metabolitos activadores e inhibidores y por fosforilación. 

2.7.1. Regulación por pll. 

Los cambios moderados de pH tienen un efecto muy notable sobre Ja PEPC de maíz; el pH 

para su actividad óptima esta entre 7. 5 y 8. 5 (Lepiniec et al.. 1994 ). presenta 

cooperatividad a pH=7 o 7.5 y a pH=8 ésta desaparece mientras que su velocidad máxima 

aumenta al igual que su afinidad por el sustrato (Vedan y Sugiyama, J 976; Stiborová y 

Leblová, 1985; Bandarian et al .. 1992; Duff et al .. 1995). 

2.7.2. Regulación por rnetabolitos. 

2. 7 .2.1. l\tetabolitos nctivadores. 

La D-glucosa-6-fosfato es un activador de la PEPC de maíz así como de Crassula (una 

planta CAM) y de trigo (una planta C 3 ) (\Vedding et al .• 1989); sus efectos son disminuir 

la Km para el sustrato con un aumento ligero de la V~· y perdida de la cooperatividad 

(Uedan y Sugiyama. 1976; Stiborová y Leblová. 1985; Bandarian et al .• 1992; Duff et al., 
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J 995). La activación tiene un mínin10 a pl-1=7 .5 y aumenta al disminuir o aumentar el pH 

entre 7 y 9 (Stiborová y Leblová. 1985; \Vcdding .,tal .. 1989). 

La glicina es igualmente un activador de la PEPC de maiz (Uedan y Sugiyama, 1976; 

Stiborová y Leblova. 1985. 13andarian et al .. 1992) pero no de la enzima de Crassula 

(Bandarian et al .. 199:?:)_ La glicina disn1inuyc la K"' para el sustrato. aun1cnta Ja V ....... y 

provoca la pérdida de: la coopcratividad. aunque ~us cft.:ctos sobre las cunst<.intcs cinéticas 

son modestos cornparados con los dt.: la glucosa-6-fosfatu La glicina se une a un sitio 

alostérico distinto de la gJucosa-6-fosfbto y cuando an1bas cst<.ln pn.:sentcs sus efectos son 

aditivos (Stiborov.á y Lcblova. 1985; Bandarian et al.. 1992). La activación por glicina es 

dependiente de pH y disminuye al aumentar este ultimo de 7 a 9 (Stiborová y Leblová. 

1985) 

Existe evidencia imponantc dc que.: el sustrato PEP puede unirse a la PEPC a un sitio 

distinto del sitio activo. al parecer al sitio para la glucosa-6-fosfato (Podestá et al .• 1986). 

El PEP se comporta como un activador de la PEPC de hoja de n1aiz a travCs de un sitio al 

cual se ha propuesto qu<.: no se une i\.1g~· si bien no existen evidencias suficientes para 

concluir algo definitivo (Rodrigucz-Sotrcs y l\1uñoz-Clarcs. 1990; Lópcz- ·valcntin. 1997). 

2. 7.2.2. :'\1ctabolitos inhil>idores. 

El malato y el aspartato son dos inhibidores de la PEPC, siendo el malato el más 

importante desde el punto de vista fisiológico. 

El malato a bajas concentraciones es un inhibidor competitivo. mientras que a altas 

concentraciones se vuelve un inhibidor mixto (Donkin et al., 1982; Duff et al., 1995). En 

casi todas las isoenzimas de la PEPC reportadas el efecto del malato es aumentar la Km 

para el PEP·Mg afectando o no a la V~. segun las condiciones del experimento (pH. 

concentración de sustrato e inhibidor). Para la PEPC de casi todas las especies la 

inhibición por malato es menor a pH alcalino que a pH cercano a 7 (Huber y Edwards, 

1975; Hill y Brown, 1978; Schuller et al .. 1990; Tarczynski y Outlaw. 1993; Law y 

Plaxton, 1995) y también es menor a concentraciones saturantes de sustrato debido a la 
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predominancia del componente competitivo en la cinética de inhibición que la enzima 

presenta frente a este compuesto (Huber y Edwards, 1975 ). 

Se propone que in vivo el pH. pero sobre todo el malato y la glucosa-6-fosfato. participan 

en \a regulación de la PEPC ya que los efectos de estos últimos no sólo son antagónicos, 

sino que la presencia de uno de ellos provoca la inscnsibiliz.ación de la enzima hacia la 

acción del otro (Donkin et al.. 1982; Tarczynski y Outlaw. 1993) 

Rccicntcn1entc. se ha descrito que algunos flavonoidcs se con1portan como inhibidorcs 

competitivos de la PEPC (Pairaba et al.. 1996; Colombo et u!.. 1996). La estructura 

básica de los flavonoides se n1ucstra en el esquema 7. Aunque su relevancia fisiológica aún 

no ha sido claran1cnte determinada. resulta importante señalar que estos compuestos 

tienen unos valores de K, del orden de O O 1 n!\.1. lo que los conviene en los inhibido res de 

la PEPC más potentes reportados hasta la fecha 

c~x:J.'.Ci 
o 

Es.querna 7. Estructura bás1ca de los flavonoides. 

2.7.3. Regulación por fosforilación 

La fosforilación es de crucial importancia en la regulación de la PEPC, pues la enzima 

fosforilada aumenta su actividad y modifica su sensibilidad hacia sus reguladoreoc 

alostéricos. aumentando de manera importante su K¡ para malato y disrrtinuyendo su K. 

para glucosa-6-fosfato a pH fisiológico (Duff et al .. 1995). Resulta evidente que esta 

forma de regulación es esencial para la fijación de C0 2 en las plantas C. y CA1'1. ya que de 

no ser fosforilada la PEPC seria inhibida por un metabolito que se acumula a causa de su 

actividad (el malato). 

La PEPC es fosforilada en una serina del extremo amino-terminal que corresponde a la 

posición 8 en la enzima de sorgo (Jiao et al., 1991) y a la posición 15 en la enzima de maíz 

(Jiao y Chollet, 1990). Se ha observado en la enzima de sorgo que el reemplazo de la 

serina 8 por un aspartato (una carga negativa) reproduce parcialmente los efectos de la 

fosforilación (Wang et al .. 1992; Duff et al., 1995). 
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En las plantas CAM ha sido demostrado que un ritmo circadiano controla la síntesis de la 

proteín-cinasa responsable de la fosforilación nocturna de la PEPC (Carter et al., 1991) 

mediante la regulación de la expresión de su ARN mensajero traducible (Hartv.rell et al., 

1996). 

En las plantas c. la luz provoca la fosforilación de la PEPC y la investigación sobre este 

proceso se ha encauzado en los últimos años hacia la dilucidación de la(s) cascada(s) de 

señales que la median. Los eventos bioquímicos responsables han sido caracterizados 

parcialmente en Digitalia sanguina/is (Giglioli-Guivarc'h et al., 1996). Además se ha 

demostrado recientemente que en una planta C 3 • Nicotiana tabacurn L . ocurren 

fenómenos parecidos (Hartwell et al .. 1996; Li et al., 1996) aunque no idénticos a los de 

las plantas c. (Li et al., 1996). 

Resulta interesante mencionar que además de la PEPC de hojas de una planta C 3 (Duff y 

Chollet, 1995), la enzima de nódulos (Zhang et al .. 1995). de semillas (Osuna et al., 1996) 

y de células estomaticas (Du et al., 1997) también es regulada in vivo por f"osforilación. 
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2.7.4. Otros posibles tipos de regulnción. 

2.7.4.1. Estndo de ngregnción. 

El estado de agregación de la PEPC de diferentes plantas. entre ellas la de maíz, depende 

de su concentración, así como del pH y de la presencia de ligandos y cosolutos. Aún 

cuando los investigadores del tema no consideran relevante este tipo de regulación in vivo 

(ver Lepiniec et al., 1994 y Chollet et al .• 1996). los posibles cambios en el estado de 

agregación no pueden menospreciarse al trabajar con la enzima purificada. 

La PEPC de maíz puede disociarse de forma reversible a dimeros y hasta monómeros a 

bajas concentraciones de proteína (McNaughton et al.. 1989; \Vu et al.. 1990) y la 

presencia de glicerol estabiliza a la enzima en su forma tetramérica (Podestá y Andreo. 

1989). En maíz, el PEP en ausencia o presencia de magnesio y bicarbonato favorece la 

f'onnación del tetrámero. mientras que el malato no sólo estabiliza la enzima en su forma 

dimérica, sino que puede también inducir su formación (\Vu et al .• 1990). 

La fuerza iónica (\Vagner .:tal .• 1987) y algunos iones tienen también un efecto sobre el 

estado de agregación de la PEPC. según se trate de iones que estructuran el agua 

(kosmotrópicos) o que la desordenan (caotrópicos; Jensen et al .• 1995). Finalmente, un 

estudio de mutagénesis dirigida de la enzima de Escheríchia coli muestra que el cambio de 

la arginina 438 por una cisteina afecta la estabilidad de la enzima. haciéndola más propensa 

a disociarse a dímeros (lzui et al., 1995). 
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2. 7 .4.2 Presencia. de cosolutos. 

Se ha observado que en presencia de glicerol, polietilcnglico\ o metano\ la PEPC tiene una 

mayor actividad (Uedan y Sugiyama, 1976; Podesta y Andreo, 1989; Schu\\er et al.. 1990; 

Law y Plaxton, 1995; Podesta et al., 1995). Se ha asumido que este efecto activador se 

debe a que la presencia de cosolutos favorece la formación del estado tctramérico de la 

enzima (Podesta y Andreo, 1989). Sin embargo, recientemente se demostró que el glicerol 

tiene efectos sobre la PEPC que SC" encuentra exclusivamente en su furn1a tctramCrica 

(Tovar-Méndez et al., 1997), lo que sugi..:rc entonces que dichos efectos pueden deberse a 

alguna alteración de la conforn1ación tridimcnsional de la cnz.irn:i y no necesariamente a las 

alteraciones del estado de agregación 

2.8. Estrategias para el estudio de la PEPC. 

Es evidente que existen nutncrosas estrategias que se pueden seguir para estudiar a una 

enzima .. en este caso la PEPC Por razones de extensión sólo n"lencionarcmos las tres que 

se utilizaron en el presente estudio 

2.8.1. Estudios cinéticos. 

Mediante diferentes tipos de experimentos. que incluyen los llamados patrones de 

velocidad inicial, los llamados patrones de inhibición por productos y los patrones de 

inhibición por análogos de los sustratos y/o productos, es posible determinar cual es la 

secuencia requerida de eventos de unión de ligandos a la enzima para que pueda llevarse a 

cabo la catálisis (Scgel, 1975) Esta secuencia de eventos es un reflejo de \as 

características de la enzima y de los requerimientos químicos del proceso catalitico. 

consccucntcmcntc. basados en estas observaciones es posible derivar conclusiones 

imponantes acerca de la enzima y el proceso catalítico en si (Segel, 1975). 

Adicionalmente, mediante la influencia de parámetros ambientales tales como el pH y la 

temperatura es posible identificar posibles grupos químicos relevantes al proceso de 
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catálisis y/o a los procesos de unión de la enzima a sus ligandos (Segcl, 1975). Otros 

estudios que se utilizan son los estudios de efectos isotópicos, los cuales facilitan la 

identificación del paso limitante de la catalisis (Cook, 1991) 

2.8.2. J.\'lodificación quín1ica. 

2.8.2.1. Generalidades de la modificación química. 

Si una enzima es modificada por la conversión de un residuo de aminoácido particular a 

una forma distinta y esta modificación trae como consecuencia una pérdida de la actividad 

enzimática. entonces es posible que el aminoücido en cuestión sea parte del sitio activo de 

la enzima. Sin embargo, también es posible que la pérdida de actividad se deba a un 

cambio en la estructura terciaria y/o cuaternaria provocado por la n1odificación dc un 

residuo de an1inoácido aún cuando nu se encuentre en d sitio activo L;:is dos situaciones 

pueden distinguirse intentando llevar a cabo la mis1na 1nodifí.caclün en presencia de 

sustrato. al fijarse Cstc debe proteger tanto su sitio dt: unión con10 \os residuos ali.:daí\os a1 

mismo. Una protección similar debería darse en presencia de concentraciones altas de 

inhibidorcs reversibles que se unen al sit\o activo. esto cs. la mayoría de los inhibidorcs 

competitivos con dicho sustrato. /\.sí, si una enzima pierde su actividad cu:i.ndo uno de los 

residuos es modificado por algún tratan1it.:nto quin1.ico en ausencia de sustr:J.to o inhibi.dor 

competitivo (esquema 8), pero conserva su actividad en presencia de concentraciones 

saturantes de sustrato o de inhibidor competitivo (esquema 9). entonces el residuo de 

aminoácido se encuentra n1uy probablemente en el sitio activo de la cnzin1a. Nótese que la 

presencia del sustrato protege no sólo a los residuos que unen al sustrato sino también a 

los residuos cercanos, incluyendo a aquellos involucrados directa o indirectamente en la 

catálisis 
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R tratamiento 

1 
enzima activa enzima inactiva 

Esqucrna. 8. Un residuo de aminoácido (R) del sitio activo es modificado quim.icamcntc (R') con lo que la 

enzima pierde su actividad. 

R +S 

1 
enzima activa 

~ 
R tratamiento 

~ 
R diálisis .. 

1 
comple)o 

enzima-sustrato 

1 
comple)o 

enzima-sustrato 

R 

1 
enzima activa 

Esquema 9. En presencia de sustrato (5) o de un análogo del sustrato el residuo de an11noac1do (R) no es 

modificado por el trat.anucnto 

Está claro que esta técnica puede aplicarse de la misma n1anera para identificar residuos de 

aminoácido que formen parte del sitio alostérico de una cnz_ima, su modificación se 

traduce en una pérdida de la sensibilidad hacia el ligando correspondiente (aunque corno 

en el caso anterior, es posible que el aminoácido no forme pane del sitio alostérico, sino 

que intervenga en el cambio conformacional asociado a la transición alostérica). 

Los estudios de modificación enzirncitica han revelado la presencia de residuos de histidina. 

cisteína. serina. mctionina. tirosina. ácido aspártico. <leido glutárnico. lisina y triptofano en 

los sitios activos de las enzimas. 

La modificación química, sin embargo, no proporciona respuestas definitivas en cuanto al 

papel de cieno residuo en el sitio activo (o alostérico) de la enzima. Para comprender 

mejor su función es necesario determinar su posición en la estructura primaria de la enzima 

y modificar entonces ese aminoácido mediante mutagCnesis dirigida Finalmente. los 

estudios de cristalografia de rayos X o resonancia magnética nuclear nos nlostrarán la 

esuuctura tridimensional del sitio activo. Combinando estos resultados con los estudios 
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cinéticos y quinúcos será entonces posible conocer detalladamente el mecanismo de 

catálisis de la PEPC o de cualquier otra enzima. 

2.8.2.2. El 5'-fosfoto de piridoxal. 

Son numerosos los reactivos que pueden utilizarse para modificar selectivamente residuos 

de aminoácido. entre los cuales podemos mencionar al iodoacetato (un agente alquilante 

de cisteinas), la N-etilmaleimida (una agente alquilante de cisteínas), anhídrido acético (un 

agente acetilante de grupos anuno). el t1uorodinitrobenceno (un agente alquilante de 

grupos amino), la S-metiltiourea (un agente guanidinizante de grupos amino), el 

fenilglioxal (una agente alquilantc de argininas), las carbodiimidas (modificadores de 

grupos carbox.ilo), la 1,2-ciclohexanodiona (un modificador de argininas) y el 5'-íosfato de 

piridoxal (PLP). 

El PLP es un derivado de la vitanúna Bo (llamada tambien piridoxal, piridoxina o 

piridoxamina) y su estructura se muestra en el esquema 10. 

0..::::- .,...H 
H C 

2·QPO-C~OH 3 ~ 

1 -
1¡J• CH 3 

H 

PLP 

Esquema 10. Estn.Jctura del PLP. 

El PLP es una coenzima importante en el metabolismo de aminoácidos e interviene en las 

reacciones de anúnotransíerasas. decarboxilasas y racemasas. Reacciona con grupos 

a.núno, íormando una base de Sclüff, esto es un enlace intina (-HC=N-; esquema 11). 
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1 
-c-

1. 

--- 'o,PoH,Cti¿ 
r;i CH 3 

H 

Esquetna 11. Fonnas r-esonante~ de una base de Schiff con PLP. 

De la misma manera el PLP puede reaccionar con el grupo amino de los residuos de lisina 

de la PEPC. en donde se ha visto que modifica al sitio activo (Podestá el al.. 1986) y al 

sitio alostérico para glucosa-6-fosfato (Tovar-Méndcz c1 al .• 1997) de la enzima. lo que se 

traduce en una inactivación o inscnsibilización a glucosa-6-fosfato. Adctnás. ésta 

modificación es reversible si se lleva a cabo en la oscuridad (Podestú el al . 1986; Tovar-

Méndez el al .• 1997). 

Podes.tú y col. ( 1986) observaron que tanto el PEP (30 n1M) y el malato ( 1 O ml\.1) son 

capaces de proteger a la enzima de la inactivación por PLP 0.7 nl.M a pl-l' 7.0 (ohtenicndo 

67º/o y 70o/o de la actividad original. contra 45 ~/o de la enzima incubada unicatncntc con 

PLP) y que la protección es aún mayor en presencia de PEI' y l'v1g0
• (30 ml'v1 y 10 n1l\.1 

respectivamente; 95 º/o de la actividad original); observan adcn1ás una recuperación de la 

actividad cuando la enzima parcialmente modificada se incuba en presencia de PEP·Mg. 

lo que sugiere que ambos ligandos compiten por el sitio activo. Finaln1cntc. no observan 

ningún efecto en presencia de HCO,-, Mg2 • o glucosa-6-fosfato. 

Tovar-Méndcz y col. ( 1997) por su parte observan una inactivación e insensibiliz.ación a 

glucosa-6-fosfato en presencia de PLP 1. 19 mM a pH 7 .3. pero en presencia de 

fosfoglicolato y Mg2
• ( 1 5 mM y 25 mM respectivamente) sólo observan la 

inscnsibilización; además. la enzima n1odificada por PLP ya no es activablc por g.lucosa-

6-fosfato_ Finalmente, muestran que, en ausencia de ligandos. la glucosa-6-fosfato ( l O 

mM) no evita ni la inactivación ni la insensibilización de la PEPC. mientras que PEP·Mg 
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(4 mM) protege de Ja inactivación. pero aumenta la insensibilización y cuando PEP·Mg y 

glucosa-6-fosfato están an1bos presentes hay Wla protección total de ambos sitios. 

La modificación química puede utilizarse de mancrn distinta. esto es. si se conoce un 

reactivo que modifique W1 sitio dado (en nuestro caso el PLP). uno puede determinar si 

un determinado ligando se une o no a dicho sitio. Si el compuesto se une de manera 

reversible a la enzima. entonces es incluso posible calcular la constante de unión del 

compuesto a su sitio n1ediante esta misn1a metodología. 

2.8.3. Uso de análogos del PEP. 

La estructura del PEP se muestra en el esquema 12. 

Esquema l 2. Estn.acrura del fosfoenotpin.avato. 

Los análogos de un sustrato son herramientas muy útiles para el estudio del mecanismo 

de acción enzimática. Su uso puede proporcionar datos sobre Ja naturaleza quirnica de los 

residuos involucrados en la unión del sustrato, así corno sobre Ja topografía del sitio 

activo. Igualmente se pueden determinar los grupos fWtcionales y las características del 

sustrato relevantes para Ja Wlión o Ja catálisis. En la tabla I se muestran algWtos 

inhibidores que se han utilizado para el estudio de Ja PEPC. 
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Tabla l. Algunos análogos del PEP y sus constantes de inhibición (adaptada de Gonzálcz 

y Andreo. 1989). 

Nombre K1(µM) Fórmula 

ácido 1-hidroxiciclopropano 7 H, 
PO,_ 

I 3 

carboxílico fosfato e o 
I ' / H 2C-C-CO", 

fosfocnol-3-bromopiruvato 7 Br...._ ,.,0-P0
3

7
. 

c=c 
/ ' H co; 

Z-metil-fosfoenolpiruvato 17 H 3 C, /O-P0 3
2

" 

c=c 
/ ' H co; 

3,3-dicloro-2-dihidroxi- 80 H, 

fosfinoil-metil-2-propcnoato 
c1, ,,..C-P0

3
2

. 

c=c 
CI/ ' co; 

L-fosfolactato 100 O-PO 2
· 

1 3 

H C-C-CO. 
> H 2 

E-metil-fosfocnolpiruvato 110 H _,o-Po,2· 
' c=c 
/ ' H,C co

2
· 

fosfoglicolato 200 O-PO,_ 
1 3 

H2c-co; 

fosfocnolpiruvato fosfonato 400 H2 
H 

' 
,.,C-P03

2
" 

c=c 
/ ' H C02 -

dimetil-fosfocnolpiruvato 380 H, 
H 3C, C-PO z. 

/ 3 
c=c 

/ .... 
H 3 C C02-
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Tabla 1 (continuación}. Algunos análogos del PEP y sus constantes de inhibición 

(adaptada de González y Andreo. 1989). 

E-3-cianofosfoenolpiruvato 1360 H 
' 

O-PO,. 
/ 3 

c=c 
/ ' N=C co; 

fosf"ocnoltiopiruvato 2000 H ,,...S-P0
3

2
. 

' c=c 
/ ' H co,-

fosf'onoacctato 2000 PO,. 
1 3 

H,c-co, 

fosfomalato 2600 O-PO>· 
1 3 

·o c-c-c-co · 
2 H2 H 2 

fosfonopropionato 10000 H C-PO,. 
2 1 3 

H,c-co2 · 
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Esta lista de inhibidores de la PEPC es bastante amplia y, sin embargo, algunos de los 

análogos que se han encontrado nctúan como activadorcs de la enzima. Se han reportado 

compuestos como el 2,4-dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato (Jcnkins et al., 1986), el 

sulfoenolpiruvato (Peliska y O'Lcary. 1989). el fcnilfosfoto (Rodrígucz-Sotrcs y Muñoz

Clares, 1990) y Ja fosfornicina (Catellanos-Martincz et al., 1997). cuyas estructuras se 

muestran en el esquema 13. 

2.4-dihidroxifosfinoilmetil-2-propenoato 

o 

0-o-W.-o 
f o 

feniffosfato 

o-so -
/ 3 

H C=C 
2 ' co

2
· 

sulfoenofpiruvato 

H~H 

H
3
C _.. 0.,;~-0 

o 
fosfomicina 

Esquema 13. Estructura de algWlos activadorcs de Ja PEPC. 

Si uno compara las estn.icturas entre inhibidores y activadores. a primera vista pareciera 

que el número de cargas negativas presentes en la molécula es el elemento que detern1ina 

su actividad frente a la PEPC. siendo los inhibidores trianiones y Jos activadorcs 

dianiones. 

En lo que concierne a los grupos fi.mcionales relevantes de los análogos. desde hace ya 

más de una década se menciona la importancia de los grupos carboxilo y fosfato para la 

unión del PEP al sitio activo (O'Leary, 1982; Andreo et al .• 1987; González y Andrco, 

1989). Sin embargo, un estudio que intentó determinar alguna relación entre estructura y 

actividad de diferentes análogos no arrojó conclusiones claras (Mancera et al .• 1995 ). 

La presencia de enlaces dobles conjugados en el PEP nos invita a usar como sus análogos 

estructurales a compuestos fenólicos (esquema 14). 
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fenilfosfato 

Esquema 14. Estructuras del PEP y el fenilfosfato. 

Sin embargo. los análogos que poseen un grupo fosfato son susceptibles de ser 

hidrolizados; para tener entonces un análogo estructural que permanezca intacto durante 

el transcurso de la catálisis se utilizan compuestos con un grupo fosfono (-CH 2-PO/"). 

En este estudio se utilizaron los con1puestos mostrados en el esquema l S. 

Esquema t 5. Estn.icturas de dos análogos estructurales del PEP. 

oFMB: 2-fosfonometil benzoato de metilo. 

oFAB: ácido 2-fosfonomctil bcnzóico. 

Como se puede observar. los dos análogos difieren solamente en poseer o carecer de la 

carga negativa de un único grupo carboxilo. 
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3. HIPÓTESIS. 

Análogos estructurales del PEP idénticos entre sí excepto por la presencia o ausencia de 

un único grupo carboxilo presentarán actividades distintas sobre la PEPC c. de hoja de 

maíz, lo que será reflejo tanto de las propiedades cinéticas de esta enzima como de la 

selectividad de los sitios activo y actívador para glucosa-6-fosfato de la enz-ima por dichos 

análogos. 

4. OBJETIVOS. 

• Estudiar el efecto de dos compuestos sintéticos (oThffi y oFAB) sobre la actividad de 

la PEPC. 

Determinar si Cstos actúan como inhibidores o activadores de la enzima~ caracterizando 

la respuesta cinética de la PEPC frente a ellos. 

Detenninar las constantes de unión de estos compuestos al sitio activo y al sitio 

alostérico activador para glucosa-6-fosfato. 
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S. MATERIALES Y MÉTODOS. 

5.1 .l\la terinles. 

Todos los reactivos fueron de grado analítico La trietanolamina (TEA), el HC03 (sal de 

sodio). el KOH, el K 2 HPO •• el KH2PO •. el acido acético glacial y el HCI fueron de J.T. 

Baker. La albúmina de suero bovino (BSA) fue de GIBCO. La glicina. el acido fosfórico y 

el ácido perclórico fueron de Mallinckrodt. El llEPES (ácido N-[2-hidroxietil) piperazina

N'-[2-etanosulfónico]). el DTT (DL-ditiotreitol) y el Pl\1SF (fcnilmctilsulfonil t1uoruro) 

fueron de Research Organics Jnc. La resina DEAE Sephadcx y la resina Sefarosa Q de 

flujo rápido fueron Phannacia Fint: Chcn1icals El EDTA (ácido 

ctilcndiaminotetra:.icctico). el KCI. el l\1g0. el etanol y el glicerol fueron de l\1erck La 

enzin1a málico dcshidrugcnasa (dt: cora:.:ün de bovino -rnitocondrial). el NA .. _Dl-I (13-

nicotinamida adcnina dinuclcótido. reducido), el PEP (s¡il de.: tnonocicloht:xilan1onio), la D

glucosa-6-fosfato (sal monosódica). el L-(- )-ácido málico (sal disódica). el 5'-fosfato de 

piridoxal, la urca, la bcnzanüd1na y el azul de Coon1assic G fueron de Sigrna Chcn1ical Co. 

La 8-hidroxiquinoh:in:.i (8-llQ) fut: di! .·'1.ldrich 

Los análogos oFtl.·1B y oFAB fueron sintetizados por lvette Arellano Camacho (Arellano

Camacho, 1997) en el laboratorio del Dr Bias Flores Pérez. laboratorio 201 del 

Departamento de Química Organica de la Facultad de Química y su identidad fue 

comprobada por estudios de espectroscopia infrarroja y de resonancia magnética nuclear 

de protones. 

5.2. l\létodos. 

5.2. l. Purificación de la PEPC. 

Se crecieron plantas de maíz (Zea mays L., cv. Chalqueño) en un invernadero con 

iluminación natural a una temperatura de entre 20 y 30 ºC. Las plantas se mantuvieron en 
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oscuridad total durante por Jo menos 12 horas previas a la extracción, para la cual se 

empicaron hojas de plantas de 6 a 8 semanas de edad totalmente extendidas y despojadas 

de la nervadura central .. A partir de este n1on1cnto todos los pasos se realizaron a 4 ºC 

salvo otra indicación. Aún en oscuridad el tejido se homogeneizó en amortiguador de 

extracciónt en una proporción de 3 a 1 (amortiguador/peso de tejido). El homogcnado se 

filtró a través de 4 capas de gasa y el filtrado se ccntri.fugó a 40,000 n:volucioncs · min" 1 

durante 30 minutos. 

El sobrenadante se aplicó a una colun1na de 50 1nJ de DE.A.E Scphaccl previamente 

equilibrada con el amortiguador .A. Después de lavar exhaustivamente, la c0Jun1na se cJuyó 

con un gradiente lineal de KH,PO.JK,HPO. de 25 a 500 m:\-1 de 250 mi 

Las fracciones con actividad de PEPC se juntaron y se aplicaron a una columna de 20 mi 

de Sef'arosa Q de flujo rápido prcvjamentc equilibrada con el amortiguador B. La columna 

se eluyó con un gradiente lineal d.., Kl !,PO,/K,HPO, de 25 a 500 ml\.1 de 100 n1J 

Las fracciones con actividad de PEPC se concentraron por centrifugación en un Centricon 

100 (Amicon) hasta 1 mi y éste se aplicó a una columna Supcrdex 200 adaptada a un 

equipo de HPLC y prcviament" equilibrada con d amortiguador C Se eluyó la columna 

con un flujo de 0.5 ml/min del mismo amortiguador 

Las fracciones con actividad de PEPC se juntaron, se llcvaron a 40~{, (v/v) de glicerol y se 

consen.·aron en alícuotas a -70 ºC hasta su uso. En estas condiciones la actividad resultó 

estable por varios meses 

La I,o para malato de Ja preparación final de cnzin1a determinada scgUn \Vang y col. 

(1992) .fue de 0.23 ± 0.02, Jo que indica que tenemos csencialmentl.! una enzima no 

.fosf"orilada y no truncada. 

El análisis mediante clcctro.foresis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

reveló que Ja enzima era al menos 90% pura según el criterio de tinción con azul de 

Coomassie G. 

1 Para una descripción de Jos amon.iguadorcs y disoluciones empicados referirse al apéndice. 
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5.2.2. Determinación de las constantes de estabilidad de los complejos con 

Mgh de ligandos. 

La 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) y el ión Mg" forman un complejo que presenta un máximo 

de absorbencia a 360 nm. Aprovechando esta propiedad podemos calcular las constantes 

de estabilidad de los complejos con Mg" de los compuestos oFMB y oFAB. Para esto se 

preparan dos cubetas de la siguiente manera: 

Blancos: 

8-HQ 0.5 mM en TEA·HCI 25 mM, pH=7.3 

Sin y con ligando a por lo menos tres concentraciones (por ejemplo 10, 20 y 30 mM) 

KCI c.b.p. I=O. 15 M 

Agua c.b.p 1000 µI 

Muestra: 

8-HQ 0.5 mM en TEA·HCI 25 mM 

MgCI, 15 mM 

Ligando a la misma concentración que el blanco respectivo. 

KCI c.b.p. I=O. 15 mM 

agua c.b.p. 1000 µI 

Se prepara de la misma manera una cubeta con una concentración de MgCJ, 50 mM de la 

siguiente manera: 

8-HQ 0.5 mM en TEA·HCI 25 mM, pH=7.3 

MgCl2 50mM 

Agua c.b.p 1000 µI 

1 es la fuerza iónica, la cual se calcula mediante la ecuación 

1 r1 -1 = 2 2:1.lZif . Ci], 

en donde Z; es la carga de la especie iónica y e, su concentración molar. Para el cálculo de 

la distribución iónica de las moléculas del tampón se emplea la ecuación de Hendersson

Hasselbach. 
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Se calibra a la absorbencia igual a cero con el blanco. Se mide la absorbencia de la cubeta 

SO mM para calcular el coeficiente de extinción molar del complejo 8-HQ·Mg al pH de 

trabajo. Se mide seguidamente la absorbencia de la muestra l S mM de Mg,.. Se coloca 

nuevamente el blanco en el espectro. se agregan poco a poco volúmenes definidos de la 

muestra a l S ml\.1 y se va registrando la absorbencia r<!sultante después de cada adición. 

Este procedimiento se repite con las 3 conccntracion(!s de ligando. Los datos así obtenidos 

se ajustan a la ecuación 

[M ,. ] A A L · K. ·A 
g =-+ + 

total E K 0 -l/Q,·E-S,·A K 0 -HQ,·E+S1 ·A·(K.-K0 ) 

utilizando Ja absorbencia como las abscisas y [J\1g"]..,,., corno las ordenadas y en donde 

HQ, es la concentración total de 8-HQ en mM. L. es la concentración total de ligando en 

mM. Ko es la constante de estabilidad global del complejo 8-HQ·J\1g en m.'1.1" 1
• S, es un 

coeficiente que vale l en este caso, E es el coeficiente de extinción molar del complejo 8-

HQ·Mg en ml\.1" 1
• A la absorbencia de la solución y K. es la constante de estabilidad 

aparente del complejo ligando·Mg en m:-1· 1
• que es el dato que se desea calcular 

Con los datos de K. asi obtenidos se hace un regrafico de 1 fK. vs. la concentración del 

ligando total. La interpolación a concentración de ligando igual a cero nos proporciona el 

valor de la constante de estabilidad global del complejo ligando·J\1g al pH de trabajo 

(O'Sullivan y Smithers, 1979). 

Las determinaciones de las constantes de estabilidad se deben realizar para cada pH al que 

se vaya a trabajar, pero podernos inferir que no cometemos un error significativo al utilizar 

la constante calculada a pH=7.3 para hacer los cálculos para pH=8.3 siendo que el estado 

de ionización de los compuestos empleados en este estudio es esencialmente el mismo en 

dicho rango de pH. 
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5.2.3. Determinación de las concentraciones al equilibrio de las especies y 

complejos con l\fg" presentes en el medio de reacción. 

El cálculo de las concentraciones al equilibrio de las especies y complejos se hizo con un 

programa desarrollado por el Dr. Rogelio Rodríguez Sotres, laboratorio 115, conjunto E 

de la Facultad de Química, siguiendo un sistema de ecuaciones autoconsistente descrito 

por Storer y Cornish-Bowden ( 1976). Con este programa se obtienen las cantidades 

totales de cada reactivo que se tienen que añadir para tener una concentración dada del 

complejo PEP·Mg. Las constantes de estabilidad globales que se utilizaron para los 

cálculos fueron las siguientes: 

complejo PEP·Mg· 1.800. 10·• m1'1" 1 

complejo PEPH 2
• 2.240. 10·3 mJ\.1" 1 

complejo CO,Mg 2.340. 10º 1 mM 1 

complejo HC0 3Mg . 7.430. 10·• mM2 

complejo HCo,· .259. JO"' mM· 1 

complejo NADH.."1.1g" 1 000. 10· 1 m1'1" 1 

complejo EDT AJ\.1g'° 3.980. JO°' m1'1" 1 

complejo EDT AH'· 2.190. 1 o"' nu"l.1" 1 

complejo EDT AHMg· 3.980. 10·9 mM2 

complejo G6PMg 5.000. 10-2 m1'1" 1 

complejo glicinaMg 2.188 10· 1 mM 1 

5.2.4. Determinación de proteína por el método de Bradford. 

El método de Bradford ( 1976) utiliza el colorante azul de Coomassie G el cual se une a las 

proteinas presentando un máximo de absorbencia entre 595 y 690 nm. La concentración 

de la disolución de albúmina de suero bovino (BSA) se calcula sabiendo que una solución 

de 1 mg / m1 de BSA tiene una absorbencia de 1.48 a 280 nm. 

Una curva patrón de BSA y la muestra se prepararon de la siguiente manera: 
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Curva patrón: 

BSA Amortiguador C Urea 6 1\1 Agua Reactivo de 

Bradford 

0-20 µg en SO µl 50 µl 100 µl 500 µl 500 µl 

l\1uestra: 

PEPC Ure" 6 :\1 .A.gua Reactivo de 

Brndford 

x µl de PEPC +amortiguador C 100 µl 550 µl 500 µl 

c.b.p. SO µl 

Se incuba durante 20 minutos a temperatura ambiente después de agregar la urca~ se 

agrega el agua e inmcdiatan1cntc después de agregar el reactivo de Bradford se lee la 

absorbencia a 595 nm. 

5.2.5. Detern1inaciones de velocidades iniciales. 

Las mediciones cinéticas de velocidades iniciales se efectuaron en un cspectrofotómetro 

Beck.man DU640 equipado con un controlador de temperatura con recirculación de agua, 

el cual se mantuvo a una temperatura constante de 30"' 0.5 ºC. Los ensayos se efectuaron 

en un voh:men total de 1 1nl en cubetas de pl:istico con un paso de luz de 1 cm. La 

producción de oxaloacetato catalizada por la PEPC se cuantificó mediante una reacción 

acoplada utilizando la enzima malato deshidrogenasa y midiendo la oxidación del NADH a 

340 nrn (E:3 40 = 6.22 rnM· 1 
- cm- 1

). La reacción que cataliza la enzima malato 

deshidrogenasa es 

oxaloacetato + NADH + H' ~ malato+ NAD'. 

Todos los experimentos se iniciaron con la adición de la PEPC y se realizaron a pH=7.3 o 

pH=S.3 según se indique. La desaparición de NADH se rnonitoreó durante 120 segundos 

corno máximo. Una cubeta contiene corno medio de reacción básico TEA·HCI 100 rn.i'VI 

pH=7.3 u 8.3, EDTA 1 nu'1 (concentración final), HCO," 10 rnM (concentración final), 

NADH 0.2 mM (concentración final), malato deshidrogcnasa 2 unidades internacionales y 
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las cantidades que se requieran de PEP, MgCb, malato, glucosa-6-íosfato. glicina. oFMB 

u oFAB. 

Las actividades de Ja PEPC se expresan como µmol de NADH transíormado · rnin·• · mg 

proteína·• y los datos presentados son el promedio de por lo menos duplicados de las 

determinaciones. 

5.2.6. Ensayos de protección frente a la modificación por PLP. 

Un volumen de la prepa:-ación final de PEPC se concentró por centriíugación a 4,000 rpm 

en un Centricon J 00 hasta llegar a un volumen menor o igual a 100 µl; se agregó 1 mi de 

amortiguador de desalado (TEA·HCl 200 rn!>.f pH=7 3, EDTA 2 mM) y se concentró 

nuevamente. Esta operación se repitió por lo menos dos veces para asegurarnos de que la 

concentración de glicerol remanente fuera despreciable(< 04%). 

El PLP es extremadamente sensible a la luz por lo que todos los pasos siguientes deben 

realizarse tomando las precauciones peninentes. 

La disolución de PLP se preparó justo antes de ser utilizada. Una pizca de PLP se disolvió 

en agua y de esta disolución se tomó una alícuota que se agregó a un volumen final 

conocido; a ésta dilución se le mide la absorbencia a 388 nm y con el coeficiente de 

e>."tinción molar 4900 M 1·cm·• (Blackburn y Schachman, 1976) se calculó la concentración 

de la disolución de PLP utilizando la siguiente fórmula: 

[PLP] = A,,..,_,. FD 
4.9 

en donde (PLP] es la concentración de PLP en ml\1 de la disolución. A."• ~"' es la 

absorbencia a 388 nm de la alícuota diluida y FD es el factor de dilución. 

Se tomaron volúmenes de la enzima concentrada y desalada y se les agregó el ligando 

correspondiente (ajustado con TEA a pH=7.3), MgC12 , oFAB u oF1\.1B y PLP a las 

concentraciones indicadas hasta tener un volumen final igual al doble del volumen de 

enzima empleado. Se incubó durante por lo menos una hora a temperatura ambiente. 

Transcurrida la incubación se tomaron alícuotas de 5 µ! a las cuales se les m.idió 

inmediatamente la actividad en 500 µ1 totales de un medio de reacción estándar sin y con 
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glucosa-6-fosfato 10 mM. El medio de reacción estándar contiene TEA·HCl 100 mM 

pH=7.3. EDTA 1 mM, PEP 2.5 mM (concentración final), MgCl2 5 mM (concentración 

final), HC03" 10 mM (concentración final}, NADH 0.2 mM (concentración final) y 

malato deshidrogenasa 2 unidades internacionales. La dilución de 1: 100 practicarnente 

detiene las reacciones de inactivación y de descnsibilización. La recuperación de la 

actividad y de la sensibilidad a glucosa-6-fosfato son despreciables en el tiempo que 

tomaron estos ensayos de actividad (Tovar-Méndez et al .• 1997) que en ningún caso fue 

mayor a 90 segundos. 

5.2.7. Procesamiento de datos. 

5.2.7.1. Datos cinéticos. 

Los datos cinéticos se ajustaron mediante una regresión no lineal a la ecuación de 

velocidad correspondiente utilizando el paquete de cómputo MicroCal Origin (ver. 3.01) 

y de este ajuste se obtuvieron las constantes cinéticas correspondientes, a saber: V mu y 

Km o Vm~. Sos y h. 

Las ecuaciones que se utilizaron para los ajustes fueron las siguientes: 

Michaelis-Mcntcn: 

Hill: 

V= 
Vmax·[PEP· Mg] 
Km+[PEP· Mg] 

v= Vmax·[PEP·Mg]• 
So,•+ [PEP· Mg]" 

Inhibición por exceso de sustrato en el modelo de Hill: 

v= Vmax-[PEP-Mg]' 

So.sh + [PEP· Mg]' + ([PEP·::g]'""") 
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En donde v es la velocidad inicial determinada experimentalmente, V max la velocidad 

máxima, Km la constante de Michaelis-Menten, So 5 la concentración de sustrato a la cual 

se tiene la mitad de la V max y h el número de Hill. 

Por otro lado, proponemos un mecanismo cinético para oFMB, el cual se muestra en el 

esquema 16. 

ES2 
kc.at 

ll aKs 

s 
Ks + "hkcat 

E + s ES 

+ + 
A A 

ll Ka ll aKa 

aKs Pkea• 
EA+ S EAS 

Esquema 16. Mecanisnio cinético propuesto par.1 la acción del oFMB. en donde E es PEPC. Ses PEP·Mg y 

A es el activador oFMB. 

La ecuación (4) es la ecuación de velocidad resultante del mecanismo cinético propuesto 

en el esquema 16 en condiciones de equilibrio rápido. 

Vmax·[PEPMg}·([PEPMgl + !. + P·(Al) 
V =~~~~-o-~~~~~~--"cr.}(s~,,,_....,...=-o~2~~a}("""-~a,,,_~~ 

Ks. (l +(Al)+ (PEPMg]. (l + [PEPMg] + [A] ) 
Ka aKs a.Ka 

(4) 
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Para oFAB proponemos el mecanismo que se muestra en el esquema 17. 

+M~ E 
Ks 

+ s ES 
+ + 

Km~ ftnKm 
IM r M 

1l Ki cxKs kc.,, 
EIM i+ EM + s ESM 

Esquema 17. Mecanismo cinético propuesto para Ja acción dcJ oFAB. en donde E es PEPC. Ses PEP. M 

es Mg' .. I es oF AB e IJl.i es el complejo oF AB · Mg. 

La ecuación (Sa) es Ja ecuación de velocidad resultante del mecanismo cinético propuesto 

en el esquema 17 en condiciones de equilibrio rápido cuando la concentración de PEP libre 

es constante. 

v = et.KsKntKo·(I + [Mg] + [Mg]·f_!]) +[PEPMg]· (1 +a.Km) 
Km Km· K.1 [Mg] 

Vmax · [PEPMg] 
(Sa) 

La ecuación (Sb) es Ja ecuación de velocidad resultante del mecanismo cinético propuesto 

en el esquema 17 en condiciones de equilibrio rápido cuando la concentración de magnesio 

libre es constante. 

v = Vmax · [PEPAig] 

ct.KsKmKo·(I+ [PEPJ)+[PEPMg]·(I+ a.K.s + a.Ks·[J]_) 
K.s [PEP] [PEP]·Ki 

(Sb) 
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Recordemos que en un mecanismo cinético de inhibición mixta en condiciones de 

equilibrio rápido (esquema 18) es más sencillo que el mecanismo anterior. 

Km kcat 
E + s ES E+ p 

+ + 
1 1 

1lKic 1lKiu 
El EIS 

Esquema t 8. Mecanismo cinético de una inhlbición mixta. en donde E es una enzima. S su sustrato e 1 es un 

inhibidor mixto. 

La ecuación (5c) es la ecuación de velocidad resultante del mecanismo del esquema 18 en 

condiciones de equilibrio rápido. 

Vmax 
I ·S 

( l + _K_i_u ) 
v=~~~~"'-'~,'--~~-

(1 +--_) 
Km·~fc-+S 

(l + Kiu) 

(5c) 

5.2.7.2. Datos de protección frente a la modoficación química. 

De los datos de protección frente a la modificación química se calcularon tanto la 

desprotección del sitio activo como la sensibilidad frente a glucosa-6-fosfato. 

La desprotección de sitio activo (D) se calculó según la ecuación 6, 

vo- y, 
D=--

va 
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en donde v 0 es la actividad determinada en ausencia de glucosa-6-fosfato para la· 

concentración de ligando igual a cero y v, es la actividad determinada en ausencia de 

glucosa-6-fosfato para la concentración de ligando i. 

La sensibilidad frente a glucosa-6-fosfato (S) se calculó utilizando la ecuación 7. 

V- Vo 
S=-

vo 
(7) 

en donde v es la actividad medida en presencia de glucosa-6-fosfato para un valor de 

ligando i y vo es la actividad medida en ausencia de glucosa-6-fosfato para el m.ismo valor 

de ligando i. 
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6. RESULTADOS. 

6.1. Constantes de estabilidad global de los complejos con magnesio de los 

análogos oFMB y oFAB. 

Se determinaron las constantes de estabilidad global de los complejos con magnesio de los 

análogos del PEP utilizados. Los resultados se muestran en las figuras 5 y 6 y el valor de 

la constante de estabilidad para cada compuesto se muestra en la tabla 2 
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Figura 5. Cálculo de la constante de estabilidad del complejo oFJl,,IB·Mg (cf 5.2.2.). En la gráfica 

principal se muestran las absorbencias resultantes en ausencia ( • ) y en presencia de oF?l.ffi 5 ~t ( e ). 
15 mM ( A ) y 30 m..."1 ( T ). El inscno es el rcgráfico de las constantes de estabilidad aparentes en 

función de la concentración de ligando. 
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Figura 6. Cálculo de la constante de cstablhd.ad del complejo oFAB·Mg (cf. S.2.2.). En la gráfica principal 

se muestran las absorbencias resultantes en ausencia (•)y en presencia de oFAB 2.5 m~1 ( • ). S mr-..1 ( 

A) y 10 m?\.f ( Y ). El inserto es el rcgráfico de las constantes de estabilidad aparentes en función de la 

concentración de ligando. 

Tabla 2. Constantes de estabilidad global {K...) de los compleJOS con ll13gncsio de los an..:ílogos oFMB y 

oFAB. 

Complejo K.. 

oFMB·Mg 1.120. 10º' mM""' 

oFAB·Mg· 4.270. 10º" mM"" 
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6.2. Velocidades iniciales. 

6.2.1. Efecto del oFJ\IB. 

Los valores de los parámetros cinéticos que se muestran en cada tabla se obtuvieron del 

ajuste de los datos presentados en la figura correspondiente a alguna de las ecuaciones 

presentados en 5. 2. 7. 1. Los valores de h= 1 no tienen desviación estándar por tratarse de 

ajustes a la ecuación de l'v1ichaelis-!'v1enten pero se muestran para ilustrar la pérdida de 

cooperatividad. Los valores de V~. están expresados en µmol NADH min· 1 mg prof 1 y 

Jos valores de Km o So, en mM. 

En la figura 7 y en la tabla 3 podemos ver como en presencia de oFJ'vIB a PEP libre 0.5 

mM y pH=7.3 se presentó una disminución tanto de la So, como de la cooperatividad y un 

aumento ligero en la V "~>l 

51 



'C" e 
c.. 

"' !' 
"' e 

~ 
o 
E 
.; ,, .. ,, 
> ;;:¡ 
u .. 

70 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

o 

o 2 
[PEP·Mg] (mM) 

3 

• 

4 

Figura 7. CinCtica de saturación de la PEPC para el sustrato PEP·Mg en ausencia ( • J y en presencia de 

oF'l\AB 5 ml\.1 concentración total (•).a PEP libre 0.5 nll\.1 y pH-7.3. 

Tabla 3. Parámetros cinéticos de Ja saturación de la PEPC por PEP·~ig en ausencia y en presencia. de 

01'1\.ffi S mM a PEP libre 0.5 mM y pH-7.3. 

[oFMB] O mMu' 5 mM1
" 

v~. 65.4 ± 1.0 71 .3 ± l. 9 

So., 1.08 ± 0.02 0.33 ± 0.02 

Vnu.,./So, 60.6 ± 1.2 216.1±11 4 

h 2.09 ± 0.07 1.20 ± 0.08 

(1) ajus1e a la ecuación del modelo de llill. 

En Ja figura 8 y en la tabla 4 podemos observar como en presencia de oFMB a PEP libre 5 

mM y pH=7.3 existió nuevamente una disminución de la So_, y de la cooperatividad, 

52 



aunque ahora es de menor magnitud que a PEP libre 0.5 mM; sin embargo, en esta 

ocasión se observó una ligera disminución de la V~-
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[PEP•Mg] (mM) 

Figura 8. Cinética de saturación de Ja PEPC para el sustrato PEP·Mg en ausencia ( • ) y en presencia de 

oFMB S ml\.f concentración total ( • ). a PEP libre S ml\.1 y pH-7 .3. 
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Tabla 4. Paclmetros cinéticos de la saturación de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

oFMB 5 mM a PEP libre 5 mM y pH-7.3. 

(oF.MB) OmM'" 5 rnM{2 > 

v~ 69.9 ± 1.8 64.5 ± 0.9 

So.> o Km 1.23 ± 0.06 0.72 ± 0.03 

V~/So.5 o Km 56.8 ± 2.3 89.8 ± 3.2 

h 153 ± 0.06 1.00 

(l) ajuste a la ecuación del modelo de 1-hll. (2) :lJUStc a la ecuación del modelo de Michaelis-Mcnten. 

En la figura 9 y en la tabla 5 podemos observar como en presencia de oFMB a Mg2
• libre 

0.1 rnM y pH=7.3 hubo una disminución de Ja So, y de la cooperatividad, mientras que Ja 

vrn..t. .... permaneció csenciahncnte igual 
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Figura 9. Cinética de saturación de la PEPC para el sustrato PEP·Mg en ausencia ( • ) y en presencia de 

oFMB 5 mM (•),a Mg" libre 0.1 mM y pH=7.3. 
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Tabla 5. Pa.rá:mcuos cinéticos de la saturación de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

o~ 5 mM a Mg2 • libre 0.1 mM y pH7 .3. 

[oFMB) O m!\-1" 1 5 mM"' 

v~ 37.0± 1.0 35.6 ± 1.5 

So., 0.40 ± 0.02 0.20 ± 0.02 

V~/So., 91.8 ± 3.9 180.6± 16.9 

h 1.86±0.12 1.22 ± 0.13 

(1) ajuste a la ecuación del modelo de Hí!L 

En la figura 10 y en la tabla 6 podemos observar como en presencia de oFMB y a Mg2
• 

libre O. 5 mM y pH=7. 3 se encontró una disminución de la So, y de la cooperatividad de 

menor grado que a l\.1g0
• libre O. l mM. aunque ahora se observó una ligera disminución de 

la V..,.,.. 
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Figura 10. Cinética de saturación de la PEPC para el sustrato PEP·Mg en ausencia ( • ) y en presencia de 

oFMB 5 mM totales (e), a Mi'• libre 0.5 mM y pH=7.3. 
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Tabla 6. Panllnctros cinéticos de la saturación de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

oFMB S rnM a Mg=• libre 0.5 mM y pH-7 .3. 

(oFMB] OmM''' 5 mM"' 

v ..... 65.0 ± 3.5 60.5 ± 0.9 

So.• 0.90 ± 0.08 0.61 ± 0.02 

V....,./So.> 72.6 ± 5.9 99.1±3.l 

h 2.00 ± 0.26 1.13 ± 0.03 

(1) ajuste a la ecuación del modelo de H11l. 

Para caracterizar mejor la activación causada por el oFMB se realizó un patrón de 

activación completo a PEP libre 0.5 mM (figura 11 y tabla 7), que es la condición en 

donde el efecto activador era más claro. Se observó que al aumentar la concentración del 

oFMB disminuyó la So , [PEP· Mg] y la cooperatividad de la PEPC mientras que la V...,. no 

se modificó de manera significativa. Las curvas fueron trazadas ajustando los datos a la 

ecuación de velocidad del modelo cinético propuesto para este activador (cf 5.2.8.1). De 

este ajuste se obtuvieron los parámetros cinéticos mostrados en la tabla 8. 
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Figura 11. Cinética de saturación de la PEPC para el sustrato PEP·Mg en ausencia (9) y en presencia de 

oFJ>.m 2 mM <•>. 5 mM (&), 7.5 mM (Y) y 10 mM totales(•), a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3. 

Tabla 7. Parámetros cinéticos de la saturación de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

oFJl,IB a PEP libre 0.5 mM y pH-7.3. 

[oFMB) O mM'" 2mM11
' 5 mM'" 7.5 mM"' 10 mM<'> 

v~ 65.4 ± 1.0 62.9 ± 0.7 71.3±1.9 70.5 ± 1.4 73.7 ± 1.1 

So.> O Km 1.08±0.02 0.46±0.01 0.33±0.02 0.29±0.02 0.32 ± 0.02 

V n>L</So.> o .K,., 60.6 ± 1.2 135.4±3.1 217.6 ± 13.8 243.2 ± 12.0 232.0 ± 10.6 

h 2.09±0.07 1.64±0.05 1.20±0.08 1.07±0.05 1.00 

(1) aJustC a Ja ccuac16n del modelo de Hill. (2) 3JUStc a la ecuación del modelo de 1'.1ichaehs-Mcnten. 

Tabla 8. Parámetros cinéticos obtenidos del ajuste de Jos datos de la figura 7 a la ecuación (4) (cf. 

5.2.7.l.). 
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v_~ 66.6 ± 1.7 

K. 6.78 ± 1.29 

K. 7.42 ± 1.90 

a. 0.0260 ± 0.0085 

13 1 124 ± 0.047 

Cuando los datos obtenidos en este experimento se gra.ficaron en función de la 

concentración de oFJ\.iB (figura 12) se pudo observar que la activación por oFMB es 

significativa y que tuvo un comportamiento cooperativo a bajas concentraciones de 

PEP·Mg. nUentras que a concentraciones saturantcs del mismo dicha activación se hizo 

inexistente. 

15 • 

10 

5 

o 

o 2 4 6 e 10 

[oFMB] (mM) 

Figura 12. Activación rcJatjva de la PEPC en función de la concentración de oFlviB para una misma 

concentración de sustrato PEP·Mg de o.os mM (•),O. IS rnll.1 ( • ), 0.4 mM ( ..ii.. ) y 4 mM ( T ). Por 

razones de claridad de la fib,'Ura no se muestran todos los datos. 
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Puesto que oFMB se comportaba como un activador de la PEPC, se decidió realizar un 

experimento manteniendo fijas las concentraciones de PEP libre a 0.5 mM y de PEP·Mg a 

0.4 mM en ausencia o presencia de glucosa-6-fosfato 5 mM o glicina 5 mM (dos 

activadores de la enzima) y a concentraciones crecientes de oFMB. Los resultados se 

muestran en la figura 13 Podemos observar como, en ausencia de glucosa-6-fosfato o 

glicina, al aumentar la concentración de oF!\1B la PEPC se activó, en presencia de glicina 

el efecto de ambos activadores fue aditivo y, sin embargo. en presencia de glucosa-6-

fosfato se observa una clara disrrunueión en la activación de la PEPC, directamente 

proporcional a la concentración de oFl\.1B . 
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Fjgura 13. Cinética de saturación de la PEPC para el acth..-ador oF?vffi en ausencia (•)y en presencia de 

glucosa-6-fosfato 5 mM (•)o glicina 5 mM ( & ), a PEP libre 0.5 m?vf. PEP·Mg 0.4 mM y pH=7.3. 

Finalmente, se realizaron cinéticas de saturación en presencia de glucosa-6-fosfato 1 mM 

y/o oFMB 5 mM a pH=7.3 (figura 14 y tabla 9). Se observan claramente el efecto 
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activador de la glucosa-6-f"osfato (aumento de la V~ y disminución de la So.> sin pérdida 

de la cooperatividad) y del oFMB pero cuando ambos están presentes y a las 

concentraciones empleadas se tuvo un efecto intermedio sobre las constantes cinéticas. 
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Figura 14. Cinética de saturación de la PEPC para el sustrato PEP·Mg en ausencia ( • ) y en presencia de 

glucosa-6-fosfato 1 m11.1 ( • ). oFMB 5 mM ( A. ) o glucosa-6-fosfato 1 mM + oF?>m 5 mM ( T ). a PEP 

libre 0.5 mM y pH-7.3. 
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Tabla 9. Parámetros cinétil:os de la saturación de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

oFMB y/o glucosa-6-fosfato a PEP libre 0.5 mM y pH-7.3. 

(ligando) OmM< 1> l mM G6P"' SmMoFMB11
' l mMG6P+ 

S mM oFMB!l> 

Vm~ 63.I ± 1.1 122.0 ± 7.6 71.3 ± 1.9 75.6 ± 1.5 

Sos o Km 1.03 ± 0.03 0.61±0.04 0.33 ± 0.02 0.56 ± 0.02 

Vm.,./So~ O Km 61.3 ± 1.5 200.7 ± 13.6 216.1 ± 11.4 135.7 ± 5.2 

h 2.11 ± 0.09 2.01 ± 0.13 1.20 ± 0.08 1.48 ± 0.07 

K, --- 15.3±5.0 -- ---
( 1) ajuste a la ecuación del modelo de H1ll. (2) aJU.Ste a la ccu.ac1ón del modelo de 1nhib1c1ón por exceso de 

sustrato en el modelo de Hill. 

Este último experimento se realizó también a pH=8.3 (figura 15 y tabla 1 O), pH al cual la 

enzima perdió su coopcratividad; se observó un comportamiento similar al que se tuvo a 

pH=7.3 con respecto a la respuesta de la enzima a los activadores. 
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Figura IS. Cinétjca de saturación de la PEPC para el sustrato PEP·Mg en ausencia (•)y en presencia de 

glucosa-6-fosfalo 1 mM ( • ). oFMB S mM ( 4 ) o glucosa-6-fosfa10 J mM + oFMB S mM ( Y ). a PEP 

libre 0.5 mM y pH=8.3. 
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TabJa 10. Parámetros cinéticos de Ja saturación de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

oFl\.1B y/o glucosa-6-fosfalo a PEP libre 0.5 mM y pH•8.3. 

[ligando) O ml\I"' 1 mM glucosa- 5 mM o.Fl\1B',, 1 ml\1 G6P + 

6-f"osfato''' 5 ml\f oFMB"' 

v~ J J5.5 ± 9.8 127.3±4.J 66.5 ± 1.0 75.7 ± 1.2 

So.> o K... 0.47 ± 0.08 O.JO± 0.01 0.08 ± 0.01 O.J l ±0.0J 

V~/So.> o K... 247.3 ± 35.9 J22J .2 ± 62. 1 811.l ± 53 .4 695.2 ± 45.9 

h J.08 ± 0.07 J.68±0.J4 1.00 1.00 

K, JO. J ± 2.8 J7.3 ± 4.5 --- ---
( l) 3JUSte a Ja ecuación de 1nh1b1c16n por exceso de sustrato en eJ modelo de HJJJ (2) 3JUStc a la ecuación 

deJ modelo de M1chachs-l\..1entcn 

6.2.2. Ef"ecto del oFAB. 

En Ja figura 16 se presenta un patrón de inhibición completo a PEP libre 0.5 mM y pH=7.3 

y las constantes cinéticas resultantes se muestran en la tabla 1 1 Podemos observar que el 

oFAB se comporta como un inhibidor de la PEPC, provocando una disminución de fa v~ 

y un aumento de la So, con pérdida de Ja cooperatividad. 
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Figura 16. Cinética de saturación de !a PEPC para el sustrato PEP·Mg en ausencia ( •)y en presencia de 

oFAB O.S rnM (e). 1 mM ("""' ). 2 ml\.-1 ( T) y S m.'1.1 totales ( • ). a PEP libre 0.5 m.'1.1 y pH=7.3. 

Tabla 11. Parámetros cinéticos de la saturación de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

oFAB a PEP libre 0.5 mlv1 y pH=7.3. 

[oFAB] o rnM''' O.S rnM''' 1 rnM''' 2 rnM(l' S rnMm 

v~ 60.3 ± 2.6 51.4 ± 1.9 47.6 ± 2.6 39.7 ± l.3 12.9 ± 1.4 

So.> O Km 0.31 ± 0.03 0.35 ± 0.03 0.40 ± 0.05 0.46 ± 0.04 0.29 ± 0.11 

V~/So.> o K.., 195.7± 18.1 146.6 ± 11.6 119.3 ± 13.0 87.0 ± 6.3 45.0 ± 15.3 

h l.53 ± 0.21 l.40 ± 0.16 1.21 ± 0.11 1.14 ± 0.08 1.00 

(1) ajuste a Ja ecuación del modelo de HJJI. (2) aJustc a la ecuación del modelo de M1chachs·Mcntcn. 

Un nuevo patrón de inhibición a pH=7.3 ahora a Mg" libre 5 mM se muestra en la figura 

17 y los parámetros cinéticos resultantes en la tabla 12. Se volvió a observar que el oFAB 
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es un inhibidor de la PEPC aunque en estas condiciones su efecto fue de mucho menor 

magnitud y no parece haber pérdida de la cooperatividad. 
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Figura 17. Cinética de saturación de la PEPC para cJ sustrato PEP· Mg en ausencia ( • ) y en presencia de 

oFAB 0.5 mM ( • ). 1 mM ( 4 ). 2 mM ( Y) y S mM totales ( •).a M¡f• libre S mM y pH=7.3. 
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Tabla 12. Pa.cl.metros cinéticos de la saturacjón de la PEPC por PEP·Mg en auscncja y en presencia de 

oFAB a Mg" libre S mM y pH-7.3. 

[oFAB) OmM''' O.SmM''' 1 mM''' 1 mM''' 5mM1
'' 

v~ 35.8 ± 1.6 32.0 ± 0.6 30.3 ± 0.9 30.9 ± 0.5 25.6 ± 1.5 

So, 1.35 ± 0.10 1.22 ± 0.04 1 .33 ± 0.06 1.59 ±o.os l. 72 ±O. 1 S 

V~/So_, 26.5 ± 1.7 26.1±0.7 22.7±09 19.4 ± 0.5 14.9± l. 1 

h 1.59 ± 0.10 1.74±0.06 1 69 ± 0.07 1.60 ± 0.04 1 72 ±O. 13 

(1) ajuste a la ecuación del modelo de Htll. 

Es necesario resaltar que. al aumentar la concentración del substrato PEP-:-..1g y 

manteniendo el PEP libre constante. aumenta de forma consjderablc la concentración de 

Mg" libre y por lo tanto la concentración del complejo oFAB·l\1g 

De los datos de la figura 17 se hizo un re gráfico de los valores de V~· y V ~/$0_, (figura 

18). 
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Figura 18. Rcgráfico de los valores de v ...... (•)y v .... I So~ (•)obtenidos en el experimento de la 

figura 16. Las curvas son el resultado del ajuste de los datos a Ja ecuación que determina el 

componamiento de dichos valores (ver ecuación Se. cf. S.2.7.1.). 

De estos gráficos se obtienen los valores de K;c y K;u mostrados en la tabla 13. 

Tabla 13. Constantes de inhibición competitiva (unión a la enzima libre~ Kac) y acompctitiva (unión al 

complejo cnzima-PEP·Mg; K.J para oFAB. 
,...._......,__,__,__,__,__,__,__,_,..__,__,__,__,__,__,__,__,__, 

11.52±0~ mM 2.34 ± 0.22 mM 

Finalmente, ya que los resultados sugerían que la inhibición por oFAB presentaba un 

componente competitivo importante, se realizaron dos experimentos: por un lado, se 

hlcieron curvas de saturación a Mg2
• libre 0.5 mM en ausencia y en presencia de oFAB 1 
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mM y en presencia de la misma concentración de complejo oFAB·Mg que hay con 1 mM 

de oFAB pero a Mg2
• libre 5 mM (figura 19). 
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Figura 19. Cinética de saruración de la PEPC para el sustralo PEP·Mg, a Mg2
• libre 0.5 rnM y pH=7.3, en 

ausencia (•)y en presencia de oFAB l mM (•).y la concentración de oFAB·Mg que habría si la curva 

se hubiese realizado a Mg" libre 5 rnM ( ..._ ). 
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Tabla 14. Parámetros cinéticos de la saturacíón de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

oFAB a Mg2 • librc O.S mM y pH=7.3. 

[oFABJ O ml\<t''' 1 ml\t'" equivalente' 1
J 

v~ 36.0 ± 0.4 38.2 ± 0.3 37.4 ± 0.9 

So., 0.51±0.01 0.57 ± 0.01 0.70 ± 0.04 

V~/So_, 70.6 ± 1.2 67.0 ± 1.0 53.4±2.7 

h 2.03 ± 0.07 1.80 ± 0.04 1.53 ± 0.09 

(1) ajuste a la ecuación del modelo de H1ll. 

Podemos observar que a 1 mM de oFAB y Mg2
• libre 0.5 mM no hubo inhibición notable 

de la PEPC mientras que a la concentración de oFAB·Mg [Mg2
• libre 5 mM] la inhibición 

fue mayor, aunque muy modesta si pensamos que la concentración de la especie libre 

(oFAB) es de aproximadamente 8 mM. 

Siguiendo el mismo principio se hizo el experimento complementario a una concentración 

de Mg2
• libre 5 mM (figura 20). 
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Figura 20. Cinética de saturación de la PEPC para el sustrato PEP·Mg. a Mif• libre 5 mll.1 y pH-7.3. en 

ausencia (•)y en presencia de oFAB 1 mM (•).y la concentración de oFAB·Mg que habria si la curva 

se hubiera realizado a M¡f• libre 0.5 mM ( A. ). 

Tabla 15. Pa.rátnctros cinéticos de la saturación de la PEPC por PEP·Mg en ausencia y en presencia de 

oFAB a Mg0 • libre 0.5 mM y pH-7.3. 

[oFAB] O mM'" 1 mM'" equivalente'" 

v~ 55.8 ± 0.8 53.7 ± 2.4 52.3 ± 2.5 

So.> 1.05 ± 0.03 1.31 ± 0.09 1.09 ± 0.09 

V....,./So.> 53.l ± 1.3 41.0±2.5 48.0 ± 3.4 

h 1.70 ± 0.04 1.79±0.13 1.84±0.17 

(l) ajuste a la ccuac16n del modelo de H11l. 
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Podemos observar que a 1 mM de oF AB hubo una ligera inhibición, mientras que a la 

concentración de oFAB·Mg [Mg2
• libre 0.5 mM] se tuvo un efecto mucho menor sobre la 

PEPC. 

6.3. Ensayos de protección frente a la modificación por PLP. 

Con el propósito de determinar si el sitio de unión de los análogos empleados es el sitio 

activo (que parecía ser el caso para oFAB·?l.1g) y/o el sitio alostérico para glucosa-6-

fosfato (que parecía ser el caso para oFMB) se realizaron ensayos de protección frente a la 

modificación por PLP. 

Los valores de actividad se expresan como µmol NADH transformado · min" 1 
• mi de 

enzima· 1
. 

En un primer experimento se incubó a la enzima a pH=7.3 con PLP 1.2 mM, en ausencia 

de Mg" y a las concentraciones indicadas de oF AB u oF?l.ffi (figura 21 ). 
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Figura 21. Efecto del PLP sobre la actividad de la PEPC. La enzima fue incubada en presencia de PLP 1.2 

mM a las concentraciones indicadas de oF?vlB ( • ) y oFAB ( • ). La actividad fue determinada en 

ausencia de gluc:osa-6-fosfato. 

Podemos observar que no sólo no existió protección del sitio activo, sino que la actividad 

remanente disminuyó de forma exponencial al aumentar la concentración del ligando; 

dicho de otra manera, ambos análogos se están uniendo a un sitio diferente del sitio activo, 

provocando una desprotección de este último. Con los datos de este experimento se 

graficó la desprotección del sitio activo (figura 22) lo que nos permitió calcular las 

constantes aparentes para la disociación de dichos ligandos de su sitio de unión (véase más 

adelante la tabla 16). 
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Figura 22. Dcsprotccción del sitio activo provOC:lda por oFl\.ffi y oFAB. La dcsprotección se calculó según 

la c:c=ción (6) (cf. 5.2.7.2.) para oF11.1B ( • ) y oFAB ( • ) a partir de los datos obtenidos en c:I 

cxpcrimcnlo mostrado en la figura 22. Las curvas son el resultado del ajuste de los datos a la ecuación del 

modelo de HiU con Ja restricción O,_. = l. 
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En una segunda !ase se hicieron cuatro experimentos en donde la enzima se incubó a 

pH=7.3 en presencia de PLP 0.8 mM. en ausencia o presencia de Mg2
- JO mM libre y las 

concentraciones indicadas de oFAB u oFMB (figuras 23. 25. 27 y 28). 

En presencia de oFAB y en ausencia de Mg,. (figura 23) se observó nuevamente una 

desprotección del sitio activo y no se observó protección del sitio alostérico para glucosa-

6-f"osfato. 
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F.igura 23. Efecto del PLP sobre: la actü·idad de: la PEPC La enzima fue incubada en presencia de PLP 0.8 

rnl'l.1 a las concentraciones indicad.as de oFAB. La activid4Jd fue delerminada en ausencia ( • ) y en 

presencia de glucosa-6·fosfalo I O nL"1 { e ). 

De los datos anteriores se calculó la desprotección del sitio activo producida por el oFAB 

en presencia de Mg2
- (figura 24). El dato de K.. .• ..,, obtenido se presenta en la tabla 16. 
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Figura 24. Dcsprotccción del su10 acllvo provocada por oFAB. La dcsprotccc16n se calculó según la 

ecuación (6) (cf 5 2.7.2.) a panu de los d..-itos obtenidos en el experimento mostrado en la figura 23 La 

curva es el resultado del ajuste de los datos a la ecuación del modelo de H1ll con la rcstncc1ón D,,... = 1. 

En presencia de oFAB y l\1g2
• libre 10 mM (figura 25) se volvió a observar la 

desprotccción del sitio activo. sin protección del sitio alostérico. 
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Figura 25. Efecto del PLP sobre la actividad de ta. PEPC. La cnz1m.'1. fue incubada en presencia de PLP 0.8 

mJ\..! y Mg2 .. 10 nl!\.1 libre a las concentraciones indicadas de oFAB. La acuv1dad fue determinada en 

ausencia ( • ) y en presencia de glucosa-6-fosfato 1 O n1J\.1 ( • ) . 

Nuevamente se hizo el calculo de la desprotección del sitio activo provocada por oFAB en 

presencia de Mg" (figura 26). El dato de K..-•pp obtenido se presentan en la tabla 16. 
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Figura 26. Desprotccción del sitio acuvo provocada por oFAB en presencia de M¿·. La dcsprotccción se 

calculó según la ecuación (6) (cf. 5.2.7.2.) a partir de los datos obtenidos en el cxpcrirncnro mostrado en la 

figura 25. La cun·a es cJ resultado dcJ ajuste de los datos a la ccu;ición del modelo de Hill con la 

restricción D..._ -= 1 

Tabla 16. Constantes de disociación aparentes de los análogos oF?\.1B y oFAB obtenidos mediante un 

ajuste a la ecuación del modelo de Hill con la restricción D._- l. 

Análogo oFMB oFAB oFAB oFAB 
(PLP 1.2 ml\.f, (PLP 0.8 mJ\.f, (PLP 0.8 ml\1, 

sin .!Hg") sin l\tg2
•) con Mg2 •) 

K., .• .,,, 20.0 ± 1.7 7.2 ± 0.4 10.4 ± 0.6 9.0 ± 0.7 

h 1.39 ± 0.21 1.51±0.12 1.25 ±O. 11 2.68 ± 0.50 

Se puede observar en esta tabla como la K.i .... para oFJ\ffi fhe unas tres veces mayor que 

para oFAB; la unión de oFAB no pareció depender de la concentración de magnesio 
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aunque las K.s .• .,, obtenidas para oFAB si parecen depender de la concentración de PLP 

presente. 

En presencia de oFMB en ausencia de l'.1g" (figura 27) se observó nuevamente 

desprotección del sitio activo. aunque es más modesta que en presencia de PLP 1.2 mM 

(figura 21) y sólo se manifiesta claramente a concentraciones altas de ligando, a diferencia 

de lo que ocurría con oFAB. En este caso no se observó una protección frente a la 

insensibilización. aunque tampoco se observó la desprotección del sitio alostérico . 
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Figura 27. E.fccto del PLP sobre la acthridad de la PEPC. La enzima fue incubada en presencia de PLP 0.8 

mM a las concentraciones indicadas de oFMB. La actividad fue determinada en ausencia ( • } y en 

presencia de glucosa-6-fosfato 10 ~ (e). 

En presencia de oFMB y Mg2
• libre 10 mM (figura 28) observarnos nuevamente 

desprotección del sitio activo sin protección del sitio alostcrico para glucosa-6-fosfato. 
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FJgur..i 28. Efecto del PLP sobre Ja actJv1dad de la PEPC. La cnzJ1na fue mcubada en presencia de PLP 0.8 

mM y Mg-:• 10 rn1'vl hbre a las conccntrac10ncs indicadas de oF1'.1B. La. actn:idad fue determinada en 

ausencia ( • ) y en presencia de glucosa-6-fosfato JO nLl\.1 ( • ). 

Finalmente se realizaron dos experimentos en presencia de 25 m!v1 de fosfoglicolato y 1 5 

m!vf de magnesio (concentraciones totales) para proteger al sitio activo de la modificación 

química y en ausencia o en presencia de oFAB (figura 29) o de oF!'.fB (figura 31 ). En 

presencia de oFAB podemos observar como existe una ligera desprotección del sitio 

activo sin protección del sitio alostérico para glucosa-6-fosfato. 
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Figura 29. Efecto del PLP sobre la actividad de la PEPC. La enzima fue incubada c:n pE"csencia de PLP 0.4 

rnl\.1. fosfoglicolato 25 ml\..-1 y Mg2'"' l S ffu'\,..1 (conccntmcioncs lota.les) a las concentraciones indicadas de 

oFAB. La actividad fue dctcrnlinada en ausencia (•)y en presencia de glucosa-6-fosfato 10 m..1\.1 ( • ). 

De los datos anteriores se pudo calcular la desprotección del sitio activo (figura 30); la 

unión del oFAB füe ligeramente cooperativa (h=I.20 ± 0.06) y la K..,.,,P fue ahora de 28.0 

± 1.0 ml\1, el cual es un valor 3 veces mayor que las K..-•w obtenidas en ausencia de 

ligandos para este mismo compuesto. 
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Figura 30. Dcsprotccción del sitio activo provocada por oF AB en presencia de fosfoglic:olato·Mg. La 

dcsprotccción se calculó según la ecuación (6) (cf. 5.2.7.2.) a partir de los datos obtenidos en el 

experimento mostrado en la figura 29. La curva es el rcsuludo del ajuste de los datos a la ecuación del 

modelo de Hill con la rcstricc1ón Dff\&A = l 

A las mismas concentraciones de fosfoglicolato y magnesio en presencia de oFMB (figura 

31) se observó una clara protección del sitio alostcrico para glucosa-6-fosfato, sin un 

efecto significativo sobre el sitio activo_ 
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Figura 31. Efecto del PLP sobre la acLivu:iad de Ja PEPC. La cnzjma fue incubada en presencia de PLP 0.4 

ln?\.f. fosfoglicol.ato 25 nL\.t y !'lofgz· l S mt\.t (conccntr::tcioncs totales) a las conccntr3cioncs indicadas de 

oFl\.fB. La acuvidad fue determinada en ausencia ( • ) y en presencia de glucosa-6-fosfato 1 O rn...'.f ( • ). 

De los datos anteriores se calculó Ja sensibilidad frente a glucosa-6-fos.fato, lo que se 

muestra en la figura 32. Se puede observar claramente la protección del sitio alostérico 

para glucosa-6-fosfato. Los datos resultantes del análisis de la figura nos permitieron 

calcular una K.i-•pp de 5.20 ± 0.25 mM. 
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Figura 32. Sensibilidad frente a glucosa-6·fosfato. La scns1b11idad se calculó según la ecuación (7) (cf. 

5.2.7.2.) a partir de los datos obtenidos en el experimento mostrado en la figura 31. La cu.r\.'3 es el 

resultado del ajuste de los datos a la cc:uación del 1nodclo de Hill. 
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7. DISCUSIÓN DE RESULTADOS. 

Una notable característica de la PEPC es la de ser activada por moléculas que son análogos 

de su substrato PEP En la mayoría de las enzimas, los análogos del substrato son 

inhibidorcs con1pctitivos de la 1nisn1a. ya que dada su sin1ilitud estructural. son capaces de 

unirse al sitio activo de la protcina in1pidicndo la uniún del substrato al forn1ar un complejo 

sin salida cnzir11a-inhibidor. Sin crnbargo, en el caso de la PEPC, se conocen varios análogos 

del PEP que son al.:tivadorcs alostL"ricos di.! L"sta cn.zin1a «-:f 2 8 3 ) y sólo algunos de ellos 

son inhibidorcs con1pctitlvos .·\.parcntcn1cntc, una diferencia entre estos dos grupos de 

compuestos es la diferencia en el nUn'H.:ro de cargas negativas de las n1oléculas. En virtud de 

lo anterior. dccidin1os cn1plcar dos analogos estructurales del PEP que poseen un grupo 

fosfonometilo, que es un análogo no hidrolizable del grupo fosfato del PEP y que presentan 

un carboxilato qut.! se encuentra conjugado con dobles enlaces al igual que el PEP. Para 

generar dos cornpucstos casi idt.!nticus. pero con difc.:r~nte carga, uno de ellos fue.: sintetizado 

con10 un éster rnc.!tílico dd carboxilato y t.:I otro corno ácido librt.: 

Las constates de estabilidad obtenidas para los dos con1pucstos en estudio complcjados con 

magnesio indican que el can1bio en la carga es suficiente para producir una importante 

diferencia en la estabilidad de sus respectivos complejos (figuras 5 y 6 y tabla 2). Esta 

diferencia es irnportante. ya qul! se ha dcn1ostrado que el sitio activo de esta enzima une a la 

forma acomplejada de PEP·!\.1g con mucha mayor afinicfad que a las especies libres (López

Valentin, 1997) y. aún cuando la evidencia cxpcrin1l!ntal es insuficiente, se ha sugerido que 

la unión del activa.dar alostérico glucosa-6-fosfato podría unirse tan1bién al sitio 

correspondiente como complejo con magnesio (\Vedding y Black. 1988) 

Para determinar el efecto de estos compuestos bajo diferentes condiciones que nos 

permitieran identificar no sólo su posible sitio de unión, sino tambiCn las condiciones en la 

que se observaba mejor su efecto, se decidió probar dicho efecto sobre la saturación de la 

enzima por PEP·Mg a pH 7.3 (pH que se considera cercano al pi! fisiológico) en dos 

condiciones: a concentración de magnesio libre fija (en donde la concentración de PEP libre 
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y de PEP·Mg varian en forma proporcional) y a concentración de PEP libre fija (en donde la 

concentración de magnesio libre y de PEP·?\.1g varían en forma proporcional}. El compuesto 

metilado (oF!V1B) se comportó como un activador de tipo K (figuras 7 a 12 y tablas 3 a 7). 

cuyo efecto fue muy claro a concentraciones bajas de PEP libre constante (figura 7). Esto 

nos indica que este compuesto podría estarse uniendo al sitio alostérico activador para 

glucosa-6-fosfato aumentando la afinidad por el sustrato de la enzima PEP·!V1g y. 

especialmente a concentraciones bajas de este últirno substrato (figura 1 ~). produciría una 

transición alostCrica activadora que explica el aun1cnto de la afinidad y la disminución de la 

coopcratividad (tablas 3 a 6) Cuando lo que se n1antit..•nt.: constante es la concentración de 

magnesio libre, el efecto observado sobre Su, es sin"lilar al ya descrito. pero de menor 

magnitud (tablas 5 y 6) Sin crnbargo. dado que la coupcrativid.:HJ positiva para PEP·I\.1g es 

mayor en estas condiciones. el efecto obscn.:ado sobre el nún1ero de l·lill es mayor. Se 

observa aden1ás que en estas condiciones hay una ligera disminución de la velocidad máxima 

aparente en presencia del cornpucsto (figuras 9 y l O y tablas 5 y 6) y este efecto es 

dependiente de magnesio ya sca en forn1a directa o indirecta, puesto que se observa más 

claran1cnte a conccntracion de !\1g.:· libre dt.: O 5 nt..'1 que a la de O 1 m~1 

Dado que el :!-fosfono-bcnzoato de rnctilo (oF~1B) se con1ponaba con10 un activador 

similar a glucosa-6-fosfato en cuanto a que reduce la coopcrativid:!d y aumcnta la afinidad 

por PEP·I\.·tg decidimos ver si el análogo cornpetia con glucosa-6-fosfato y/o con glicina, ya 

que estas dos moléculas parecen unirse a sitios diferentes en la enzima (cf :C 5 2 1.). Los 

datos obtenidos indican que estc.= compuesto compite con glucosa-6-fosf:.ito. pero no con 

glicina (figura 13)~ tambiCn puede observarse que conforme la concentración dt:l compuesto 

aumenta? en presencia de glucosa-6-fosfato la actividad se reduce~ esto puede explicarse si 

este compuesto y la glucosa-6-fosfato se unen de modo mutuamente excluyente. pero la 

urúón del oF~1B induce un cambio conformacional menos adecuado para la función de la 

enzima que la glucosa-6-fosfato A. fin de analizar mejor el efecto de estos dos ligandos 

sobre la enzima se realizaron cun·as de saturación para el substrato PEP·?\..tg en presencia de 

cada uno de estos ligandos o de ambos simultáneamente. Estos experimentos se realizaron a 

0.5 mM de PEP libre constante. dado que en estas condiciones el efecto del oFt-.tB era mas 
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claro. La figura 14 y la tabla 9 muestran que glucosa-6-fosfato es un excelente activador de 

la PEPC de hoja de maíz como ya se ha reportado (cf 2.5.2.1); este compuesto reduce la 

So., y produce un aumento importante en la Vnu. .. aparente~ sin embargo. en estas condiciones 

particulares, la glucosa-6-fosfato no reduce la cooperatividad El oFJ'>1B también reduce la 

So.s (nótese que este con1pucsto fue agregado a mayor concentración) y aumenta la Vrn.&Jl 

aparente. pero adcn1ás y a diferencia del anterior. este compuesto tambiCn elimina la 

coopcratividad. En presencia de arnbos compuestos los efectos son exactamente 

intermedios. lo que concuerda con lo obsi..:r . .:ado en \a tigura 1 3. es decir, aparentemente en 

estas condiciones el ofi\.1B y la glucosa-u-fosfato son activadorcs alostericos de la PEPC 

con efectos n1utuarnente excluyentes entre si y adcn1as. el oF!\.1B induce una transición 

alostérica menos favorable quc la glucosa-o-fosfato 

,!'\.. continuación dccidin1os realizar este n1isn10 cxpcritncnto a un pl-1 de S 3 dt.::bido a que a 

este valor de pl-1 la coopcratividad de unión para PEP·~tg dcsaparcct.:: El propósito dt..: este 

último experimento era el de ver si el cfocto del oF:-.1B estaba ligaJo a la abolición de la 

respuesta cinética cooperativa de la enzin1a o se trat~b3 de dos cfc.:ctos disociables. ya que a 

este pH la PEPC no pres<:nta un comportamiento cinético cooperativo marcado (cf 2 7 1 ) 

En la figura 1 S se obscr..•a que a pl-1'-=-8 3 la glucosa-6-fosfato sigue siendo un activador de la 

enzima que reduc..: la So, y aumenta la V~, apar..:ntc (tabla 10). oF:-.1B ..:n cambio. reduce el 

valor de ambos parámetros. pero su efecto sobre la afinidad de la enzima por PEP-:-.1g es 

más marcado que a pH 7 .3. Es posible que a este pH el oF:-.IB pueda unirse al sitio activo en 

forma de cornplejo con magnesio y gracias a la cxtrcn1adarncntt.:: alta ::ifinidad del sitio activo 

en esta condición, el oF~1B podría estar actuando con10 un activador a concentraciones 

bajas de PEP·Mg (y bajas de l'>1g2
" libre) y como un inhibidor competitivo a concentraciones 

más elevadas de este substrato (y altas también de r.1g2
' libre). En cualquier caso. al igual 

que a pH de 7.3, la prest.:ncia de atnbos con-iput.::stos brinda un efecto que es intermedio entre 

los observados cuando sólo uno de ellos estaba presente (figura 1 5 y tabla 1 O). indicando 

que su unión sigue siendo mutuamente exclusiva y que los efectos sobre la cooperatividad 

de unión para PEP·r-1g y los aumentos en la afinidad por este substrato son fenómenos 

independientes. 
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A fin de determinar el valor de Ja constante de activación del oFMB, para poder comparar la 

afinidad de la cnzirna por este compuesto y sus efectos con los reportados para otros 

activadorcs, realizamos un patrón de activación completo para el oFr.1B, a una 

concentración de PEP libre de O. 5 mr-1 y a un pH de 7. 3. Para poder analizar el efecto de 

esta molécula se requirió de un modelo que incluyera la cooperatividad y el efecto del 

activador sobre ésta. ademas del comportamiento ya descrito para un activador no esencial 

(Segel, 1975). El modelo empleado (cf 5.2.8. 1 .) asume que la PEPC posee dos sitios 

activos intcractuantcs y un sitio alostérico activador. La unión del substrato a un sitio activo 

trae como consccut!ncia un incremento en la afinidad de la enzima por PEP·~1g en el 

segundo sitio y por oFl\lB en el sitio activador, además, la unión del activador a su sitio trae 

como consecuencia un aumento de la afinidad de la enzima en todos los sitios activos (que 

se vuelven equivalentes) y un aumento en la constante catalítica. Las curvas en la figura J 1 

fueron trazadas con un ajuste de los datos al modelo global y este ajuste arroja una K. de 

7.42 ± 1 .90 mr.1 para la unión del oFJ\.fB a la enzima libre y una K. aparente de 0.193 ± 

0.016 ml\.1 para su unión al complejo enzima-PEP·1'1g Este ultimo valor es un poco menor 

que el reportado para el 2-fosfonometil-propenoato de metilo (0.32 m."-1; Jenkings et al., 

1986) y el fosfato dc fono! (O 23 m:-..1, Rodrígucz-Sotres y 1'1uñoz-Clares. 1990). indicando 

que el sitio alostérico de esta cn7jma presenta niayor afinidad por el oF!\.1B que por los 

anteriores 

Como un siguiente paso, investigamos el efecto que tenia sobre la actividad de la PEPC el 

mismo compuesto en su forma ácida (oFAB), con lo que aumentamos la carga neta del 

compuesto en solución. Inicialmente estudiamos este compuesto en las mismas condiciones 

en las que se estudió el derivado metilado y observamos que este compuesto se comportaba 

como un inhibidor moderado a 5 mr-1 de Mg2
• libre (figura 17) y un inhibidor potente a o. 5 

mM de PEP libre constante (figura 16). En la primera condición el compuesto disminuye la 

V ....... con un leve efecto sobre la So,, lo que lo convierte en un inhibidor mixto; este 

resultado no se puede explicar solamente por la unión del compuesto al sitio activo en la 

enzima libre, sino que es necesario postular la unión de este compuesto a otras formas de la 

enzima, ya sea al sitio activo o a otro sitio distinto. 
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La explicación al hecho de que la inhibición obscr..·ada en otras condiciones fuera muy pobre 

es que. en aparicncia y de acuerdo con lo descrito para la unión del substrato PEP (\Vcdding 

et al.. 1989; Rodriguez-Sotres y 1\.lui\oz-Clares. 1990) la unión de oF/\B a la enzima 

requiere de la formación del complejo con l\.1g2
", pero debido a la baja estabilidad del 

complejo. se requieren concentraciones elevadas de este catión para hacer evidente el efecto 

inhibitorio. A concentraciones bajas de PEP libre (O 5 n11\.1, figura 16), la concentración de 

oF~\..B·!\.1g aun1enta dt: manera si1nultánea con el substrato PEP·;\.1g~ de n1ancra que, cuando 

la concentración de PEP·~1g e:-; baja el con1pucsto inhibe n1uy poco y cuando la 

concentración de PEJ'·~1g es elevada. et con1puesto inhibe n1ucho, esto es equivalente aJ 

efecto de un inhibidor acoinpctitivo, qui: rc:duci.: Su, y \..' m .. u de igual rnancra, sólo que en este 

caso el ctCcto sobre So~ y el efecto sobre \'m ..... fueron de diferente n1agnitud Lo anterior es 

una indicación más de que este con1pucsto pucdc unirse a la cnzin1a libre, pero también a 

otra forn1a de la enzima y esto puede explicarse por su unión al sitio activo en una forma 

distinta a la que se une el substrato, o por su unión a un sitio diferente del activo 

Para confirn1ar el rcqucrin1iento dt: :-..1,g-'' t.~n la unión del oFA .. B realizarnos curvas de 

saturación tan1bién a una conct:ntr;J.ción 1 O veces n1ás baja de rnagncsio (O 5 m?\.1) y 

calculamos la cantidad de con1puc:sto que d'-='bcria añadirse para lograr una concentración de 

oFAB·l\1g equivalente a la que se formaba a la concentración de 5 m..'\I de l\1g2
• libre (x nu'l.1 

del oFAB) y viceversa (y ml\I de oFAB a l\tg'" libr.: OS rnl\1) Los resultados de estos 

experimentos (figuras 19 y 20 y ta.bias 14 y 15) indican que cfccth:an1cntc. cuando la 

concentración de oFAB·I\1g es iguJ.l se obser.·a un nivel de inhibición sin1ilar. si bien no 

idéntico en virtud de que la presencia de rnayor o rncnor cantidad de I\fg:.:::· libre afecta el 

perfil de saturación de la enzima por PEP·l\tg y esto también influye 

Debido a que los resultados obtenidos con el inhibidor nos indicaban claramente la 

naturaleza mixta de la inhibición. decidimos determinar las constantes de disociación del 

oFAB y del oF1\.1B de los sitios activo y alostérico activador para glucosa-6-fosfato a través 

del efecto protector que estos compuestos pudieran ofrecer. respectivamente, sobre la 

inactivación y la insensibilización frente a glucosa-6-fosfato de la PEPC por el 5'-fosfato de 
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piridoxal. Esta metodología ya ha sido previamente caracterizada por Tovar-!1.1éndez y col. 

(! 997); asi. se realizaron experimentos de protección de la actividad y la sensibilidad de la 

PEPC trente a glucosa-6-fosfato, a difCrcntcs concentraciones y oF.AB u oF~1B y en 

ausencia o presencia de rnagnc:-.iu l.os n:sultados de estos cxperirncntos sc muestran en las 

figuras 21, ::.3. 25. 27 '.\' 28 Y k) que !>C ubs<:rvó es qui.: ninguno de los dos cun1pucstos fue 

capaz de brindar protc\2:ciún ni de la a..:tividad ni dt.: la sensibilidad a glucosa-6-fosfato, ni en 

ausencia de rnagn~s10, ni en su prcst:ncia Antes bien. oF.Al3 proJujo pritH..:ipalrncntc un 

aun1cnto en la .:.1-.:..:L·sibdiLL~cJ dl..'I rt:siLiuL> dc lisina dcl sitio activo Pu<lL·n1os vcr adcn1<is en la 

tabla I 6 que la intensidad de la unión dr.! oF.r\B es indcpcndicntt: de n1agncsio pero se 

111anifit!sta de fon11a distinti.l segun la conccntra1.:i6n de PLP En el caso del uF:'\.113 tan1poco 

existe protccciün fr<...:ntc a la inscnsibilización, aunque este resultado no es del todo 

sorprendente ya qt11.: se ha Jernustr~1d1..) que, en ausen(':Ía dr.: otros ligandos o ccsolutos, la 

glucos.a-6-f0st"':Ho es inL·apa..z Uc proteger a su sitio alostCrico de L1 n1odificación por PLP 

(Tovar-:...1~ndcz et al.. 1997 J, lu que sugicrl.! qut.! el sitio alosterico está inaccesible o tiene 

una topología distinta en estas condiciones 

Los resultados que se n1ucsrr-a11 en b.s figuras 29 y 3 l tUeron realizados ahora en presencia 

de fosfogliculato :::5 ni.'1 y rnagni.:sio 15 n1~1 (..;onccntrac:uncs totales) CüJl t:I fin de proteger 

de la n1odificación al sitio activo En la figura :!9 se puede observar que en presencia de 

ligandos del sitio activo d oF .A.B lleva a una ligera dcsprotccciOn dt..•I sitio activo La 

dcsprotccción dt:l sitio acti\.·u pucdl! dt.:bt:rsc.: nucvarncntt.: a que dicho cornpucsto se une a 

otro sitio, aunque con un.::i afinidad rnucho n1cnor que en ausencia de Iigandos. provocando 

un can1bio conforn1acional que expone el residuo de lisina La ligera dcsprotccción del sitio 

activo podria tarnbién dt:bcrst.: a que al aun1cntar la concentración de oF AB total aumenta la 

concentración dt:l con1pJcjo oF .. \.B·,'.1g. disrninuyc la concentración de fosfl._iglicolato·i\1g y, 

como vin1os, el oF.-\.B·J\.1g no ofn=..:::c protección alguna dt:l sitio activo 

Sin embargo, en presencia dt: fosfoglicolato·:l.lg d oFl\IB si fue cap= de proteger al sitio 

alostérico para glucosa-6-fosfato (figura 3 1), lo que concuerda con resultados anteriores que 

muestran que en presencia de.: ligandos o cosolutos la glucosa-6-fosfato si es capaz de 

89 



proteger a su sitio de la modificación qui mica por PLP (Tovar-l\1éndcz .:t al., 1997) y 

confirma el hecho de que oF!\.113 se esta uniendo al sitio alostér-ico para glucosa-6-fosfato. 

Con estos datos pudimos calcular una KJ . .1pp de 5.20 ± 0.25 m!\1. En tcoria este valor debería 

ser parecido al valor de K. para la unión al co111plcjo cnzima-PEP·~1g que se calculó de los 

datos cinCticos. no lo es debido a que el valor c.h: K.J.app esta influenciado por la 

concentración de PLP c1nplc.:ada Pu1· otro ladL), las conccntra..:iont:s de fosfoglicolato·Mg 

son probablcn1cntc suficientes para s~.lttHJ.r al sitio activo, por lo que casi no se observa 

coopcratividad en la unión del oF~1B (figura 32)_ La ligera protección del sitio activo que 

parece ofrccc.:r el oF!\. tU quizá se deba a que la unión de este activador aun1cnta la afinidad 

del sitio activo por cl fosfoglicolato·~1g La dcsprotección que se obsen.·a a muy altas 

concentraciones de oFl\1B (figura 3 1) podría deberse a que el oFl\1B se está uniendo ahora 

al otro sitio propuesto o sin1pler11t.:ntc a cft:i..:tos de la fuerza iónica del nledio de incubación 

Estos n:sultados. junto con el ..:01npunan111.:rno con10 inhibidor rnixtu c..ft: oF.-\.B en las cun:as 

de saturación por PEP·~tg dc la PEPC rt..'alizadas (figuras 16 y l 7) dcrnucstran que estos 

compuestos se unen a la cnzin-n. en aust..'ncia de ligandos. en una de dos formas 

a) A un sitio difercntt.: del sito acti\.·o y dl..!I sitio activador para glucosa-6-fosfato, n1ismo que 

se acon1paña de un carnbio confunnacional asociado ~~ una mayor exposiciun de la lisina 

del sitio activo qui.: !.:S rnuJitii . .:aJa por !.:1 5'-tUsfato Lit..~ p1ridoxal con perJida dt: actividad. 

b) Al sitio activo ó al sitio activador para glucosa-6-fosfato. pero con una geometría muy 

distinta a aquella con la que se unen PEP al sitio activo y glucosa-6-fosfato al sitio 

activador. de tal modo que en lugar de brindar protl!cción a los respectivos residuos de 

lisina, Jos hacen rnás reactivos 

Finalmente. aún cuando no tcncn1os una idea clara del sitio al que pudieran cstarsc pegando 

estos compuestos en ausencia dt.: otros ligandos. nuestros datos indican que en las 

condiciones de cubeta. es decir en presencia de substratos y de !\.1g::·. el oFl\18 se une al sitio 

alostérico activador para glucosa-6-fosfato, rnicntras que el oF.i\..B se une a otro sitio y tal 

vez al sitio activo, lo que resulta en una inhibición mixta. También. la unión de oFAB a este 

otro sitio aún no identificado parece no requerir l\lg~· aunque es factible que el complejo 
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oFAB·Mg sea el que se una prefcrencialrnente al sitio activo, dado que la cantidad de 

magnesio requerido para que se observen sus efectos coincide más con Ja afinidad de este 

ligando por el Mg2
• que con la afinidad reportada para la enzima por este catión (Rustin et 

al., 1988). El efecto del oFl\1B. por el contrario, muy posiblemente no requiera de la 

formación previa de un complejo oFl\1I3·1\1g. dado que este compuesto presenta una afinidad 

por magnesio aún rncnor que oFAB y sus efectos se manilcstaron en forn1a clara aún a 0.1 

ml\1 de l\1g2
• libre. concentración en la que la cantidad de oFMB·l\1g es despreciable. A 

pesar dc Jos anterior. no se puede dcscanar la posibilidad de que el sitio alostérico para 

glueosa-6-fosfato una magnesio independientemente de la afinidad de su ligando por este 

catión. 
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8. CONCLUSIONES. 

a) Este estudio apoya la propuesta de que ciertos análogos estructurales de PEP pueden 

actuar como activadorcs alostéricos de la PEPC. a través de su unión al sitio 

alostérico activador para glucosa-6-fosfato de la enzima. Jo que indica la semejanza 

estructural de este sitio con el sitio activo 

b) Los an:ilogos del PEP que se unen al sitio alostérico activador parecen diferir en el 

número de cargas..cicgativas del ión de aquellos que se unen aJ sitio activo y que son 

inhibidorcs cornpctnivos En efecto, el oF~1B, con dos cargas negativas. resultó ser 

un activador de la PEPC, 1nicntras que el oF./\ .. B, con tres cargas negativas, resultó ser 

un inhibidor rnixto Sin crnbargo. PEP has sido propuesto como un activador de la 

enzima (Rodríguez-Sotrcs y /\.1ufioz-Clarés. 1990), lo que indica que existen otras 

características que son in1portantes para su reconocin1icnto por el sitio activo y por el 

sitio activador para glucosa-6-fosfato. 

e) Los análogos elegidos no presentan suficiente analogía estructural con el PEP. ya que 

oFr'\B. cJ n1as cercano. no parece cstar uniCndost: al sitio activo en ausencia de 

ligandos o bien no ocupa la nlisn1a posición que PEP t:n este sitio 

d) La existencia de múltiples cst<idos conformacionales de la PEPC resulta apoyada por 

nuestros datos ya qut: es posible inducir cambios alostCricos en la afinidad de la 

enzima por el substrato en ausencia de una reducción en la cooperatividad de unión 

del substrato PEP·/\.1g y existen condi-.:iones en las que la cooperatividad desaparece 

sin que la sensibilidad a los rt.:guladorcs alostéricos desaparezca. 
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Apéndice: preparación de disoluciones y amortiguadores. 

Disoluciones. 

El l\1gCb se prepara de la siguiente manera: desecar l\1g0 en un horno a 1 70 ºC hasta 

peso constante y agregarle HCI. La reacción se deja transcurrir durante por lo menos dos 

días o hasta que el pH se haya estabilizado entre 5. 5 y 6 La solución de l\1gCl, resultante 

se lleva a una concentración de 1 tv1. 

El reactivo de Bradford se prepara de la siguiente manera: pesar 100 mg de azul de 

Coomassíe G y disolverlos en 50 mi de etanol al 95 ~/º (v/v) y 100 mi de ácido fosfórico al 

85 º/o (p/v). Agitar hasta disolución total Llevar a 1 1 con agua destilada y filtrar. El 

reactivo se conscr...·a en un frasco án1bar a tcrnpcratura arnbicnte . 

. An1ortiguado1·cs para la purificación de la P EPC. 

Amortiguador A HEJ>ES·KOH 100 m;l.I pll=7 S. EDTA 0.2 m1'1. glicerol 20º/o (v/v). 

J\.1gCI, 1 O m;l.1. Pl'.1SF 1 ITu'\.1. DTT 5 m;l.1. malato 5 ITu'\.I, benzamidina 2 ITu'l.1, Po/· (sal de 

potasio) 25 m;l.1, quimostatina 100 µg I mi. 

Amortiguador B: HEPES·KOH 50 mM pH=7.5. EDTA 0.1 mll.1. glicerol 10% (v/v). 

Pl\1SF 1 m .. '1.1. DTT 5 m:-.1. malato 5 m:-.1. benzamidina 2 ml\1, Po,2
• 25 m;l.1, quimostatina 

10 µg /mi. 

Para los gradientes de clución se utiliza una solución de fosfatos 1 l\.-1 a pH=7.5 la cual se 

prepara mezclando una disolución 1 l\.-1 de K 2HPO, y una disolución 1 1'.1 de KH2 P04 hasta 

llegar a pl·I~7.5 

Amortiguador C: HEPES·KOH 50 ml\.1 pH~7.5. EDT.·.._ 0.1 mM. glicerol IOo/o (v/v). DTT 

SmM. 
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