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1. RESUMEN

La fosfoenolpiruvato carboxilasa es una enzima que esta involucrada en
la asimilacién del diéxido de carbono en las plantas. Esta enzima se
encuentra regulada por la D-glucosa-6-fosfato, el malato y la glicina. E! sito
activo ha sido objeto de numerosos estudios {lzui ef af.,1983; Gonzalez y
Andreo, 1989) pero el sitio alostérico para la D-glucosa-6-fosfato no se ha
estudiado a fondo (Tovar-Mendez et al., 1997).

En este trabajo se demuestra que en el sitio alostérico para la D-
glucosa-6-fosfato de la fosfoenolpiruvato carboxilasa de hoja de maiz, puede
unir al acido 2-sulfobenzoico y al acido fenilarsénico con una kgapp de 12.6 y
35.9 mM respectivamente; esto es sin la necesidad de un sustrato que ocupe
el sitio activo de esta enzima. Pero con la presencia de los ligandos
fosfoglicolato y el idn magnesio, la kyarr se reduce en ambos casos: los
valores obtenidos fueron de 0.13 mM para el 4cido 2-sﬁlfobenzoico yde 1.3
mM para el acido fenilarsénico.

Con estos resultados podemos decir que se unen a el sitio alostérico
activador para la D-glucosa-6-fosfato de Ja enzima fosfoenolpiruvato
carboxilasa moléculas que presenten dos cargas formales parcial o
totalmente comunicadas entre si y que por lo menos una de las cargas debe
localizarse sobre un grupo altamente oxidado y con geometria tetrahédrica tal

como el sulfato, el fosfato o el arsonato.




2. INTRODUCCION

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) es una enzima citosolica y
oligomerica que se encuentra ampliamente distribuida en las plantas
superiores (Lepiniec et al., 1994). Ademas, la PEPC constituye alrededor del
15% del total de la proteina soluble en el maiz (Uedan y Sugiyama, 1976;
Hague y Sims, 1980; Hayakawa et al, 1981). En las plantas C, (de alta
productividad) la relacion de la PEPC con respecto a la ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) es de 2 a 1 mientras que en las plantas C;
(las mas comunes) es de 0.1 a 1 {O'Leary, 1682).

La PEPC cataliza la carboxilacion del fosfoenolpiruvato (PEP),
empleando el bicarbonato y un catién divalente (Chollet et al., 1996). Su
participacion es crucial en la fijacién inicial del CQO; atmosférico durante la
fotosintesis de las plantas C4 (por ejemplo el maiz) -y en las plantas
crasulaceas con metabolismo écido (CAM). Se han determinado 3 isoformas
de ta PEPC en las plantas superiores, las cuales podemos clasificar como:
PEPC de plantas C; y de células’ vegetales no verdes, PEPC fotosintética de
plantas C, y PEPC fotosintética de plantas CAM (Ting y Osmond, 1973).

Seguin Toh et al. (1994) las isoformas de la PEPC se pueden agrupar en
dos categorias:

La PEPC que presenta funciones anapleréticas en una variedad propia
de sistemas no fotosintéticos; es decir, participa en el suministro de

oxaloacetato al ciclo del acido citrico; suministrando asi el carbono para la




fijacion del nitrégeno, como en hojas de plantas Ca y en las semillas y frutos
en formacién (Lepiniec ef al., 1994). Esta forma de la PEPC también esta
involucrada en otros aspectos como el matenimiento del pH (Davies, 1986), la
regulacion de la osmolaridad (Israel y Jackson,1982), la apertura y cierre de
los estomas de las hojas (Deroche y Carrayol, 1988) y la recaptura del CO»
respirado (Van et al,, 1991).

La PEPC relacionada con las actividades fotosintéticas de las plantas C,
y CAM. En las plantas C, estan separadas las funciones de la PEPC y de la
RuBisCO en compartimentos distintos, separando la captura del CO;
atmosférico (células del mesdfilo) de su asimilacidn en el ciclo de Calvin
{células de ta vaina del haz). En las plantas CAM se presenta un ciclo
circadianc en el que la PEPC fija el CO. atmosférico generando malato en las
noches y en el dia el ciclo de Calvin lo asimila en azdcares y almidén
(Bandarian et al., 1992).

La PEPC es una enzima alostérica cuya actividad se encuenira
altamente regulada (Chollet ef al., 1996). Existen evidencias de por lo menos
do§ tipos diferentes de regulacién.

La enzima es altamente activada por metabolifos como la glicina, la D-
glucosa-6-fosfato (G6P), la fructosa-6-fosfato (FEP) y fas triosas fosfato
(Uedan y Sugiyama, 1876; Doncaster y Leegood, 1987; Bandarian et al.,
1992). Estos activadores reducen la K, para el PEP y algunos producen
ademas incrementos ligeros en la Vimax (O'Leary, 1982). Las isoformas de
plantas C, y de tejidos no fotosintéticos son menos sensibles a la activacion

por los azicares fosforilados (Tarczynski y Outlaw, 1993). El malato y el
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aspartato inhiben a la PEPC incrementando la K, aparente para el PEP sin
alterar la Vnma ., el malato puede producir una inhibicion competitiva o no

competitiva dependiendo del pH (Huber y Edwards, 1975; Gonzalez et al.,

1984, 1987). El efecto inhibitorio del malato sobre la PEPC es general para '

todas las isoformas. El efecto inhibitorio del malato es reducido por el
activador GG6P (Schuller et al., 1990).

Un segundo tipo de regulacion se ejerce mediante la fosforitacion
reversible de un residuo de serina que se encuentra cerca del extremo N-
terminal del polipétido; en el maiz se trata de la serina 15 y en el so.rgo es la
serina 8 (Jiao y Chollet, 1990, 1991; Jiac ef al., 1990, Lepiniec et al,, 1994;
Duffs y Chollet, 1995). Al parecer la fosforilacion in vivo de la PEPC en fas
plantas superiores ocurre durante los periodos de iluminacion (Jiao ef al.,
1891; Jiao y Chollet, 1952). En plantas C,, la PEPC fosforilada posee mayor
actividad enzimatica (Jiao y Chollet, 1988, 1989), ya que la fos.forilacir.’m~
protege a la enzima de la inhibicion por el malato (Jiao y Chollet, 1989; Arrio-
Dupont ef al., 1992; Tovar-Mendez ef al., 1998).

A nivel de la expresidn del gen que codifica a la PEPC, su transcripcién
responde a diferentes factores ambientales como la luz Mdal y Gadal, 1983;
Sims y Hague, 1981), el déficit de agua (Pipenbrock y Schmitt, 1991; Bruifert
et al,, 1993) y la disponibilidad y el tipe de la fuente de nitrégeno (Manh et al.,
1993; Sugiharto et al, 1990, 1992; Champigny y Foyer 1992; Champigny

1995, Deroche y Carrayol, 1988).

11




3. ANTECEDENTES

3.1. Reaccidn catalizada por la fosfoenolpiruvato carboxilasa.

La fosfoenolpiruvato carboxilasa {ortofosfato : oxaloacetato carboxiliasa;
E.C.4.1.1.31; Dixon, 1979) cataliza la reaccion irreversible de B-carboxilacion
del fosfoenolpiruvato en presencia del bicarbonato y el magnesio, dando
como productos el oxaloacetato y el fosfato inorganico (esquema 1; Bandurski

y Greiner, 1853).

2+

Fosfoenolpiruvato + HCOy —g> Oxaloacetato + Pi

Esquema 1. Reaccidn catalizada por la PEPC (tomado de O’Leary, 1982).

La reaccion catalizada por la PEPC es altamente exergdnica con un AG®
entre -6 a -8 kcal/mol {O'Leary, 1982). Ademas, es la tinica carboxilasa que

se conoce que utiliza bicarbonato y no depende de biotina (Knowles, 1989).

3.2. Caracteristicas fisicoquimicas, cinéticas y moleculares de la
fosfoenolpiruvato carboxilasa.

La fosfoenolpiruvato carboxilasa se ha encontrado en plantas

superiores, algas y cianobacterias (Lepiniec ef al, 1994). Durante la

purificacién de la PEPC de maiz, se ha determinado que la masa molecular




de la enzima es de 400 kDa mediante la velocidad y equilibrio de su
sedimentacion, (Uedan y Sugiyama, 1976). En analisis mediante
electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), la
PEPC de maiz muestra una sola banda con una masa molecular de 100 kDa,
lo que nos indica que la enzima esta formada por un tetramero de cuatro
subunidades con la misma masa molecular (O°Leary, 1982).

El extremo N-terminal es susceptible de sufrir protedlisis durante la
purificacidn si no se incluyen en el medio de extraccion los inhibidores de
proteasas adecuados (McNaughton ef af., 1989). La degradacién proteolitica
parcial de la PEPC de plantas C, conduce a la pérdida de la sensibilidad de la
enzima al inhibidor malato y a cambios en ofras propiedades cinéticas de la

misma (Jiao y Chollet, 1991). Sin embargo, esta forma conserva su actividad

casi integra, razon por la cual este cambio pasé inadvertido por mas de una _

década (Chollet ef al., 1996).

Dependencia del pH

En estudios cinéticos se ha visto que la PEPC presenta una buena
actividad en un intervalo de pH de 7.5 a 8.5 (Lepiniec et al., 1994) y que la
méaxima actividad enzimatica se alcanza a un pH de 8 (O'Leary, 1982). La
afinidad d'e la PEPC de maiz por el PEP disminuye a un pH mayor de 9.5y a
un pH menor de 7.5 (O'Leary ef a;'.. 1981).

Los cambios en el pH alteran ia estructura cuaternaria de la proteina
generando con esto formas no activas de la enzima (Podesta y Andreo,

1888). La estructura cuatemaria de la PEPC ha sido descrita como un




homotetramero. En estudios realizados in vitro se cbserva que a pH neutro se
favorece la forma tetramérica y disminuyendo o aumentando el pH se
favorece la disociacién de [a forma tetramérica, la cual pasa a una forma
dimérica con menor o nula actividad y en condiciones mas drasticas alecanza
un estado monomérico, siendo esta Ultima una forma totalmente inactiva de la

enzima (Wu ef al., 1990).

Otros cosolutos

El acido etilendiamonio tetracético (EDTA) y un pH de 8 protegen a la
enzima de su inactivacién, la dilucion de la enzima a un pH de 7 a
temperatura ambiente favorece la forma dimérica al igual que la presencia del
malato y el EDTA. La presencia del PEP, Mg** y bicarbonato, inducen la
forma tetrameérica (Wu et al,, 1990). También, se ha visto que el glicerol

estabiliza la estructura cuaternaria de la enzima (Podesta y Andreo, 1989).

Cationes

Un catidn divalente como el Mg?* resulta ser un activador indispensable
de la reaccion catalizada por la PEPC. El pape! del l\r‘lg2+ es el de formar un
complejo de unidén en el sitio activo de la enzimka (enzima-catién-PEP;
Maruyama et af., 1966). Ademas, esta enzima dependiente de bicarbonato
puede catalizar la hidrélisis del PEP con la formacién de piruvato (Ausenhus y
O’Leary, 1992}. Dicha reaccién colateral (esquema 2) representa menos del
5% de la conversion del PEP en condiciones que semejan la situacion in vivo,

pero esta proporcidn se puede incrementar hasta alcanzar un 50% en




presencia de otros metaies.divalentes como el Ni** (Ausenhus y O’Leary,
1992). Aun cuando in vitro €] Mn?" y el Co®* pueden reemplazar al Mg®* como
cofactores de la PEPC, éstos son menos efectivos (O'Leary ef al., 1981).
Otros cationes divalentes como el Zn®*, Hg®*, Ca**, Cu® y Cd® resultan ser
inhibidores de la enzima (Andreo ef al, 1987). Se cree que el Mg®* es el
cofactor de la PEPC in vivo porque se encuentra en mayor proporciéon en e-l
citoplasma de las plantas que los otros metales mencionados (Andreo et al.,

1987; Wedding y Black, 1988, Sigel y Sigel, 1990; da Silva y Williams, 1591).

Me?*
Fosfoenolpiruvato + HCO; ———  piruvato + CO; +Pi

Esquema 2. Reaccidn de hidrdlisis del PEP catalizada per la PEPC.

Bicarbonato

El bicarbonato que se utiliza en esta reaccién proviene principalmente
del CO, atmosférico, el cual pasa a través de los estomas de las hojas de la
planta (Davies, 1979). El didxido de carbono reacciona con el agua para
formar el bicarbonato, esta reaccion se favorece con ayuda de la enzima que
es la anhidrasa carbénica (Badger y Price, 1994).

Para los estudios cinéticos de la PEPC por efecto del bicarbonato, es
dificil controlar la concentracién del HCOy porque existe un equilibrio entre el
CO, del ambiente, el didxido de carbono disuelto en agua y el HCOy en

disolucidn acuosa por ello es necesario trabajar en atmdsferas controladas.
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Se ha reportado una Ky, (HCOy) para la enzima de maiz de 20 yM a un pH de
7,100 pM a un pH de 8 , y 160 pM a un pH de 8.5, todos los ensayos se

hicieron en presencia del Mg®* (O’Leary, 1982).

Sustrato

El PEP se considera como e} sustrato de la PEPC, pero ciertos estudios
realizados en los Ultimos afos demuestran que la afinidad de la PEPC de
maiz por el complejo Mg-PEP es mayor que por el PEP o por el Mg®* por lo
que se considera el sustrato de la enzima al complejo Mg-PEP (Wedding et
al., 1988; Rodriguez-Sotres y Mufioz-Clares, 1990; Lopez-Valentin, 1997;
Tovar-Méndez et al., 1998).

3.3. Estructura de la fosfoenolpiruvato carboxilasa.

La estructura primaria de la PEPC ha sido deducida a partir de los genes
que la codifican en un nimero importante de especies, ademas se ha visto
que se conserva en un porcentaje significativo la secuencia de los
aminoacidos (Andreo ef al., 1987; Rajagopalan et al., 1994). Se cree que las
secuencias mas conservadas participan en los eventos cataliticos y en los
mecanismos regulaterios de la enzima (Andreo ef al., 1987; Rajagopalan et
al, 1994). En la secuencia del ADN que codifica para la PEPC de maiz se
encontré que la enzima estd consfituida por 935 aminoacidos, revelande un
43% de homologia con la enzima de E. cofi y un 33% de homologia con la

carboxilasa de cianobacterias (Andrec ef al., 1987, Rajagopalan et al., 1994).




Ademas la secuencia entre los residuos 603 y 816 (FHGRGGSIGRGGAP) de
la enzima de Zea mays esta altamente conservada en las tres isoformas de la
proteina y parece ser Unica para la PEPC (Rajagopalan et af, 1994). Se
propone que en ésta secuencia puede encontrarse el sito de unién para el
PEP. Ademas, algunas lisinas y varias argininas estan conservados en la
secuencia de varias carboxilasas (Andreo et al, 1987, Gao y Woo, 1985,
1996).

Estudios de madificacién quimica en la PEPC de maiz han demgstrado
que 2 de los residuos de arginina antes descritos y cuatro residuos de lisina
por tetramero, son indispensables para la actividad y que estos grupos son
protc_egEdos por el PEP (Andreo ef al., 1987). Estudios cinéticos a diferentes
valeres de pH nos indican 2 residuos de aminoacido con un pK,; alrededor de
7.3 gue son muy importantes para la union del PEP y/o Mg®* de la PEPC de
maiz, probablemente se trate de residuos de histidinas {lglesias y Andreo,
1983). Varios residuos de histidinas se conservan en [as tres isoformas de la
proteina y uno de estos se encuentra en la region entre los residuos 603 a
616 de la enzima de maiz antes mencionada. Estudios de derivatizacion de la
enzima con piridoxal 5'-fosfato demuestran que existe un residuo de histidina
en la vecindad de las lisinas mencionadas anteriormente (Andreo et al.,
1987). Muchos estudios han reportado que grupos tiol son indispensables en
ta actividad de la enzima, cuatro de estos grupos por tetramero parecen estar
presentes en los sitios de unidn del PEP (Chardot y Wedding, 1891).
Experimentos realizados con bromopiruvato sugieren que se encuentran

localizados cerca de la regién de interaccion con el grupo metileno del PEP




{Gonzalez et al., 1986). La PEPC de maiz tiene varios residuos de cisteinas y
estudios mas recientes han confirmado que en fa enzima nativa presenta 8
puentes disulfuros {Stiborva y Leblova, 1986).

Walker et al. (1986) reportaron que la modificacion de los grupos tiol por
p-cloromercuribenzoato y de los residuos de histidinas por dietil pirocarbonato
causan la disociacion en dimeros y monémeros. Estos resultados indican que

los residuos de histidinas y cisteinas son importantes para mantener la

estructura cuaternaria de la enzima (Walker et al., 1986). E! arreglo espacial
de las subunidades del tetramero ha sido determinado por medicién de la
difusién rotacional de la PEPC de hoja de maiz modificada con isotiocianato
de eosina. La estructura hidredinamica de ésta enzima en ausencia y
presencia de todos los sustratos podrian describir un arreglo tetraédrico,
mientras con el bicarbonato y el Mg?* o el PEP y el Mg®* el arreglo es trigonal
con una distorsién centrada. Se puede especular que ésta estructura
representa una transicion conformacional de la enzima durante el ciclo
catalitico (Andreo et af., 1987).

Se ha descrito que la PEPC de plantas CAM extraida de hojas
mantenidas en obscuridad presenta la forma tetramérica y la forma dimérica
cuando las hojas se encontraban iluminadas. Ambos extractos presentan
actividad, pero la forma dimérica o iluminada efa éér:lsible a la inhibicién por
malato mientras que la otra forma no (Andreo et al., 1987). Sin embargo, el
significado de estas observaciones es cuestionable, ya que estudios recientes
demuestran que la enzima se mantiene en estado tetramérico bajo

condiciones de alta concentracion de proteina, semejante a las que deben




existir in vivo (Chollet et al., 1996; Tovar-Mendez et al., 1897). por lo tanto es
mas factible que el efecto de sensibilidad a malato se deba a las diferencias
en el estado de fosforilacion de la enzima bajo las condiciones de luz y

obscuridad (Jiao y Chotlet, 1991}.

3.4. Papel de la fosfoenolpiruvato carboxilasa en el metabolismo de
las plantas.

La PEPC tiene otras funciones no fotosintéticas en las plantas como: la
funcién anaplerdtica en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Outlaw y
Kennedy, 1991). Consiste en el restablecimiento de intermediarios del ciclo
(i.e. oxaloacetato y malato), ofreciendo esqueletos carbonados necesarios
para asimilar e! nitrdgeno y biosintesis de aminoacidos (Melzer y O’Leary,
1987: Schuller et al., 1890; Huppe y Turpin, 1994). La funcién anaplerdtica de
la PEPC es importante en todas las células vegetales (esquema 3) y es
especialmente notable en condiciones en las que el consumo de acidos
organicos de 4, 5 y 6 carbonos es abundante, como por ejemplo en tejidos
con una abundante sintesis de aminoacidos (Melzer et al, 1987), como
ocurre durante la formacion de las semillas y la germinacién (Duffs y Cheilet,
1995: Bort et al., 1996; Watson y Duffus, 1988), 6 durante ia maduracion de
las frutas (Blanke y Lenz, 1989). Por lo general, la actividad de PEPC se ve
incrementada durante la division celular y la organogénesis (Lepiniec ef af.,
1994) y también recaptura el CO; respirado, mantiene el pH y la

electroneutralidad (Andreo ef al,, 1987).
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Esquema 3. Interrelacién entre los metabolismos del N y el C (adaptado de Vance et
al, 1994). PEPC: fosfoenolpiruvato carboxilasa; MDH: malato deshidrogenasa; GS:
glutamina sintetasa; AS: asparagina sintetasa; AAT: aspartato aminotransferasa;

GOGAT: NADH-glutamato sintasa.

Por otra parte, existen tres tipos de mecanismos descritos en plantas C,
que permiten aprovechar el oxaloacetato producido por la reaccidn catalizada
por la PEPC. La via de la enzima malica dependiente del nicofinadenina-di
nucledtido (NAD'), la via de la enzima malica dependiente del nicotinadenina-
fosfodinucledtido (NADP™) y |a via de la fosfoenofpiruvato carboxicinasa.

En [as células del mesdfile de las especies en las que predomina Ia
enzima malica dependiente d\e NADP"*, el oxaloacetato producido por la

reaccion catalizada por la PEPC es reducido a malato. El malato pasa

después a las células envolventes del haz vascular y es descarboxilado por la
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enzima malica dependiente de NADP'. Los productos de reaccidon son el
NADPH, el H', el piruvato y el CQ,. El CO; formado es fijado por el ciclo de
Calvin y e! piruvato es transportado de regreso hasta las células del mesdfito,
en donde es reconvertido a PEP dentro del cloroplasto por la enzima piruvato
ortofosfato dicinasa para reiniciar el ciclo.

En las especies en que predomina la enzima malica dependiente de
NAD", el oxaloacetato es transaminado a aspartato dentro de! meséfilo y es
conducido a las células envolventes del haz vascu!ar; En las
transaminaciones asociadas a la ruta C, se encuentran implicados el
glutamato y el a-cetoglutarato como donante y aceptor del grupo amino,
respectivamente. Una vez en las células envolventes del haz vascular, el
aspartato es desaminad? a oxaloacetato, que es reducido después a malato,
transportado a la mitocondria y descarboxilado por la enzima maélica
dependiente de NAD'. Los productos de reaccion son el NADH, el H' el
piruvato y el CO,, este Ultimo se integra al ciclo de Caivin. El piruvato formado
en esta reaccidn es transaminado a alanina, que es transportado a las células
del meséfilo. Una vez alli, ta alanina sufre una nueva transaminacion
volviéndose a formar el piruvato, el cual es incorporado al cloroplasto y
convertido a PEP para reiniciar el ciclo. Esta Gltima transaminacién permite
mantener el balance de nitrégeno entre las células del meséfilo y las del haz
vascular.

En las especies en las que predomina la PEP carboxicinasa, el
oxaloacetato es transaminado a aspartato en las células de! mésofilo. El

aspartato es transportado después a las células envolventes del haz y es
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transaminado de nuevo generando el oxaloacetato. El oxaloacetato es
descarboxilado por una PEP carboxicinasa dependiente de ATP. Los
productos de 1a reaccion de descarboxilacidén son el ADP, el PEP y el CO.. EI
COz se intregra al ciclo de calvin. Ei PEP producido es transportado a las
células del mesodfilo. Dado que un amincacido C4 (aspartato) es capturado por
las células envolventes del haz vascular y que lo que regresa es un acido
organico Cs, se necesita un intercambio antiparalelo de piruvato y alanina
para mantener el balance de nitrégeno entre las células del meséfilo y las

células de la vaina vascular (esquema 4).

Egpecies enzima Especles enzima Especies enzima
NAD milica NADP milica PEP carboxicinasa
r N N L ™

N Ciclo Cicto Ciclo
= .'_; de de de
g3 Calvin $ Calvin Cawin / 1

u CO,
as cO, co PEP
3g |Piruvato —— 2 v
u'g l Malato I Piruvato

+ Oxaloacetst
Nal'lliﬂa Oxalo;ceta:o ——tPlrl:vato Alanina cetato
]
Plruvato Malato Plruvato

& Aspartato .
§ g 1 PEP Aspartate

0
£ g PEP PEP T
T Oxaloacetate Oxaloacetato

Oxaloacetato
L CO, J L co, J L co, J

Esquema 4. Los subgrupos de plantas C, (tomado de Smith y Wood, 1992).

Esto indica que el metabolismo C4 ha aparecido numerosas veces a lo

largo del proceso evolutivo en forma independiente (Lepiniec et al, 1994;




Rajagopalan et al., 1994).
Se podria establecer una reaccién neta para la asimilacion del CO,

donde interviene la PEPC en las plantas C,, (esquema 5).

CO; (Céla delmesifio) + ATP +HO ———p C0O; (Cékia de ba vaina dethaz) + AMP + 2 Pi+ '

Esquema 5. Reaccién neta de bombeo de CO, presente en el metabolismo
fotosintético de las plantas C, (ftomado de Stryer 1990).

Se puede ver que el transporte del CO, de la célula del mesdfilo a la
célula de la vaina del haz se consumen dos enlaces fosfatos de alta energia.
Si conjuntamos la via C, y el ciclo de Calvin quedaria representado como lo

muestra el esquema 6.

6CO+30ATP+12NADPH + 18HLO  — P CHuOy + 30 ADP + 30 P+ 12NADP” + 18 H'

Esquema 6. Reaccidn neta de asimilacidn del CO, en plantas C, {tomado de Stryer
1990).

A pesar de los costos energéticos adicionales, el ciclo C, es tan efectivo
suprimiendo las pérdidas por f{otorrespiracion que bajo condiciones
fotosinteticas en las que la irradiacién solar no es limitante las plantas C,
tiene mayor rendimiento cuantico (mol de CO; fijado por mol de fotones
absorbido) superior al que presentan las plantas C; bajo estas mismas

condiciones, por lo que se ha catalogado a las plantas C4 como plantas de
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alta productividad. Sin embargo, bajo condiciones de iluminacion limitante y
baja temperatura, la fotosintesis es mas lenta y las plantas C; resultan tan
eficientes como las C,;. Ademas, las plantas C; son mas tolerantes al estrés
por frio, por lo que la distribucidn global de tas plantas C4 esta casi limitada a
las regiones tropicales y subtropicales.

Las plantas tropicales que tienen la via C,; presentan escasa
fotorrespiracion debido a que la elevada concentracién del CO; en sus células
de la vaina del haz acelera la reaccion de carboxilasa respecio a la de

oxigenasa {Dennis y Turpin, 1990),

3.5. Mecanismo cinético y quimico de la reaccién catalizada por la
fosfoenolpiruvato carboxilasa.

El mecanismo cinético que se ha propuesto es ordenado, primero el
metal, después el PEP y por dltimo el HCOy (OLeary ef af, 1981; Chollet ef
al, 1996). Sin embargo, este mecanismo ha sido revisado recientemente y se
ha concluido que bajo las condicicnes operantes in vivo, la adicidn de los
sustratos PEP y Mgz’ a la enzima ocurre preferencialmente en fa forma del
complejo Mg-PEP(Tovar-Mendez, et al. 1998.).

El primer paso del mecanismo quimico es la transferencia reversible de!
grupo fosfato del PEP al bicarbonato formando el carboxifosfato y el
enoipiruvato (Chollet et al, 1996), este Ultimo se halla aparentemente
estabilizado por el i6n metdlico magnesio. El paso final previo a la liberacion

del oxaloacetato es el ataque nucleofilico del CO; al carbono-3 del
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enolpiruvato dando como preducto el oxaloacetato; este paso requiere de la
descomposicion previa del intermediario carboxifosfato en didxido de carbono
y en fosfato inorganico, también existe un paso irreversible no identificado
que podria ser determinante de la velocidad de la reaccion. Se propone que
alguna base de! sitio activo desprotona al intermediario provocando que se
obtenga didxido de carbono y fostato inorganico, pero no se ha podido
delucidar como el diéxido de carbono ataca al carbono-3 del enolpiruvato, ya
que estos dos intermediarios se encuentran fisicamente muy separados. Se
plantea la hipdtesis de que se requeriria un cambio conformacional de la
enzima para poder acercar el carbono-3 del enolpiruvato con el didxido de
carbono, ésta propuesta esta apoyada por el hecho de que ninguno de los
pasos claramente identificados son irreversibles yfo determinantes de la
velocidad de la reaccién y porque se ha observado que la carboxilacién puede
ser impedida por |a liberacion irreversible y prematura del piruvato sin la
formacion del oxaloacetato (hidrolisis del enolpiruvato; esquema 7). Es decir,
el estado del sitio activo previo a la carboxilacion perdura lo suficiente para
permitir el escape del enolato, lo que apoya la propuesta de que el paso

siguiente esta entre los pasos mas lentos de la reaccién (Janc ef al., 1992).
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Esquema 7. Mecanismo de reaccion de la PEPC (tomado de Chollet et al., 19396).

3.6. Sitios alostéricos reguladores de la enzima fosfoenolpiruvato
carboxilasa.

Por modificaciones quimica de argininas y lisinas de la PEPC se ha
determinado |a presencia de 3 sitios distintos de unidn el la PEPC: uno para
el PEP, otro Vpara la GBP y otro para el malato y se ha establecido que el PEP
puede unirse al sitio para la G6P (Rustin ef al, 1988, Tovar-Mendez ef al.,
1897).

El sitio de union para el PEP es el sitio activo, aunque ya se sabe que el
sustrato es el complejo Mg-PEP (Wedding ef al., 1988; Rodriguez-Sotres y

Munoz-Clares, 1990; Lopez-Valentin, 1997; Tovar-Méndez ef al., 1998).
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El efecto de la G6P es disminuir la K, para el sustrato e incrementar
ligeramente la Vmax , perdiendose al parecer la cooperatividad (Bandarian et
al., 1992; Duff y Chollet, 1995). Aunque el malato a bajas concentraciones es
un inhibidor competitivo, a altas concentraciones es mixto (Huber y Edwards,
1975; Duff y Chollet, 1995).

Otro sifio adicional es el sitio para la glicina (Stiborova y Leblova, 1985;
Bandarian et al., 1992) que presenta efeclos aditivos con la activacion por la

GBP.

3.17. Efecto de los analogos del fosfoenolpiruvato sobre la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa.

El estudio con analogos de! sustrato nos puede definir un perfil de un
sitio. Este andlisis resulta particularmente interesante en el caso de la PEPC,
dado que el sustrato (PEP) también se pega al sitio alostérico activador para
la G6P (Rodriguez-Sotres y Mufoz-Clares, 1990; Tovar-Méndez ef al., 1997).

En seguida se muestra |a tabla 1 con una lista de analogos de! sustrato
PEP que son inhibidores competitivos, es decir, que se unen al sitio activo de

la PEPC de maiz.
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Tabla 1. Analogos del PEP y sus constantes de inhibicion sobre la
actividad de la PEPC de hoja de maiz {tomado de Gonzalez y Andreo,

1989).
Andlogo Ki (nM)
Acido 1-hidroxiciclopropano carboxilico 7
fosfato
Fosfoenol-3-bromopiruvato 7
Z-metilfosfoenofpiruvato 17
3,3-dicloro-2-dihidroxifosfinoil-metil-2- 80
propenoato
1 -fosfolactato 100
E-metilfosfoenoipiruvata 110
Fosfoglicolato 200
Fosfoenolpiruvato fosfonato 400
Dimetilfosfoenolpiruvato 380
E-3-cianofosfoenolpiruvato 1360
Fosfoenottiopirivato 2000
Fosfonoacetato 2000
Fosfomalato 2600
Fosfonopropionato 10000

La conclusién general de los estudios realizados con los analogos de
PEP que se unen al sitio activo es que el grupo fosfato y el carboxilato son

muy importantes para la unién (O'Leary, 1982; izui ef al., 1983; Andreo ef af.,




1987, Chavez-Montes, 1997). Cuando uno de estos dos grupos falta la
constante de disociacion se ve incrementada 2 veces el orden de magnitud
{Andreo et al, 1987). El angulo en el carbono 2 (alrededor de 120°, el
oxigeno del enlace C-O-P y el grupo metileno (carbono 3), son importantes
para que se una el sustrato a la PEPC (Andreo et af, 1987). Cuando se
substituyé uno de los hidrégeno del metileno por un bromuro o un metilo, se
generd una disminucion de un orden de magnitud de la constante de
disociacion, Cuando se reemplazan ambos hidrégenos por metilos disminuye
la constante de afinidad, esto indica la existencia de un impedimento estérico
en una de las dos posiciones (Andreo ef al., 1987). En un experimento que
utilizé E-cianofosfoenolpiruvato se demastrd una alta constante de disociacién
{1.36 mM) en presencia del Mgz’. en tanto que el grupo ciano en posicién 2
no redujo la afinidad (Wirsching y O'Leary, 1985). Este y otros estudios han
demostrado que los grupos en la posicién £ (trans al fosfato) producen un
impedimento estérico severo (Duffy y Nowak, 1984; Andreo ef al., 1987;
Gonzalez y Andreo, 1988). Con todos los resultados obtenidos se sabe que
en el sitio activo se encuentran presentes residuos de histidina, cisteina,
arginina y lisina, los cuales son indispensables para la unién y catalisis del
PEP. Se realizé un esquema hipotético de como podrian encontrarse
distribuidos estos aminoacidos en el sitio activo de la PEPC (esquema 8).
Posiblemente los grupos cargados de arginina y lisina interaccionan con los
grupos fosfato y carboxilato (en el esquema son asignados arbitrariamente).
El imidazol de a histidina tal vez interaccione con el Mg®* y este a su vez

interactie con parte del grupo fosfato. Tomando esto en cuenta se puede
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explicar la proteccién parcial proporcionada por e! cation divalente contra la
inactivacién por dietil pirocarbonato y la disminucién en la afinidad por el PEP
y el MgzH cuando las histidinas se encontraban protonadas. Una de las
cisteinas postuladas estd focalizada cerca de la regién de unién del arupo
metileno. Esto es soportado por los experimentos con analogos del PEP
como son el fosfoenol-3-bromopiruvato y el bromopiruvato (Andreo et al.,

1987).

‘- ;
/_gdo

Esquema 8. Propuesta del sitio activo de la PEPC (modificado de Andreo et af.,

1987).
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Tabla 2. Analogos del PEP que han sido reportados como activadores

de la PEPC.
Analogo Férmula desarrollada
~ ¥ OH
Glucosa-6-fosfato 0 o /
- U
O-p-o0 ~0H
0w’ \
OH
Fosfoenelpiruvato® 0 o
g
0
o
HC
0
2-fosfometil-2-propenoato de metilo’ CHo
A
Meom)k/P"
o
0
Sulfeenalpiruvato’ o o
Ry
0
o
»s-
)
Fenilfosfato’ o
\ .0
é o
Fosfomicina® N
ne 40
2-fosfometil benzoato de metilo” 9 o
Ry
CHJ

—_

'Wedding ef al., {1989); ?Rustin et al., (1988); “Jenkings ef al., (1986); Peliska y
O'Leary, (1989); *Rodriguez-Sotres y Mufioz-Clares, (1990); Mujica-Jiménez ef al.,

(1998); 'Chavez-Montes, (1997).
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En la tabla 2 se muestran algunos de los activadores naturales de la
PEPC como la G6P y el PEP, también se muestran otros activadores que
presentan cierta analogia estructural con el PEP, pero que no se encuentran
in vivo.

Se ha reportado que los flavonoides también son excelentes inhibidores
de la PEPC, pero atin no se sabe como podrian intervenir como reguladores
de esta enzima in vivo, ni se ha descrito el sitio al que se unen (Pairoba et al.,

1986).
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4, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las especies de pastos de origen tropical llamadas C4, como el maiz, la
cafia de azucar y el sorgo, son especies que presentan una gran importancia
economica; ya que son capaces de fotosintetizar con mayor rapidez y
producir mayor biomasa si se les cultiva bajo irradiacion y temperatura
elevadas.

Dada la importancia de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC)
encargada de fijar inicialmente al CO; en las plantas C, y CAM, y que
ademas esta altamente regulada {O'Leary, 1982; Chollet ef al, 1996), los
estudios acerca de las caracteristicas del sitio activo y del sitio alostérico de 1a
enzima resultan de gran relevancia.

Como ya se menciond, ademas de su funcién fotosintética, una gran
cantidad de funciones fisiologicas han sido propuestas para la PEPC puesto
que puede proveer de esqueletos carbonados para el ciclo de Krebs (funcién
anaplerética) y para los requerimientos de asimilacion del nitrdgeno (Manh ef
al., 1993; Sugiharto ef al., 1990, 1992; Champigny y Foyer 1992; Champigny;
1995); también la enzima esta involucrada en la regulacion en los cambios del
pH (Manicol y Jacobsen, 1992). Dada la diversidad de funciones en que la
PEPC puede participar, no es sorprendente que esta proteina presente
multiples sitios alostéricos regulatorios que le permitan modular versatiimente
su actividad a través de la unién de diversos ligandos.

Asi, si deseamos modificar en una planta ciertas carateristicas

relacionadas con su capacidad para acumular determinados compuestos
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carbonados tales como las proteinas, los azlcares, los polisacaridos yfo los

acidos grasos, es necesario entender las caracteristicas que regulan a la
PEPC, a fin de modificar sblo la respuesta necesaria para obtener el
resultado deseado, sin afectar todas las demas funciones de la planta.

Como ya se ha mencionado en los antecedentes, el analisis de los
ligandos que interactuan con un sitio de una proteina puede decimos mucho
sobre las caracteristicas de dicho sitio (Gonzédlez y Andreo, 1987). Asi, el
presente proyecto intenta definir mejor las caracteristicas quimicas y
moleculares de los ligandos que modifican la actividad de la PEPC al unirse al
sitio alostérico activador para la G6P de esta enzima. Para entender mejor la
accion de estos ligandos, también es necesario conocer las afinidades
relafivas de los mismos por el Mgz’. en virtud de que la concentracion de este
cation puede modificarse inadvertidamente g.i no se toma en cuenta la

formacién de complejos con el ligando en estudio.
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5. HIPOTESIS

Los compuestos que se unen al sitio alésterico activador de la
fosfoenofpiruvato carboxilasa se distinguen de los que se unen al sitio activo
por poseer dos en lugar de tres cargas negativas y existe una distancia

dptima entre los atomos que soportan dichas cargas.
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6.

OBJETIVOS

Obijetivo general:

¢ Determinar el efecto cinético de varios andlogos del PEP sobre la
PEPC y en su caso, determinar las constantes de unién al sitio
alostérico activador para la GEP sobre la enzima fosfoenolpiruvato

carboxilasa de hoja de maiz.

Objetivos particulares:

» Determinar la capacidad de los compuestos para formar complejos
con el magnesio.

+ Estudiar el efecto los compuesto elegidos sobre la cinética de la
fosfoenclpiruvato carboxilasa.

+ Determinar las constantes de unién de los compuestos al sitio activo
y al sitio alostérico activador para la D-glucosa-6-fosfato.

* Analizar la geometria de los compuestos y su distribucion de cargas.
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7. METODOLOGIA

Purificacion de la enzima.

La enzima fosfoenolfpiruvato carboxilasa se obtuvo de las hojas de la
planta de maiz (Zea mays). Las plantas crecieron en un invernadero con
iluminacion natural, por 4 a 6 semanas y a una temperatura entre 20 y 30 °C.

La enzima se purificd conforme a lo reportado por Mdjica-Jiménez et al..
(1998), segin se describe a continuacién. La planta se mantuvo por lo menos
12 horas antes de su extraccion en completa obscuridad y el proceso de
extraccion se realizé en las mismas condiciones. A las hojas se les despojo
de su nervadura, se les colocd en una solucion amortiguadora de extraccion
{A) en una relacién de buffer a tejido de 1:3 y se les homogenizé & 4 °C en un
mortero. El amortiguador de extraccion (A) contenia: el &cido N-{2-
dihidroxietil] piperazina-N’"-{2-etanosulfénicol( HEPES) a una concentracién de
100 mM sjustado a un pH de 7.5 con KOH, con 20 % (v/v) de glicerol y 0.2
mM de EDTA y, un momento antes de la extraccidn, fueron adicionados con 5
mM de malato, 10 mM de MgClz, 25 mM de PO, (sal de potasio), 1 mM de
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 5 mM de DL-ditiotreitol (DTT) y 2 mM de
benzamidina, mas 100 ug/mi. de quimostatina como inhibidores de proteasas.
El homogenado se filtrd a través de 4 capas de gasa y se centrifugé a 40,000
rpm durante 30 minutos. Los pasos subsecuentes ya no se realizaron en

obscuridad.
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El sobrenadante se aplica a una columna de dietilaminoetil-celulosa
(DEAE)-Sephacel de S0 mlL, equilibrada con un amortiguador (B) que
contenia; HEPES-KOH 50 mM a un pH de 7.5, 0.1 mM de EDTA , 10% (v/v)
de glicerol, 25 mM de K:HPQ,, 1 mM de PMSF, 5 mM de DTT, 5 mM de
malato, 2 mM de benzamidina y 10. pg/mL de quimostatina. La actividad de
PEPC se eluy6 con un gradiente de fosfatos de potasio (pH 7.5) de 25 hasta
500 mM, aplicado en el mismo amortiguador (B) de equilibrio. Finalmente, se
reunieron las fracciones de mayor actividad (ver ensayo de actividad mas
adelante) y se aplicaron a una columna de Sepharosa Q de fiujo rapido de 30
mL, equilibrada con el amortiguador (B). La actividad de PEPC se eluyd con
un gradiente de fosfatos de potasio de 25-500 mM, aplicado en el mismo
amortiguador de equilibrio (B).

) Después se reunieron [as fracciones de mayor actividad y se aplicaron a
una columna de Superdex 200 FPLC utilizando el mismo amonrtiguador (B, sin
fosfatos) para su elucién. Las fracciones eluidas de la columna de Superdex
con actividad de PEPC se colectaron y mezclaron, se les afadido glicerol al
10% {viv) y se congelaron a -70 °C. En estas condiciones la enzima puede
conservarse durante varias semanas sin pérdida apreciable de actividad.

El andlisis mediante electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), revelb que la enzima tenia una pureza de mas

del 98%, segun el criterio de tincidn con azul de Cocomassie G.
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Determinacion de la concetracion de proteina.

La proteina se cuantificé mediante el método de Bradford (Bradford,
1976), el cual se basa en la formacién de un complejo azul que se forma al
unirse el reactivo azul de Coomasie (azul brillante G) con ciertos residuos de
las proteinas. €l reactivo se prepard a partir de azul de Coomasie 0.05% (p/v)
en una solucién de acido perclérico at 0.6% (p/v), una vez disuelto se filtr6. Se
realizé una curva patrén con la albimina de suero bovino (ASB) disuelta en
agua a un concentracién de 2 mg/mL. A esta disolucion se agregé 0.02% de
azida de sodio. Se tomaron volumenes crecientes de la disolucion de ASB
desde 0 hasta 40 pL y se completd a 50 L con agua destilada. Luego se le
agregaron 5 ml. del reactivo de Bradford, se mezclaron y dejaron reposar 20
minutos y finalmente se midié la absorbancia a 595 nm. Para la

determinacién de la proteina en nuestras muestras se tomaron 5 ul de estas

y se llevaron a un volumen de 50 yl. con agua destilada, después se les
adicionaron los 5 mL del reactivo de Bradford y se midioé su absorbancia a

595 nm; el valor obtenido se interpold en la curva patron de ASB.

Determinaciéon de las constantes de unién de Mg” con los
compuestos en estudio, Método espectofotométrico.

El ién magnesio es indispensable para la reaccion que cataliza la PEPC

por lo que la concentracién de este idn en el medio debe conocerse muy bien.

Por lo tanto se tuvo que determinar las constantes de unién del i6n magnesio

con los ligandos en estudio. Para esto se utilizé un método
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espectrofotométrico, el cual se basa en la formacién del complejo de Mg®*

con la 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) :

Ko
8-HQ + Mg* —5% Mg—sHQ

donde Ko es la constante de formacion del complejo que presenta un maximo
de absorbancia a 360 nm, si el ligando forma un complejo con el magnesio

entonces se estableceria la siguiente reaccion:

K, -
Ligando + Mg®* ©——5 Mg—igando
donde K. es la constante de estabilidad del complejo magnesio-ligando.

Se utilizd un amortiguador que contenia: trietanolamina (TEA) 50 mM
ajustando el pH a 7.3 con HC!, 0.5 mM de 8-hidroxiquinoleina (quelante del
magnesio) y se fijé la fuerza idnica a 0.15 M con cloruro de tetraetilamonio. La
absorcion a 360 nm revela la presencia del complejo Mg—8-hidroxiquinoleina,
por lo que en dos celdas espectrofotométricas paralelas se afadio el
amortiguador anterior y solo a una ellas se le adiciond cloruro de magnesio
{MgClz) 10 mM. La absorbancia de la celda sin magnesio se empleé como
blanco y se registré la absorbancia de {a seguna celda. A continuacién, se
adicionaron alicuotas sucesivas de la solucién con magnesio a la celda
blanco vy la absorbancia se registr6 después de cada adicion. Este

procedimiento se repitié pero en presencia de una cierta concentracion del
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ligando en estudio en ambas celdas a varios niveles de concentracién. Los

datos obtenidos se ajustaron a la ecuacién siguiente:

M& ot = A, A . Lie Koo A

€ Ko HQiE-A Ko-HQ-E+ A.(Ks-Kp)

La variable dependiente fue la absorbancia y la variable independiente
fue la concentracion total del idn magnesio, HQ, es la concentracion total de
la 8-hidroxiquinoleina, Ly es la concentracion total del ligando, K; es la
constante de estabilidad global del complejo Mg — 8-hidroxiguinoleina (Mg-
8HQ), £ es el coeficiente de extincion molar de! complejo Mg-8HQ, (A) es la
absorbancia de la disolucién y K, es la constante de estabilidad aparente del
complejo Mg-ligando la cual es la que queremos calcular; todas las
concentraciones se manejaron en mM y las constantes en mM™.

Con los valores obtenidos de las K, por cada una de las diferentes
concentraciones de ligando se hizo un regrafico de 1/K, vs la concentracién
del ligando total. La interpolacién a concentracion del ligando igual a cero nos
proporciona el valor de la constante de estabilidad global del complejo Mg-
ligando al pH de trabajo (Osullivan y Smithers, 1979). Para todos los calculos
se utilizd el programa MicroCal Origin version: 3.01 {MicroCal Software, Inc.

One Roundhouse Plaza Northampton, MA 01060. USA).
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Ensayos de la actividad de la PEPC para los estudios cinéticos.

Con los valores obtenidos de !as constantes de estabilidad de los
complejos Mg-ligando se pudieron calcular las concentraciones totales
requeridas de PEP, MgCl; y ligandos requeridas para la realizacién de los
experimentos que se detallan a continuacion. Dichos calculos se realizaron
mediante €l uso del programa MECOMPLX.EXE el cual sigue un sistema de
ecuaciones autoconsistentes descrito por Storer y Comish-bowden {1976),
este programa fue desarrollado en la facultad de Quimica (Rodriguez-Sotres y
Muroz-Clares, 1990).

~ Para este estudio se utilizé una disolucién amortiguadora de TEA-HCl a
pH 7.3, que contenia: 1 mM de EDTA, 0.2 mM de nicotinadenina dinucledtido
(NADH), 10 mM NaHCQ;, 2 U/mL de malato deshidrogenasa (MDH), fas
concentraciones indicadas de ligando, PEP y MgCl; en un volumen final de 1
mL. La actividad se determind mediante una reaccioén acoplada a la reaccién
que cataliza la PEPC:

PEPC MDH
PEP + HCOy g—® Oxaloacetato + NADH + H* <—> malato + NAD®

el cambio de absorbancia se debid a 1a oxidacion del NADH que es la especie
que ahsorbe a 340 nm, esto se realizd en un intervalo de hasta 120 segundos
a 30 °C y a 340 nm. El coeficiente de extincidn molar empleado fue de 6.22
uM*em™. El ensayo estandar para medir actividad de PEPC contenia 2.5 mM

de PEP y 5 mM de MgCl,.
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Determinacion de la constantes de uﬁién por proteccion frente a la
modificacidon quimica de la PEPC con piridoxal-5'-fosfato.

A una alicuota de la enzima recién descongélada se le aplicd un
desalado por repetidos pasos de concentracion y dilucion mediante
centrifugacion en centricén (amicdn S30) en un medio TEA HCt 0.1M, pH 7.3
y 1 mMde EDTA.

Por otro lado, en un tubo envuelto con papel aluminio se colocd una
pequefia cantidad de piridoxal-6'- fosfato (PLP, aproximadamente 1 mg)
adicionando 1 mL de agua. La cencentracion se determind a traves de su
absorcion a 388 nm, con un coeficiente de extincion molar de 4.9 uM™ em’™.

Después se mezcld la enzima con 0.4 mM de PLP, cantidades variables
del Iigando en estudio y agua hasta alcazar un dilucién de la enzima de 2
veces. Cuando se indica, también se adicionaron Mg y/o fosfoglicolato. Las
muestras se incubaron en obscuridad, por una hora a temperatura ambiente y
al término de la incubacién se determiné la actividad residual de PEPC.
Mediante ensayos de actividad estandar con y sin adicién de 10 mM del

activador glucosa 6-fosfato en la cubeta.

Procesamiento de datos.

Los datos cinéticos se ajustaron mediante una regresion no lineal a la
ecuacion de velocidad mediante el programa MicroCal Origin y de este ajuste
se determinaron las constantes correspondientes, a saber:lsy, Vinax ¥ Km © Sos

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

Michaelis-Menten:

_ Ve [PEP “ Mg]
K, +[PEP - Mg]

Hill:

Viay - [PEP - Mg]?

v =
Sps” + [PEP - Mg]"
Inhibicion de tipo hiperbélico (general):

(PO-PG)
(1+xlig)+ P,

En donde (v) es la velocidad inicial determinada experimentalmente,
Veax €5 la velocidad maxima, K, es la constante de Michaelis-Menten, S5 es
la concentracidén de sustrato a la cual se tiene la mitad de la velocidad
maxima, (h) es el nimero de Hil, Py es 1a velocidad inicial, P, es la velocidad

a concentracion al infinito y la Isp es la concentracién de sustrato a la cual se

tiene la mitad de la velocidad final.
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Para los activadores alostéricos se maneja el siguiente mecanismo:

K
E +s-M—L ESM —— +E + P + M
+ +
A A

aKSM ﬁkca:

AE + SM~—>AESM——AE + P + M

Esquema 9. E es la enzima PEPC, S-M es el sustrato y metal PEP-Mg™, E-S es el
complejo enzima-sustrato, P es el producto, M es el metal, A es el activador, Kas
representa laconstante de disociacién del activador y la enzima. Los factores ay b
indican el cambio que sufren las constantes de disociacion o catalitica cuando se
ocupa el sitio por el activador (Segel, 1975).

La ecuacidn resultante del mecanismo cinético de un activador

alostéricos en condiciones de equilibrio rapido es :

Vinax " [S-M] * (ol + B [A])
oy KeuKo + (Al Koy K + [S-M] - (oK, +[AD

De los datos de proteccion frente a la modificacion quimica se calculd la

sensibilidad de la PEPC frente a la D-glucosa-6-fosfato.

45




La sensibilidad se calculd como actividad en presencia de la G6P (v)
menos actividad en su ausencia (vo) divida por la actividad en ausencia de la

GBP (vo).

Los compuestos estudiados son:
El acido 2-sulfobenzoico, el acido 3-sulfobenzoico, el acido A-sulfobenzoico,
el acido fenilarsonico, el acido sulfobenzoico, el dcido sulfoacético, la glucosa-

6-fosfato y la fosfomicina (ver anexo).
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8. RESULTADOS

Constantes de estabilidad de los complejos de magnesio con los
analogos del PEP,

Debido a que se ha demostrado que el sustrato preferencial de la PEPC
es el complejo Mg-PEP (Wedding et al, 1988; Rodriguez-Sotres y Mufioz-
Clares, 1990; Lopez-Valentin, 1997; Tovar-Méndez ef al., 1998), es necesario
conocer la afinidad de los componentes de las mezclas de reaccion que se
desean ensayar con Mgz'. ya que de otra manera resulta imposible calcular la
concentracion real del sustrato. Para ello se empled el método de la
competencia de la 8-hidroxiquinoleina y el ligando en estudio por el magnesio,
que se describe en fa seccidn de Metodologias. Las constantes aparentes de
formacion de los complejos magnesio-ligando obtenidas por este método se
presentan en la tabla 3. Como puede observarse existe una gran variacion en
las afinidades de estos compuestos por el Mgz'. La figura 1a y b muestran
una grafica que ilustra el tipo de datos que se obtienen con el uso de esta
metodologia; el ajuste se hizo a un modelo de equilibrios quimicos mltiples
mediante dos tipos de analisis distinto. Los valores obtenidos con ambos tipos
de analisis fueron similares, si bien el modelo general reportd valores mas
pequefios para el error estandar. Los valores reportados en a tabla 3 son los
obtenidos mediante este.ﬂltimo tipo de analisis. Puede observarse que con
excepcién del acido fenilarsonico y del acido sulfoacetico los valores de las

constantes de formacién de los complejos a pH 7.3 son similares a los
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obtenidos a pH 8.3. Este resultado es el esperado puesto que a pH 7.3 todas
estas moléculas menos el acido fenilarsonico, se hallan completamente
ionizadas. En el caso de! cido fenilarsonico, se calcularon con estos datos
los valores de las constates de estabilidad globales (B} para las especies
parcial y totalmente ionizadas.

El comportamiento del acido sulfoacético resulté anémalo y para
explicarlo se requeriria una mayor experimentacién, lo que esta mas alla de

nuestros intereses presentes.
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Figura 1. Determinacion de la constante de estabilidad de los complejo Mg-
Ligando a pH 7.3, con una fuerza iénica de 0,15 M y a 30 °C. Enh grafica principal se
muestra la absorbancia (@) en funcién de la concentracién de Mg anadido: a} En
ausencia () y en presencia de 4.0 mM (@), 7.5 mM (V) y 15.0 mM (&) del acido 2-
sulfobenzoico. b} En ausencia (M) y en presencia del acido fenildrsonico 4.0 mM (@),
7.5mM (V) y 15.0 mM (A). Las lineas son el resultado de un ajuste conjunto de los
datos a una ecuacitn general con Mg v la concentracién del ligando en estudio
como variables. En los recuadros se muestra el resultado de ajustar cada curva a un
modelo parcial con Mg®, como variable. Ef valor aparente de la constante de
estabilidad obtenido a varias concentraciones de ligando se grafica en funcidn de la
concentracion total det ligando afiadido. Los valores de la constante de estabilidad
obtenida con ambos métodos fueron similares.
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Tabla 3. Constantes de estabilidad global (Ku) para los complejos con magnesio
del fosfoenolpiruvato y de algunos analogos.

pH73 | " "pHB3
K+se' (M) K tse (M)
2-Suifobenzoico 84t13 98+ 74
3-Sulfobenzoico 11£3 46106
4-Sulfobenzoico 363 891091
Fenilarsonico’ 84 +12 160 + 14
Bencensuifdnico 53+04 32+0.7
Sulfoacético 520 + 40 210+ 14
Glucosa-6-fosfato® 50 n.d.
Fosfomicina® 173 n.d.
Fosfoenolpiruvato 180 n.d.

Error estandar de la media. “Con estos datos se calcutaron las constantes de
estabilidad global B|(M9H(CQH5)A50;) 72 £ 11 M y P2{Mg(CeHs)ASOs) 161 £ 50 M
con un pK, de 8.77 (Eidhin y Cinneide, 1968). 3Mancherster. ‘Flores-Santos L. ¥
Rodriguez-Sotres R. (datos no publicados).

Ensayos de cinética de saturacion.

Una vez establecido el valor de las constante de estabilidad entre las
diferentes especies en el ensayo, s¢ decidio realizar un analisis del efeclo de
estos compuestos sobre la actividad de la enzima PEPC a dos
concentraciones fijas de PEP libre, una alta (5 mM) y otra baja (0.5 mM), y a
dos concentraciones fijas de Mgz* libre (1 y 0.9 mM). Esto se hizo para el
acido 2-sulfobenzoico y para el acido fenilarsonico, ya que en estudios
preeliminares estos compuestos se identificaron como posibles activadores
de la enzima PEPC. En la figura 2a y b se muestran las graficas obtenidas
para el acido 2-sulfobenzoico a PEP libre constante. Se puede ver gue en la

figura 2a (PEP libre 0.5 mM) hay una fuerte activacion de la PEPC por ¢l
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acido 2-sulfobenzoico.
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Figura 2. Cinética de saturacion de la PEPC por el sustrato MgPEP a pH de 7.3,

30 °C y en ausencia ( l ), o en presencia de 5mM

del &cido 2-sulfobenzoico ( @ ). a}

Se mantuvo la concentracion de PEP libre constante en 0.5 mM. b) Se mantuvo 1a

concentracién de PEP libre constante en 5 mM.
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Figura 3. Cinética de saturacion de la PEPC por el sustrato MgPEP a pH de 7.3,
30 °C y en ausencia ( l ), o en presencia de 5 mM det acido 2-sulfebenzoico ( @ ). a)
Se mantuvo la concentracion de Mg” libre constante en 0.1 mM. b) Se mantuvo la
concentracion de Mg®* libre constante en 1 mM.
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Figura 4. Cinética de saturacion de la PEPC por el sustrato MgPEP a pH de 7.3,
30 °C y en ausencia (), o en presencia de 5 mM de! acido fenilarsonico ( ® ). a)
Se mantuvo la concentracién de PEP libre constante en 0.5 mM. b) Se mantuvo la
concentracidn de PEP libre constante en 5 mM.
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Figura 5. Cinética de saturacion de la PEPC por el sustrato MgPEP a pH de 7.3,
30 °C y en ausencia (M), o en presencia de 5 mM del acido fenilarsanico (@ ). a)
Se mantuvo la concentracion de Mg®' libre constante en 0.1 mM. b) Se mantuvo fa
concentracion de Mg®' libre constante en 1 mM.
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El acido 2-sulfobenzoico activé moderadamente a la PEPC a dos
diferentes concentraciones de magnesio libre constante, esto lo podemos ver
en las figuras 3ay b.

En las figuras 4a y b se pudieron ver las graficas para el acido
fenilarsonico a dos diferentes concentraciones de PEP libre constante y en
las figuras 5a y b se pudo ver el efecto del acido fenilarsénico a dos diferentes
concentraciones de Mgz’ libre constante. A la concentracion del acido
fenilarsonico (5 mM) a la que se trabajé en estos ensayos no se ve una clara

activacién de 1a PEPC.

TABLA 4. Constantes cinéticas de la saturacion de PEPC por su sustrato Mg-PEP
obtenidas manteniendo la concentracion de PEP libre constante ¢ la concentracion

de Mg® libre constantes.

__Adicion _ | Vi Sos h°
PEP libre ninguna 47.7+186 0.9+ 0.05 20102
0.5 mM AFA 5 mM 52.5+14 0.67 + 0.03 1.810.1
A28B5mM | 1398+78 0.78 + 0.08 1.6+0.2
PEP libre ninguna 591115 1.07 £ 0.24 1.5+0.3
5 mM AFA 5 mM 137.71 18 3.781+0.72 1.0
A2SBSmM | 1280478 1.86 £1.13 0.9+02
Mg libre ninguna 349127 0.1+0.02 1.5+0.3
0.1 mM AFA 5 mM 52.7+6.1 0.60+0.13 1.4+0.3
A25B5mM | 40.7+1.6 0.09 + 0.01 1.0+ 0.1
Mg libre ninguna 349+27 0.7+0.06 1.5+0.3
1mM AFA 5 mM 369+286 0.19+0.04 1.2+0.2
A25B5mM | 355+23 0.23 + 0.02 1.3+ 0.1

a) Velocidad maxima en umol/min/mg de proteina purificada
b) Valor de la concentracién de sustrato semi-saturante en mM
¢) Valor del indice de cooperatividad homotrépica segin el modelo de Hill.

Los resultados obtenidos de los dos compuestos en los diferentes

ensayos se muestran en la tabla 4, donde vemos claramente que el acido 2-
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sulfobenzoico es un mejor activador que el acido fenilarsdnico ya que
aumenta el valor para la Vna v esto se observa mas claramente en las
condiciones de ensayo con PEP libre constante 0.5 mM. Se puede ver que a
la concentracion de 0.5 mM de PEP libre el acido 2-sulfobenzoico aumenta la
Viax ¥ @ la concentracién de 1 mM de Mg®* libre, tanto el acido fenifarsénico
(AFA} como e! acido 2-sulfobenzoico (A-258B) reducen la Sps.

Como se obtuvo una muy clara activacion de la PEPC por el A-258 a
una concentracién de PEP libre constante {0.5 mM), entonces se realizé una
cinética de saturacidn a esla concentracion de PEP libre, variando la
concentracién del acido 2-sulfobenzoico desde 0.05 mM hasta 5 mM.
Podemos ver en la figura 6 las curvas de saturacién obtenidas, la Sos[Mg-
PEP]} disminuye y la Vmax aumenta conforme aumenta la concentracion del

acido 2-sulfcbenzoico.
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Figura 6. Cinética de saturacion de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa frente
a la concentracion de su sustrato MgPEP en ausencia { M) y en presencia de acido
2-sulfobenzoico 0.05 (¢ ), 0.2 (®),04(4+), 1.0 ( A )y 5 mM totales ( ¥ ), a PEP

libre 0.5 mM, pH 7.3y a 30 °C.
En la tabla 5 se muestran los parametros del ajuste de los valores de la
cinética de saturacién de la PEPC en presencia del A-2SB a un modelo

general (vease la metodologia).

TABLA 5. Constantes cinéticas de la saturacién de PEPC por su sustrato
MgPEP a concentraciones variables del 4cido 2-sulfobenzoico, manteniendo
la concentracién de PEP libre 0.5 mM a pH de 7.3.

1.62 £ 0.11 1651024 0.52 £ 0.08 0.39+0.07 |1.33+0.11
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Ensayos de proteccion frente a la modificacién por PLP

A continuacién se muestran los ensayos de proteécién del sitio activo o
del sitio alostérico frente a la modificacién por PLP en presencia de los
analogos A-2SB y AFA. De esta manera se puede saber a cual de los dos
sitios se une el analogo y se puede calcular una constante de disociacion.

En un primer ensayo se puso el acido 2-sulfobenzoico a diferentes
concentraciones y una concentracion fija de PLP (0.4 mM) lo suficiente para
insensibilizar a la PEPC. En la figura 7a podemos observar que hubo una
proteccién por este anélogo del sitio alostérico para la G6P y que no hubo
proteccién del sitio activo. Con los datos de este experimento se calculd la

sensibilidad frente a glucosa 6-fosfato, y de este cdlculo se determind que la

Kg.app fue de 12.6 + 0.8 mM (figura 7b).
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Figura 7. a) Efecto del PLP sobre la actividad de la fosfoeneolpiruvato carboxilasa.
b) Determinacion de la constante de union aparente del dcido 2-sulfobenzoico al sitio
aldsterico para la G6P de (a fosfoenolpinuvato carboxilasa purificada. La constante se
determind por !a proteccion que el acide 2-sulfobenzoico ofrece frente a la
modificacién quimica de este sitio por PLP que se detecta como una insensibilizacién
de esta enzima frente a la G6P. La enzima se incubd a pH 7.3 y a 30 °C en
presencia de PLP (0.4 mM) y en ausencia de otres ligandos, las concentraciones def
acido 2-sulfobenzoico se indican en la grafica. La actividad fue determinada en
ausencia ( ) y en presencia de la GEP 10 mM (@ ).
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Se realizd otro experimento con concenfraciones crecientes del acido 2-
sulfobenzoico, se duplicod la concentracidén del PLP (0.8 mM) para ver si se
insesibilizaba un poco mas la PEPC y ademas se agregd Mgz’ {5 mM) ala
cubeta de incubacion como protector del sitio activo. En la figura 8a y b
podemos ver que se mantiene la proteccién que el A-2SB ofrece al sitio
alostérico para la D-glucosa-6-fosfato, la kyapp €n esta condicién fue 6 veces
menor que en ausencia deMg®*.

En un experimento adicional se midié la proteccién del sitio alostérico
para la G6P por el A-25B frente a el PLP en presencia de fosfoglicolato (25
mM) y de magnesio (15 mM) como protectores del sitio activo (figura 9a y b).
En estas condiciones e! sitio activo no se modifica ya que se mantuvo
constante la actividad de la PEPC en ausencia de la G6P (figura 9a) y Ia
proteccion det A-2SB fue excelente ya que al hacer el ensayo cinético con la
G6P la PEPC se activo rapidamente (figura 9B), el caculo de la ky.ap para
este ensayo did un valor de casi 100 veces menor que en ausencia de

ligandos del sitio activo (tabla 6).
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Figura 8 a) Efecto del PLP sobre la actividad de [a fosfoeneolpiruvato carboxilasa.
b) Determinacidn de la constante de unidn aparente del cido 2-sulfobenzoico al sitio
alésterico para la G6P de la fosfoenclpiruvato carboxilasa purificada. La constante se
determind por la proteccién que el acido 2-sulfobenzoico ofrece frente a la
modificacion quimica de este sitio por PLP que se detecta como una insensibilizacién
de esta enzima frente a la G6P. La enzima se incubé a pH 7.3 y a 30 °C en
presencia de PLP 0.8 mM y Mg® 5 mM como ligando del sitio activo, las
concentraciones del acido 2-sulfobenzoico se indican en la grafica. La actividad fue
determinada en ausencia (M ) y en presencia de la G6P 10 mM (@ ).
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b) Determinacién de la constante de union aparente de! acido 2-sulfobenzoico al sitio
aldsterico para la G6P de la fosfoenolpiruvato carboxilasa purificada. La constante se
determind por la proteccidén que el acido 2-sulfobenzoico ofrece frente a la
modificacién quimica de este sitio por PLP que se detecta como una insensibilizacién
de esta enzima frente a la G6P. La enzima se incubd a pH 7.3 , a 30 °C, en
presencia de PLP (0.4 mM), Mg® (15 mM) y fosfoglicolato (25 mM) como ligandos
del sitio activo, las concentraciones del acido 2-sulfobenzoico se indican en la
grafica. La actividad fue determinada en ausencia ( ll ) y en presencia de la G6P 10
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Tabla 6. Constantes de disociacion aparente del analogo acido 2-
sulfobenzoico, obtenidos mediante un ajuste de Ia ecuacién del modelo de Hill.

Proteccionmy. | Kiaep | h
Contro! 6.4+06 126+0.8 1.0
PLP 0.8 mM 0.93 + 0.11 22106
Mg’ 5 mM
fosfoglicolato25m 1.1+0.2 0.13+0.07 1.0
M Mg®* 15 mM

En ensayos dz proteccion por concentraciones crecientes del acido
fenilarsonico (AFA)qa ¥ cON una concentracion de PLP de 0.4 mM, el
resultado demostré que también este compuesto puede unirse al sitio
alostérico para la D-glucosa-6-fosfato (figura 1 0a), atin en ausencia de otros
ligandos. La kaapp resultd muy alta y debido a ello resulta dificil definirta con
precision (figura 10b). En presencia de los ligandos del sitio activo
fosfoglicolato (25 n;M) y magnesio {15 mM), AFA brindd una buena proteccién
del sitio alostérico para ta D-glucosa-6-fosfato {figura 11a), y la kyapp
estimada (figura 11b) fue de casi treinta veces menor gue la obtenida
anteriormente (tabla 7).

La baja afinidad aparente de la PEPC por el AFA puede deberse a que
el acido fenilarsdnico a pH de 7.3 no se encuentra totalmente desprotonado
ya que su segundo pK, es de 8.77, por lo que los valores obtenidos de los

ajustes fueron corregidos a esta posibilidad (tabla 7.
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Figura 10 a) Efecto del PLP sobre la actividad de la PEPC. b) Determinacién de la
constante de unidn aparente del acido fenilarsénico al sitio aldsterico para la GEP de
la PEPC purificada. La constante se determind por ‘la proteccion que el acido
fenilarsonico ofrece frente a la modificacién quimica de este sitio por PLP que se
detecta como una insensibilizacidn de esta enzima frente a la GBP. La enzima se
incubd a pH 7.3, a 30 °C en presencia de PLP (0.4 mM) y en ausencia de otros
ligandos, las concentraciones del acido fenilarsénico se indican en la gréfica. La
actividad fue determinada en ausencia (M) y en presencia de la G6P 10 mM ( @ ).
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Figura 11 a) Efecto del PLP sobre la actividad de la PEPC. b) Determinacion de la
constante de unién aparente del acido fenilarsénico al sitio alosterico para la G6P de
la PEPC purificada. La constante se determind por la proteccion que el acido 2-
fenilarsonico ofrece frente a la modificacién quimica de este sitio por PLP que se
detecta como una insensibifizacion de esta enzima frente a la G6P. La enzima se
incubé a pH 7.3 , a 30 °C, en presencia de PLP (0.4 mM), Mg® (15 mM) y
fosfoglicolato (25 mM) como ligandos del sitio activo, las concentraciones del acido
fenilarsonico se indican en la grafica. La actividad fue determinada en ausencia ()
y en presencia de la GEP t0OmM ( @ ).
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Tabla 7. Constantes de disociacion aparente del andlogo acido
fenilarscnico, obtenidos mediante un ajuste de la ecuacidén del
modelo de Hill.

. \ng KEAPP 7‘ h.
Control 05102 | 35.9+648 1.0

fosfoglicolato 25mM 1.3+ 0.1 15+0.1
Mg 15mM 1.310.01

Como AFA*
Control 05+0.2 1073+0.72 1.0

fosfoglicolato 25mM | 1.3+0.01 [0.04+0.003| 1.5:0.1
Mg?* 15mM
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Figura 12. Curvas de activacién de la enzima fosfoenclpiruvato carboxilasa en
funcién del pH frente a una concentracién constante de los ligandos glucosa-6-
fosfato (2.5 mM, M) y el acido fenilarsonico total (10 mM, ®), a una concentracion
fija de PEP libre 0.5 mM y Mg-PEP 0.1 mM, a 30 °C. se traz6 a lo largo del
experimento una curva que indica los cambios en la concentracion de la especie
totalmente desprotonada del acido fenilarsénico ( }




Con el fin de corroborar esta posibilidad, se realizé un estudio de la
capacidad activadora del AFA en funcion del pH a una concentracién
subsaturante de! substrato. Se introdujo como punto de comparacion en el
mismo experimento. a la G6P, un ligando totalmente ionizado en este
intervalo de pH. .Los resultados se muestran en la figura 12 que claramente
sefala que la respuesta de la enzima al AFA varia con el pH, en contraste
con el efecto que se observa para la G6P; ademas, la concentracién del
AFA? varia en forma paralela a esta activacion, indicando que la especie
totalmente desprotonada del AFA es la responsable del efecto activador

observado.

Efecto de otros compuestos estudiados.

Para aportar evidencias sobre la importancia de la distancia entre las
cargas del activador A-2SB se trabajo con los isomeros 3 y 4 del acido
sulfobenzoico, también se utilizé el acido bencensulfénico para saber el
efecto del compuesto sin el grupo carboxilato (carga negativa) y, por ultimo,
se utilizé el Acido sulfoacético para ver si es necesario tener las cargas
deslocalizadas en el anillo bencénico. Se trabajé a una concentracion de PEP
libre constante (0.5mM), 2 una misma. concentracion del analogo y se vario la

concentracion del sustrato Mg-PEP (véase figura 13).
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Figura 13, Curvas de saturacién de la actividad de la enzima fosfoenolpiruvato
carboxilasa frente a la concentracion de su sustrato MgPEP en ausencia de ligandos
(W), y en presencia de 2-sulfobenzoico ( @ }, 3-sulfobenzoico ( A ), 4-sulfobenzoico
{ ¥ ), bencensulfonico { ¢ ), sulfoacético ( 4 ), con una concentracién total de 5 mM
en cada uno. La actividad de la enzima se determind a PEP libre 0.5 mM,pH 73y a2
30°C.

Los resultados se ajustaron al modelo de Hill y los valores de los
parametros se muestran en la tabla 8, donde podemos ver que sclamente el
acido 2-sulfobenzoico, el 4-sulfobenzoico y el sulfoacético redujeron la S,

en tanto que los compuestos restantes solamente tuvieron efecto en reducir la

cooperatividad positiva para et Mg-PEP.

63




TABLA 8. Constantes cinéticas de 1a saturacidn de PEPC por su sustrato
I\_/lllgPEP obtenidas manteniendo la concentracion de PEP libre 0.5 mM.

Adicion Vinax® Ses S
Control 659+2.2 | 0.90+005 | 2.03+0.18
2-sulfobenzoico | 106.3+10.0 | 0.47£0.10 | 1.19+0.27
3-sulfobenzoico | 74.8+120 §0.77+0.277| 1.12+0.32
4-sulfobenzoico | 67.3+37 | 0.58+0.07 | 1.35+0.18
Becensulfonico 71.1+129 | 0.86+0.36 1.0+ 0.27
Sulfacético 656+62 | 052+01 | 117025

a) Velocidad maxima en pmol/min/mg de proteina purificada

b) Valor de la concentracidn de sustrato semi-saturante en mM

¢) Valor del indice de cooperatividad homotrépica segdn el modelo de Hill.
*Para el control es Km.

Con el fin de comparar la potencia relativa de estos compuestos y de
determinar mas claramente su efecto, se analizé la actividad de la PEPC en
funcién de la concentracién de ligando a una concentraciéon subsaturante de
sustrato (0.1 mM) y a una concentracion saturante (2 mM), los resultados se
presentan en las figura 14a y b, el ajuste de estos resultados se muestran en
las tablas 9y 10.

El acido fenilarsénico, 2-sulfobenzoico y sulfoacéfico presentaron una
clara activacion de la enzima PEPC y se ajustaron a un modelo de unién no
cooperativa, excepto para el acido fenilarsénico a concentracién subsaturante
del sustrato que presentéd una ligera cooperatividad.

Los acidos sulfobenzoicos y el bencensulfénico resultaron ser
inhibidores de la PEPC, ajustando los resultados a un modelo de inhibicién de

tipo hiperbélica (general), la inhibicion resulté parcial en todos los casos.
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Figura 14, Curvas de saturacion de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa a
cancentracidn a) subsaturante (0.1 mM} y b) saturante (2 mM) del sustrato. Para los
ligandos acido 2-sulfobenzoico (M), acido sulfoacético (), acido 3-
sufobenzoico{ ® ), acido fenilarsénico (4 ), dcido 4-sulfobenzoico (A), acido
bencensulfénico (' } a PEP libre 0.5 mM, pH 7.3 y a 30 °C.
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Tabla 9. Ajuste de las curvas de activacion de la enzima fosfoenolpiruvato
carboxilasa por los acidos fenilarsénico, 2-sulfobenzoico y sulfoacético a un
modelo de unidn cooperativa.

Modelo : Hill |Mg-PEP (mM}| . A mar  Ags” h”
Fenilarsonicopean 0.1 412 150+24 | 16021

2.0 1.75 11.4 £ 8.1 1.0

2-suifobenzoico 0.1 2.24 2.1+£0.35 1.0

2.0 1.15 0.47  0.27 10

Sulfoacético 0.1 2.27 797136 10

'Activacion maxima (Vi Vmn); “Concentracion de ligando que produce 50% de la
activacibn maxima; JIndice de cooperatividad.

Tabla 10. Ajuste de las curvas de inhibicion de la enzima fosfognolpiruvato
carboxilasa para los acidos 3, 4-sulfobenzoicos, bencensulfonico y sulfoacético a
un modelo general de inhibicién de tipo hiperbélica.

Modelo: IsgHyp | Mg-PEP (mM)] P, Tso- Py
3-suffobenzoico 0.1 13.6 0.32+0.26 11.3
2.0 65426 | 01851018 | 53.7£1.8
4-sulfobenzoico 0.1 13.6 0.65 1 0.52 10.6
2.0 63.2 9.03+50 450
Bencensulfnico 0.1 13.310.7 1814 75+1.3
2.0 62.6 813134 40.0
Sulfoacético 2.0 626113 159+ 561 30183

'Actividad inicial ; 2Concentracién de ligando que produce 50% de la inhibicién
méxima; Yactividad final a una concentracién infinita del ligando.

El caso del acido sulfoacético merece una mencion especial, ya que se
comporté como un activador pobre a baja concentracién de sustrato, pero
resulté un inhibidor a altas concentraciones del sustrato. Aunque su baja
potencia como activador no justificéd un andlisis més detallado, este resultado
indica que este compuesto posiblemente cause un aumento de la afinidad de

la enzima por el sustrato.
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Como una comparacion entre diferentes activadores de la PEPC: La D-
glucosa-6-fosfato, Ia fosfomicina, el acido 2-sulfobenzoico y el fenilarsoénico,
se determinaron las curvas de activacién a las concentracién de sustrato
empladas anteriormente.

estas curvas se analizaron con un meodelo de activacidon con unidn
cooperativa y los resultados de los ajustes se presentan en la tabla 9. En esta
tabla podemos ver que a bajas concentraciones de sustrato la fosfomicina es
un excelente activador, superior incluso a la G6P y que este (ltimo presenté
una mayor cooperatividad de unidn. Los resultados obtenidos también nos
muestran que el acido fenilarsdnico es un buen activador a concentraciones
saturantes de Mg-PEP, pero con baja afinidad. De entre los activadores
presentados en la tabla 9, |a fosfomicina resulté ser el mejor a concentracion
subsaturante del sustrato, pero su efecto fue menor al de la G6P a

concentracién saturante, aunque con mayor afinidad.
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Figura 15. Curvas de saturacién de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa a
concentracion a) subsaturante (0.1 mM) y b) saturante (2 mM) del sustrato. Para los
ligandos acido 2-sulfobenzoico (M ), GEP ( @ ), fosfomicina ( A ), acido fenilarsonico
{(¥)aPEPlibre 0.5 mM, pH7.3ya 30°C.
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Tabla 11. Ajuste de las curvas de activacion de la enzima fosfoenofpiruvato

carboxilasa a un modelo de unién cooperativa.

MQ'PEP (mM) Aimax A.-D.s2 h’

2-sulfobenzoico 0.1 3.38 0.87+0.18 | 1.0+0.14
2.0 1.34 0.22 +£0.16 1.0

Glucosa-6P 0.1 7.18 1.156+0.04 12.02+0.12

2.0 1.5 1.07 £ 0.17 1.6+£0.3

Fosfomicina 0.1 9.75 0262001 |165+011

2.0 1.4 0.20£006 | 1.5+057

Fenilarsonicogpeay 0.1 5.83 94119 1.27 +0.26
2.0 1.75 114+ 8.1 1.0

'Activacion maxima (V,.,,,N,,..,.). 2Concentracion de ligando que produce 50% de

la activacién maxima; “indice de cooperatividad.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Como ya se ha mencionado en los antecedentes, el hecho de que los
ligandos del sitio alostérico para la D-glucosa-6-fosfato de la enzima PEPC
sean moléculas que presentan analogia con el sustrato resulta muy
significativo, ya que esto implica que existe una semejanza estructural entre
ambos sitios. O’Leary (1981) ha sugerido que las moléculas con dos cargas
negativas son capaces de unirse al sitio alostérico activador, mientras que las
que poseen fres cargas negativas se unirian al sitio activo. En verdad, los
datos presentados en este trabajo apoyan esta propuesta, ya que los
compuestos estudiados aqui poseen en su mayoria 2 cargas negativas
formales, pero el acido fenilarsénico no se encuentra ionizado en todo el
intervalo de pH y, como cabria esperar, su efecto activador se incrementa con
el pH, al tiempo que aumenta la concentracién de la forma totalmente
ionizada (figura 12). Esto contrasta con el efecto producido por la G6P que
varia poco con el pH. Sin embargo, Chavez-Montes (1997) encontrd que el 2-
fosfonometilo benzoato de metilo era un activador, pero su Acido
correspondiente no era un inhibidor 100 % competitivo. De hecho, este Gltimo
compuesto era incapaz de proteger a la PEPC frente a la incactivacion por
PLP, indicando que no se une al sitio activo. Esto demuestra que si bien el
tener dos cargas negativas parece ser un requisito importante para asegurar
la unién de los activadores al sitio alostérico activador para la G6P, ésta no es
la unica caracteristica que distingue a los ligandos de este sitio, de aquellos

que se unen al sitio activo. Otra posibilidad que no ha sido debidamente
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explorada es la capacidad de los compuestos para unir al Mgz' en solucion,
esto en virtud de que Mdjica-Jiménez ef al. (1998) reportaron que la unién de
fosfomicina al sitio para la G6P requeria de la forma libre de este ligando.
Pero como puede verse en Ié tabta 3, las constantes de unién de los
compuestos varian significativamente y el acido sulfobenzoico, que resultod ser
el mejor activador estudiado en este trabajo (ver tabla 4), posee una afinidad
por magnesio muy inferior a la que presenta la fosfomicina (tabla 3) y mayor a
la que presenta el activador natural GE6P (tabla 1). Ambos activadores, la
fosfomicina y la G6P, son mas potentes que el descrito en este trabajo,
indicando que ciertamente no hay una relacion entre la afinidad por Mgz* y el
efecto activador sobre la PEPC.

Por otro lado, uno de los aspectos mas interesantes de este estudio fue
la posibilidad de medir la unidn de los compuestos a la enzima en ausencia
de sustrato, empleando un procedimiento ya reportado (Tovar-l\.;‘iéndez et al,
1987). Los resultados indican que la mayoria de los ligandos, incluyendo a ia
G6P misma, es decir el ligando natural, no son capaces de unirse a la enzima
cuando el sitio activa se encuentra desocupado. Este comportamiento se
observa también en el mecanismo cinétl:co de la PEPC, recientemente
revisado por Tovar-Méndez ef al. (1998), en el que se menciona que la unién
del PEP libre al sitio alostérico activador para la G6P ocurre obligatoriamente
después de {a union del Mg-PEP al sitio activo. En este estudio, se demuestra
que pese a lo anterior, el sitio alostérico activador para la G6P si esta
accesible a los ligandos, ya que el acido 2-sulfobenzoico si es capaz de

unirse a la enzima en ausencia de otros ligandos, incluyendo el magnesio
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{figuras 7a y b, tabla 6). Adiciocnalmente, la simetria del efecto alostérico esta
claramente evidenciada por el hecho de que la unién de este compuesto se
refuerza notablemente cuando el sitio activo se encuentra ocupado (figuras
8a y b, 9a y b, tabla 6), esto es, la constante de disociaciéon aparente
disminuye 5 veces cuando se afade sdlo el magnesio y hasta casi 100 veces
cuando se afiade ademas el fosfoglicolato. .

El caso del fenilarsonico merece una consideracién especial, ya que a
pH 7.3, valor de pH al que se realizaron los estudios de unidn, este ligando se
encuentra parcialmente ionizado y, como ya se dijo, su efecto es claramente
dependiente del pH. De manera que los valores de las constantes reportadas
en la tabla 7, los cuales son aproximadamente 10 veces superiores a los
obtenidos para el acido 2-sulfobenzeico, se vuelven comparables a fos que
presenta este Gltimo compuesto cuando se corrigen para la concenfracion de
ia especie totalmente ionizada (tabla 7).

Otro de los factores que son importantes en la union de los ligandos al
sitio alostérico activador para la G6P es la deslocalizacion de los electrones (y
por lo tanto de las cargas formales), gracias a los dobles enlaces presentes
en la molécula. Sin embargo, los datos presentadas en este estudio indican
que este factor no es indispensable, ya que el acido sulfoacético fue un
activador moderado, capaz de aumentar la afinidad de la enzima por el
sustrato; ya que como se ve comparando la figura 13 con la 14a, la adicién de
este compuesto a concentraciones subsaturantes de sustrato resulta en un
aumento de la actividad {figura 13), no asi a concentraciones saturantes

cuando el efecto es una ligera inhibicion (figura t4a). El mecanismo de este
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altimo efecto inhibitorio observado a concentraciones saturantes de sustrato
podria deberse a un efecto indirecto relacionado con la inhibicion que se
observa en esta enzima por exceso de sustrato y que esta siendo estudiado
por el grupo de la Dra. Rosaro A. Munoz-Clares (resultades adn no
publicados) o a la unién de este compuesto a otro sitio no identificado. Lo que
si resulta comin a todos estos compuestos, es la comunicacién existente
entre las cargas formales, ya que en el acido sulfoacético, a pesar de no ser
aromatico, la distancia entre los grupos es tan pequefia que las nubes de
electrones sobre los oxigenos del grupo sulfonato y del carboxilato se
encuentran parcialmente sobrelapadas (Chavez-Montes ef al., manuscrito en
preparacion). En este sentido, la misma G6P y la fosfomicina, parecen salirse
de este patrén, ya que en ambas moléculas las cargas formales se localizan
sobre el grupo fosfato y por lo tanto la localizacién de estas cargas esta
polarizada sobre una zona de la molécula. Sin embargo, en este caso los
oxigenos del anillo de pirano y de epdxido, respectivamente, parecen jugar un
papel importante (Chavez-Montes et al, manuscrito en preparacion). Otro
caso que parece no encajar en este modelo, es el caso de! Acido
fenilarsénico, sin embargo, el arsonato, es un grupo con muchos orbitales
electronicos desocupados y con distancia de enlace As-O mucho mayores
que las distancias P-O en el grupo fosfato. Por lo tanto, en este caso la carga
se puede deslocalizar parcialmente sobre el anillo de fenilo.

La unién de estos ligandos al sitio activo produce reacomodos de la
enzima que se traducen en un aumento en la velocidad maxima de la PEPC

{efecto V) y un aumento de la afinidad del sitio activo por su sustrato (efecto
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K). 6 solamente en este ultimo. La clara separacion de estos efectos indica
que el alosterismo que presenta esta enzima no puede explicarse mediante
un modelo clasico de dos estados (como el propuesto por Monod, Wyman y
Changeaux, 1965), sino que se requiren al menos tres estados: El estado
basal con baja afinidad por Mg-PEP y baja Vimax, un estado con alta afinidad
por el sustrato y un estado con alta afinidad y alta Velocidad maxima (el
estado con alta Vs ¥ baja afinidad no es requerido, ya que los ligandos que

aumentan Vmax Siempre presentan algun efecto K).
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10. CONCLUSIONES

El sitio alostérico activador para la D-glucosa-6-fosfato de la enzima
fosfoenofpiruvato carboxilasa parece requerir moléculas que presenten las
siguientes caracteristicas:

Dos cargas formales parcial o totatemte comunicadas entre si.

Deslocalizactén de las cargas formales sobre dos zonas
relativamente separadas de las moléculas.

Al menos una de las cargas debe localizarse sobre un grupo
altamente oxidado y con geometria tetrahédrica tal como el sulfato, el
fosfato o el arsonato.

La unién de estos ligandos a la enzima inducen una transicién
alostérica que se traduce en un aumento en la velocidad maxima de la PEPC
(efecto V) y un aumento de la afinidad del sitio activo por su sustrato {efecto
K}, o solamente en este Cltimo, lo que indica que Iar PEPC se confarma a un

modelo de alosterismo de mas de dos estados.
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*ANEXO

NOMBRE: Acido 2-sulfobenzoico

FORMULA MOLECULAR : C/H 058

P.M. = 20017
0.0
o'é,
O// H
H H

NOMBRE: Acido 3-sulfobenzoico
FORMULA MOLECULAR : C;H;058

P.M. =200.17
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NOMBRE: Acido 4-sulfobenzoico
FORMULA MOLECULAR : CyH(0sS

PM, =20017
2
O=g'0
H H
H H
o” "o

NOMBRE: Acido bencensulfénico
FORMULA MOLECULAR : CgHsOsS

PM. =157.16
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NOMBRE: Acido sulfoacético

FORMULA MOLECULAR : C;H,05S

P.M. =138.12
HH O
- //
ojﬁ‘\s\
o \O
5 O

NOMBRE: Acido fenilarsonico

FORMULA MOLECULAR: CgHsO3As

P.M. = 20003
O- -
O-Z".:AS'O
H H
H H
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NOMBRE: Fosfornicina
FORMULA MOLECULAR : C3HsO.P

P.M. =1358.04

NOMBRE: Glucosa-6-fosfato
FORMULA MOLECULAR : CgHy1OgP

P.M. =258.12

* Para todos los clculos y representaciones de las
moléculas se tomd a la especie totalmente
desprotonada.
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