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RESUMEN

RESUMEN

La piruvato fosfato dicinasa es una enzima que cataliza de manera
reversible la transferencia de los grupos fosfato del fosfoenolpiruvato y pirofosfato
al AMP. Esta enzima no se encuentra en el humano pero si en parasitos como
Trypanosoma cruzi y T. brucei, Leishmania spp., Giardia lamblia y Entamoeba
histolytica, por lo que se le propuso como blanco terapéutico. Hay reportes que
describen dos mecanismos cinéticos diferentes para esta enzima. Los
mecanismos difieren principalmente en el niumero de reacciones parciales que
participan. En el mecanismo de la enzima de Propionibacterium shermanii son
tres y dos en el de Clostridium symbiosum y maiz. Las diferencias entre los
mecanismos cinéticos reportados para la piruvato fosfato dicinasa, su importancia
como blanco terapéutico y el grave problema de la amibiasis en México fueron las
causas principales que dieron origen a este trabajo.

Mediante estudios de velocidad inicial en estado estacionario y de
pirofosforilacion con sustratos radiactivos, inhibicién por producto y ecuaciones de
velocidad deducidas a partir de diferentes mecanismos propuestos se concluyo
que el mecanismo cinético de la piruvato fosfato dicinasa es de tipo Uni
(fosfoenolpiruvato) Uni (piruvato) Bi (AMP primero y pirofosfato después) Bi
(fosfato primero y ATP después) ping pong no clasico con la formacién de un
complejo ternario sin salida entre la enzima fosforilada, el AMP y el piruvato.

En este trabajo también se determind de manera cuantitativa el posible
papel metabdlico de la piruvato fosfato dicinasa de la amiba en condiciones

cercanas a las fisiolégicas. De acuerdo a los datos presentados en este trabajo, el
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equilibrio de la reaccion que cataliza la enzima esta desplazado hacia la sintesis
de fosfoenolpiruvato.

Ademas de estos datos experimentales, este trabajo pretende ser un
instrumento de consulta en lo que se refiere a la teoria de los mecanismos
cinéticos y en lo que se conoce sobre algunos aspectos del metabolismo de la

amiba.



ABSTRACT

ABSTRACT

Pyruvate phosphate dikinase catalyzes the reversible phosphorylation
between phosphoenolpyruvate, pyrophosphate and AMP. This enzyme has been
proposed as possible chemotherapeutic target because it is absent from the
human host, but is present in parasites like Trypanosoma cruzi, T. brucei,
Leishmania spp., Giardia lamblia and Entamoeba histolytica. Two different kinetic
mechanisms have been reported for this enzyme. The main difference between
these mechanisms is the number of partial reactions that make up in the complete
reaction: three for the Propionibacterium shermanii enzyme and two for the
Clostridium symbiosum and corn enzymes. This work was begun to find out which
of these two kinetic mechanisms was followed by the pyruvate phosphate dikinase
of Entamoeba histolytica. Also to advance the research on the very important
health problem of amibiasis in México and to explore the characteristics of the
enzyme as a good chemotherapeutic target.

The kinetic mechanism determined for the amebal enzyme is a non classical
Uni (phosphoenolpyruvate) Uni (pyruvate) Bi (AMP first and pyrophosphate next)
Bi (phosphate first and ATP next) ping pong with the ternary complex formation
between AMP, enzyme and pyruvate. This conclusion was reached based on
experimental data of steady state initial velocity patterns, radioactive binding
experiments, product inhibition patterns and velocity equations.

The metabolic role of this enzyme was also determined in this work; thus

being first quantitative report of the amoebal enzyme function determined in near
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physiological conditions. According to the experimental data phosphoenolpyruvate
synthesis is thermodynamically favored.
This work is also an extense introduction to kinetic mechanisms and a

review of some aspects of the current knowledge of E. histolytica metabolism.



ABREVIATURAS

ABREVIATURA

C4PPDK: Piruvato fosfato dicinasa de plantas C4

CsPPDK: Piruvato fosfato dicinasa de Clostridium symbiosum
E: Enzima libre

EA: Complejo enzima-sustrato A

EB: Complejo enzima-sustrato B

EAB: Complejo ternario de la enzima con los sustratos Ay B
EE: Estado estacionario

EhPPDK: Piruvato fosfato dicinasa de Entamoeba histolytica
EP: Complejo enzima-producto P

EPQ: Complejo ternario de la enzima con los productos Py Q
EQ: Complejo enzima-producto Q

EqgR: Equilibrio rapido

F: Enzima quimicamente modificada

FSC-H: Parametro de citometria de flujo, dispersion frontal
FB: Complejo enzima modificada-sustrato B

FP: Complejo enzima modificada-producto P

GWD: a-glucano agua dicinasa

HK: Hexocinasa

k.4: constante de velocidad de la disociacidn del complejo enzima-sustrato
Ka: Constante de Michaelis-Menten para el sustrato A

Kg: Constante de Michaelis-Menten para el sustrato B
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kcat : constante catalitica

K.q: Constante de equilibrio

Ki.: Constante de disociacion del sustrato A

Kic: Constante de inhibicion competitiva

Kii: Constante de inhibicidén incompetitiva que hace referencia al efecto del
inhibidor sobre el intercepto de los dobles reciprocos (1/Vmax); sindnimo de
Kiu

Kis: Constante de inhibicion competitiva que hace referencia al efecto del
inhibidor sobre la pendiente de dobles reciprocos (Km/Vmax); sindbnimo de
Kic

Kiy: Constante de inhibicién incompetitiva

Kn: Constante de Michaelis-Menten

Kns: Constante de Michaelis-Menten del sustrato

Knp: Constante de Michaelis-Menten del producto

LDH: Lactato deshidrogenasa

MK: Miocinasa

PEP: Fosfoenolpiruvato

PFK: Fosfofructocinasa

PFK-ATP: Fosfofructocinasa dependiente de ATP

PFK-PPi: Fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato

Pi: Fosfato

Pir: Piruvato

PPDK: Piruvato fosfato dicinasa

PPi: Pirofosfato
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PPS: Piruvato agua dicinasa

PsPPDK: Piruvato fosfato dicinasa de Propionibacterium shermanii
PVF: Proteina verde fluorescente

PYK: Piruvato cinasa (a veces también se le abrevia PK)

SSC-H: Parametro de citometria de flujo, dispersion lateral

v: velocidad inicial

Vmax 6 V: velocidad maxima;

(Vimax)ap 0 Vapp: Velocidad méxima aparente

Vmaxt: Velocidad maxima del sentido directo de la reaccion, el sentido
termodinamicamente favorecido (forward)

Vmaxr: Velocidad maxima del sentido reverso de la reaccion.

Vmax/Km: Eficiencia catalitica; (Vmax/Km)ap: Eficiencia catalitica aparente
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CAPITULO I. INTRODUCCION

I. A. Mecanismos cinéticos

El mecanismo cinético de una enzima se refiere al orden de union de los
sustratos y al de liberacion de los productos. Existen tres principales mecanismos
cinéticos: azar, ordenado y ping pong. Los mecanismos al azar y ordenado se
clasifican como mecanismos SECUENCIALES (Figura 1) debido a que es
necesario que los dos sustratos (en el caso de una enzima birreactante) estén
unidos a la enzima para poder llevar a cabo la catalisis. Estos mecanismos
secuenciales pueden tener diferentes subtipos de acuerdo a la relacién entre los
valores de kcat ¥ k1. Pueden clasificarse como mecanismo en equilibrio rapido (Kcat
<<< k1) o en estado estacionario (kcat > k). Existe otro mecanismo cinético
secuencial ordenado, que es muy singular debido a que no se acumula el
complejo ternario entre la enzima y los dos sustratos bajo las condiciones de la
reaccion (Figura 1). Este mecanismo se conoce como Theorell-Chance en honor
a los investigadores que lo propusieron en 1951 para la enzima alcohol
deshidrogenasa de caballo (Segel, 1975). El complejo ternario no se acumula
debido a que una vez que el segundo sustrato se une al complejo EA (sustrato A
unido a la enzima libre), la catalisis es “instantanea”, es decir, la constante de
velocidad de formacion del complejo EAB es muy lenta en comparacion con la
constante de velocidad de transformacién a EPQ. EI mecanismo ping pong o de
enzima sustituida o de doble desplazamiento se clasifica como un mecanismo

cinético NO SECUENCIAL. Es no secuencial debido a que NO es requisito que
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los dos sustratos estén unidos al mismo tiempo a la enzima para que se lleve a
cabo la catalisis (Figura 1).

Existen también los llamados mecanismos hibridos, que son en los que una
parte del mecanismo es de un tipo y la otra parte es de otro; por ejemplo, un
mecanismo trirreactante en el cual el sustrato A se une a la enzima libre como en
un mecanismo ordenado, pero los sustratos B y C pueden unirse indistintamente
(al azar) al complejo EA previamente formado.

I. A. 1. Nomenclatura

Los mecanismos cinéticos reciben un nombre particular en el cual primero
se sefala, a través de prefijos, el numero de sustratos y productos que participan
en la reaccion (uni, bi, tri, etc.). Por ejemplo, en el caso de una enzima
trirreactante (tres sustratos) con un mecanismo cinético ordenado y dos productos
en el sentido directo de la reaccion (forward) se nombraria Ter Bi ordenado y en el
sentido reverso seria Bi Ter ordenado. En el caso de la Figura 1, todos los
mecanismos que se muestran en los diagramas de Cleland tienen dos sustratos y
dos productos, por lo que al nombre de cada mecanismo lo anteceden los prefijos
Bi Bi.

Los mecanismos hibridos tienen las mismas reglas de nomenclatura, sélo que se
les agrega el término “hibrido” antes de mencionar los mecanismos cinéticos que
lo componen. Existe una gran variedad de nombres para este tipo de mecanismos
qgue no siguen fielmente la nomenclatura aqui sefialada (ver adelante en el articulo

de revision, la figura 4 de mecanismos cinéticos reportados para PPDK).
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Mecanismo cinético Bi Bi al azar

A B
¢ ; : 2
EA EQ
E EB (EAB & EPQ) EP E
¢ !
1 1
B A Q P
Mecanismo cinético Bi Bi ordenado
A B P Q
! ! 0 1
E EA (EAB & EPQ) EQ E
Mecanismo Bi Bi Theorell-Chance
A B P Q
1 N 7 0
E EA EQ E
Mecanismo Bi Bi Ping Pong
A P B Q
¢ 0 ! 0
E EA FP F FB & EQ E

Mecanismo hibrido Azar-Ordenado en un sistema trirreactante

B C Q R
{ { 1 i)
A EAB P
1 EPR 1
E EA EAC EABC & EPQR EPQ EP E
0 0 { |
C B R Q

Figura 1. Diagramas de Cleland de los mecanismos secuenciales con dos
sustratos y dos productos (Bi Bi) : azar, ordenado y ping pong. Los sustratos son
Ay B, los productos son P y Q. Las formas de la enzima son : enzima libre (E),
complejo de la enzima con el sustrato A (EA), complejo de la enzima con los dos
sustratos y los dos productos, que se forma sélo en el caso de los mecanismos
secuenciales, llamado “complejo ternarioc® (EAB y EPQ respectivamente).
Complejos de la enzima con los productos (EP y EQ). En el caso del mecanismo
ping pong, la forma de la enzima F es la llamada enzima sustituida, que forma de
manera independiente complejos con el primer producto y con el segundo sustrato
(FP y FB respectivamente).
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l. B. Algunos ejemplos

El mecanismo cinético de las enzimas se ha relacionado con la estructura
propia de cada una de ellas, asi como también con el mecanismo de la reaccién
que catalizan. A este ultimo respecto, en este apartado se relacionan los
mecanismos cinéticos: ordenado, al azar y ping pong con respecto a las diferentes
clases generales de enzimas (oxidorreductasas, transferasas, ligasas, liasas e
hidrolasas). Esta relacién se hizo sin hacer distincion entre si correspondian a
mecanismos en estado estacionario o en equilibrio rapido, asi como tampoco en el
numero de sustratos (Bi o Tri) y/o productos (Uni, Bi o Tri) involucrados. Se
utilizaron un total de 161 referencias, con un promedio de 54 referencias por cada
mecanismo cinético (Tabla I). De las 38 referencias analizadas en las que se
reporté el mecanismo cinético de alguna oxidorreductasa (EC 1), el 50% de ellas
se refiere a un mecanismo ping pong, 31% a un mecanismo ordenado y 18% a un
mecanismo secuencial al azar. Asi mismo, el mecanismo ping pong (41%) fue el
mas frecuente para las transferasas (EC 2; referencias totales 46), seguido, al
igual que las oxidorreductasas, por los mecanismos secuenciales ordenado (31%)
y al azar (28%). Coincidentemente, ademas de presentar preferencia por un
mecanismo ping pong, estos dos grupos de enzimas se encargan de catalizar
reacciones en las que existe un grupo donador que intercambia electrones
(reacciones de oxidorreduccién) o grupos quimicos (transferasas) con una
segunda molécula aceptora. Es probable que las reacciones de transferencia y la
incidencia de mecanismos ping pong no se trate solamente de una coincidencia.
En este tipo de reacciones es necesario que la molécula donadora se desprenda

del grupo transferible y que posteriormente éste se transfiera a la molécula
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aceptora, lo cual se encuentra bien sustentado o apoyado en un mecanismo de
tipo ping pong. Por otra parte cuando los electrones o grupos quimicos no se
transfieren a la enzima directamente, se requiere que los dos sustratos estén
presentes (formando un complejo ternario con la enzima) en el momento de la
catalisis. Este es un analisis general en el que no se hacen distinciones entre las
familias que conforman cada categoria de enzimas. Sin embargo, es importante
sefalar que dentro de las oxidorreductasas, las deshidrogenasas dependientes de
NADH o NADPH tienen principalmente un mecanismo ordenado en las que la
coenzima es el primer sustrato. Por otra parte, todas las enzimas que transfieren
electrones en la cadena respiratoria, oxidorreductasas también, tienen un
mecanismo ping pong. Posiblemente por eso es que se encontraron mucho mas
representados estos dos mecanismos cinéticos para las oxidorreductasas (Tabla
[). Ademas, muchas de estas enzimas también tienen mecanismos hibridos
ordenado-azar, lo que quiere decir que la secuencia de unién de los sustratos es
obligatorio, en tanto que la liberacion de los productos es al azar.

A diferencia de los dos grupos anteriores de enzimas, los 23 reportes de las
hidrolasas (EC 3) mostraron que éstas tienen una preferencia mayor por los
mecanismos secuenciales (ordenado y al azar: 39% cada una) que por el
mecanismo ping pong (21%). En el caso de las liasas (EC 4; referencias totales
24) se observo preferencia por los mecanismos secuenciales en lugar de no
secuencial (21%), solamente que a diferencia de las hidrolasas, estas enzimas
tienen mayor representacion para el mecanismo al azar (46%) que para el
ordenado (33%). Con respecto a las ligasas (28 referencias totales), que son

enzimas que acoplan la hidrélisis de ATP a la formacion de enlaces covalentes
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(EC 6), también presentaron una ligera preferencia por el mecanismo al azar
(36%) y para los mecanismos ordenado y ping pong no se encontraron diferencias

en cuanto al numero de reportes analizados (32%).

Mecanismo | Oxidorreductasas | Transferasas | Hidrolasas Liasas Ligasas
cinético (%) (%) (%) (%) (%)
Azar 18 28 39 46 36
Ordenado 31 31 39 33 32
Ping pong 50 41 21 21 32

Tabla I. Porcentaje de citas bibliograficas del porcentaje de mecanismos cinéticos
reportados para los diferentes grupos generales de enzimas.

I. C. Técnicas para distinguir entre mecanismos cinéticos

Existen varias técnicas experimentales que se utilizan ampliamente para
determinar de manera muy precisa, el mecanismo cinético de las enzimas. Estas
herramientas permiten comparar los datos experimentales con patrones predichos
para diferentes mecanismos cinéticos y de esta manera, eliminar los que no
concuerdan y apoyar los que coinciden. ElI numero de posibilidades de
mecanismos cinéticos no es muy grande y ademas se pueden reducir aun mas
mediante una primera aproximacion experimental. Para distinguir especificamente
entre mecanismos muy particulares, se emplean entonces otro tipo de técnicas
disefiadas especialmente para este fin. A continuacion se describen algunas de

estas técnicas para determinar mecanismos cinéticos.
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l. C 1. Ensayos de velocidad inicial

Se llama velocidad inicial a la velocidad de la reaccion durante los primeros
minutos o segundos, cuando la formacién de producto es lineal con respecto al
tiempo. Durante los primeros minutos o segundos, la concentracion de sustrato es
mucho mayor que la concentracién de enzima. El método general para determinar
los patrones de velocidad inicial para estudiar los mecanismos cinéticos consiste
en variar la concentracion de un sustrato frente a diferentes concentraciones fijas
del (los) otro (s) y en ausencia de productos (sélo en casos muy particulares se
utiliza una concentracién fija de uno de los productos, Cleland, 1970). Los
mecanismos secuenciales en general tienen una ecuacion de velocidad inical de la
siguiente forma:

V[A]B]

= Ecuacion 1
KiaKp + Ka[B]+ Kg[A]+[A]B]

14

donde v es la velocidad inicial, [A] y [B] son las concentraciones de los sustratos,

V es la constante cinética de velocidad maxima, K, es la constante de disociacion

del sustrato A, K4 y Kpg son las constantes de Michaelis-Menten para los

sustratos A y B respectivamente. Los mecanismos cinéticos que producen una
familia de lineas rectas que se intersectan al graficar 1/[A] a varias
concentraciones de B y viceversa se ajustan a esta ecuacidon de velocidad inicial.
Las lineas se intersectan a la izquierda del eje “y” , ya sea sobre el eje “x” (Kiz >

Ka), por debajo de éste (Kia < Ka) 0 por arriba del mismo eje (Kia = Ka). La
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igualdad de Kis y Ka es mera coincidencia y no debe tomarse como caracter

diagnostico para distinguir entre un mecanismo al azar u ordenado. En la tabla Il

se presentan los mecanismos cinéticos que tienen patrones intersectantes en

graficos de dobles reciprocos y las ecuaciones que describen a cada uno. En el

caso del mecanismo cinético Bi Bi ping pong, el grafico de dobles reciprocos esta

formado por una serie de lineas paralelas, a diferencia de las intersectantes que

son diagnosticas de cualquiera de los mecanismos secuenciales.

Mecanismo cinético

Ecuacion de velocidad

Dobles reciprocos

(Ver Anexo 1)

Azar (EqR)
Azar (EE)
Ordenado (EE)

Theorell-Chance

Kia>Ka
1lv
\[B]
K, <K, 1/[A]
1/lv
\[31
1/[A]
Kia=Ka

1/v
[B]

1/[A]
Nota: Se obtiene el mismo patréon
si el sustrato variable es B

Ordenado (EgqR)

V[AIB]
KaKs +Kg[A]+[A]B]

1/v
%\[B]
s
1/[A]

1/v
22 \[A]

1/[B]
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1/v NB]
Ping Pong L V[A]B] %
Ka[B]+Ks[A]+[A]B]

1/[A]

Nota: Se obtiene el mismo patron
si el sustrato variable es B

Tabla Il. Ecuaciones de velocidad en ausencia de productos y patrones graficos
de dobles reciprocos de los mecanismos cinéticos bi bi al azar y ordenado en
equilibrio rapido (EqR) y en estado estacionario (EE), Theorell-Chance y ping
pong. En las ecuaciones v es velocidad inicial, V es velocidad maxima, Ay B son
los sustratos, Ka y Kg son las constantes de Michaelis-Menten de los sustratos A 'y
B respectivamente y Ki, es la constante de disociacion del sustrato A.

Los patrones graficos de los experimentos de velocidad inicial no aportan
resultados concluyentes sobre el mecanismo cinético, ya que a pesar de ser una
herramienta muy utilizada, constituye solamente una primera aproximacion sobre
el tipo de mecanismo cinético de una enzima. Ademas, se debe ser muy
cuidadoso con la interpretacion de estos datos, ya que por ejemplo, un patron de
lineas aparentemente paralelas podria ser en realidad un patron intersectante en
algun punto lejano del tercer cuadrante de la grafica, y por lo tanto, corresponder a

un mecanismo secuencial en vez de ping pong.

Otro ejemplo es el caso de algunos mecanismos ordenados en EE, muy
particulares, en los que el término Ka[B] de la Ecuacion 1 no existe debido a que la
unioén del primer sustrato esta en equilibrio termodinamico (Cleland, 1970). Como
resultado, la ecuacion para el sustrato A no es simétrica a la que se obtiene
variando el sustrato B, por lo que el patréon grafico para cada uno de ellos es

diferente al que se muestra en la Tabla Il para un mecanismo ordenado en EE.
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Estos patrones graficos confunden entre si los mecanismos secuenciales

ordenado en EE y en EqR.

Los patrones cinéticos analizados corresponden a enzimas birreactantes;
sin embargo, en el caso de enzimas trirreactantes, estos patrones graficos son
aun menos especificos. Por ejemplo, se propuso que la tirosina aminotransferasa
de higado de rata tenia un mecanismo de tipo ordenado, en el que se unian
secuencialmente la tirosina, el fosfato de piridoxal y el a-cetoglutarato
(Diamondstone et al., 1963). En estos experimentos los dobles reciprocos se
calcularon utilizando la concentracion total de fosfato de piridoxal, sin tomar en
cuenta que también se formaba fosfato de piridoxina (en presencia de tirosina),
que actua también como coenzima. Como resultado, se obtuvieron patrones de
lineas intersectantes entre los tres sustratos, lo que llevd a proponer un
mecanismo secuencial. Sin embargo, una vez considerada la verdadera
concentracion de la coenzima, las gréaficas resultaron ser lineas paralelas que,
junto con otro tipo de experimentos, permitieron proponer un mecanismo ping
pong para esta enzima (Litwack et al., 1968). A continuacion se presenta un
ejemplo de un estudio de velocidad inicial, utilizando los datos experimentales que
se obtuvieron en este proyecto y que se publicé como problema bioquimico en el
Boletin de Educacion Bioquimica (Varela-Gémez y Moreno-Sanchez, 2000).
Todos los reportes de mecanismos cinéticos de cualquier enzima tienen estudios
de velocidad inicial, pero siempre deben ir acompafados de otro tipo de ensayos

que permitan determinar con precisién y confianza el mecanismo cinético. En los
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siguientes apartados de este capitulo se describen algunas de estas herramientas

experimentales que apoyan a los estudios de velocidad inicial.

11



INTRODUCCION

112

BEB 79(2): 112

PROBLEMA BIOQUIMICO

TEMA: Cinética enzimatica

La piruvato fosfato dicinasa (PPDK) es una enzi-
ma trirreactante que cataliza de manera reversible
la conversién de fosfo(enol)piruvato (PEP),
pirofosfato (PPi) y AMP en piruvato, fosfato y ATP.
Esta enzima se encuentra en Entamoeba histolytica
(ERPPDK) pero estd ausente en el ser humano, por
lo que ha sido considerada como una enzima blan-
co para el disefio de farmacos en contra de este
pardsito. »

Para determinar el mecanismo cinético de reac-
cién de una enzima trirreactante, es conveniente ana-

lizarla experimentalmente mediante combinaciones
de sélo dos sustratos, manteniendo constante y
saturante al tercero; es decir como si fuera una en-
zima birreactante. Por lo tanto la actividad de la
EhPPDK se determind a diferentes concentracio-
nes de AMP y PEP con PPi saturante. El experi-
mento se realizé acoplando la reaccién de la
EhPPDK con la de la lactato deshidrogenasa y
siguendo espectrofotométricamente la desaparicion
de NADH (0.2mM) a 340 nm y 25°C.

A continuacién se presentan las velocidades inicia-
les del experimento descrito:

Velocidad inicial
(tmol NADH/mg/min)
AMP
(uM), PEP (uM)
10 20 40
1 1.18 1.29 1.33
3 1.67 2.00 2.50
5 1.54 2.50 2.96
7 2.00 2.86 3.20
9 2.50 3.33 ~

Determinar el mecanismo cinético que existe entre el PEP y el AMP en la reaccién catalizada por la EhPPDK

y los pardmetros Vmax y Km para AMP y PEP.

12
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PROBLEMA BIOQUIMICO

RESPUESTA.

Existen dos categorias de mecanismos cinéticos de
reaccion: los secuenciales tazar y ordenado) en los
que se forma el complejo enzima-sustratos antes de
iniciar la formacion de los productos v los no
secuenciales (Ping Pong o doble desplazamiento)
donde fa enzima transforma cada sustrato en su pro-
ducto correspondiente (Segel. 1975).

Cada uno de estos mecunismos posee su propia
ecuacion de velocidad. con lo que pueden ser dife-
renciados. Se graficaron los datos del problema
mediante dos diferentes tipos de regresiones linea-
les Hanes y dobles reciprocos.

En ¢l caso de los gridficos de Hanes parece ser
que las rectas se cruzan sobre el eje de las ordena-
das. lo que indicarfaque Ta EnPPDK tiene un meca-
nismo cinético de doble desplazamiento para el PEP
y el AMP: sin embargo esta tendencia no queda com-
pletamente clara. Las lincas de los dobles recipro-
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cos parecen ser paralelus. apoyando un mecanismo
de tipo Ping Pong. Lu distribucion de los puntos
experimentales a lo largo de fas rectas producto del
ajuste no es del todo satistactoria. debido a la dis-
persion de los datos. por lo que podria huber algu-
na duda al sugerir un mecanismo de doble despla-
zamiento a partir de estos patrones grificos.
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La linearizacion de una ecuacion no lineal es muy
comtin: sin embargo estas manipulaciones matemd-
ticas involucran un rearreglo de la distribucion del
error. El grado de inexactitud introducido por este
tipo de andlisis depende de los rearreglos hechos en
la ecuacion y del error presente en los datos origi-
nales (Leatherbarrow. 1990).

Con la regresion no lineal no hay manera de in-
crementar el error experimental ya que no es nece-
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BEB /w2 114113

sario rearreglar los datos experimentales originales
enconsecuenca no existe ninguna distorsion en
L distribucion del error. Laregresion no lineal mues-
trac ke mejor curvae que se ajuste a los datos experi-
mentales. entanto que la regresion lineal muestra la
recta que mejor se ajusta a fa manipulacion de ios
datos experimentales (Leatherbarrow. 1990).

Regresion no lineal
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Por regresion no lineal puede analizarse cual-

quier ccuacion gue pueda ser escrita como y= f

(x).Los datos del probiema que aqui se presenta
fueron ajustados mediante el paquete Origin ver-
s1on 3.73 a la ecuacion que describe un mecanis-
mo Ping Pong v uno ordenado para poder compa-
rarentre estos mecanisimos. Debido a que la Chit2
es mads pequeia en el ajuste para la ecuacion de
Ping Pong y a que los errores experimentales v los
valores de fas constantes cinéticas determinadas a
partir del ajuste (Vmax v Kmy son mucho mis rea-
les que los obtenidos para la ecuacion del meca-
nismo ordenado. se considerd como mejor ajuste

115

el que corresponde a la ccuacion del mecanismo
de doble desplazamiento,

Ecuacion para un mecanismo de tipo Ping Pong:

Vmax (AB)

Km (A)+ Km L(B)+(AB)

Eltnico inconveniente de la regresion no lineal.
es que los cilculos son muy complejos debido a los
algoritmos que se utilizan para realizar lus iteracio-
nes. por lo que es necesaria una computadora. Conio
actualmente cada laboratorio tiene fa capacidad de
contar por lo menos con un equipo de computo.
este inconveniente no representi ninguna dificul-
tad. Origin. SigmaPlot. GraFit y CurveFit son algu-
nos programas comerciales de computadora quc
realizan regresiones no lincales.

Conociendo el mecanismo cinético que existe
entre el AMP y PEP se puede plantear un esquema
de Cleland para esta reaccion parcial de la reaccion

catalizada por la EnPPDK.

PLP Pir  AMP

E EPEP <« »EpPir Ep

Lp < LpAMP

Esquema de Cleland de Ta reaccion parcial en la
que solo se toman en cuenta fos cosustritos AMP

PEP.

Se sabe que el PEP y PPi ticnen un mecanismo
de doble desplazamiento en esta enzima v el PPise
une a la enzima fosforilada (Ep) una vez que se ha
liberado el piruvato (Pir). EI PPi cede uno de sas
grupos y solo hasta entonces puede unirse el AMP
para que la enzima pirofosforilada ceda los fostatos
y se produzca ATP.
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I. C. 2. Ensayos de Inhibicién

Este tipo de herramienta es la segunda mas ampliamente utilizada para
determinar mecanismos cinéticos. Antes que nada, cabe aclarar que los
inhibidores son sustancias que disminuyen la velocidad de una reaccion catalizada
por una enzima (Cornish-Bowden, 1995). Los inhibidores que se utilizan para
determinar mecanismos cinéticos pueden ser productos, sustratos alternos u otras
moléculas analogas a cualquiera de estos. Los inhibidores que se utilizan para los
fines que estamos analizando son reversibles, lo cual implica que son capaces de
formar complejos dinamicos (asociacion-disociacién) con propiedades cataliticas
diferentes a las que tiene la enzima en ausencia del inhibidor. Los inhibidores
reversibles pueden ser totales (lineales) o parciales (hiperbdlicos). Al saturar con
un inhibidor total se elimina completamente la actividad enzimatica y al re-graficar
la ordenada (1/Vmax Vs. [I]) y la pendiente (Kin/Vmax Vs. [I]) de los dobles reciprocos
(ver Anexo 1) se generan lineas rectas, por lo que también se le llama inhibicién

lineal.

Cuando permanece una actividad enzimatica residual en presencia de una
concentracion saturante de inhibidor, se tiene inhibicion parcial y en los re-graficos
de dobles reciprocos se obtiene una curva hiperbdlica. Ambos tipos de inhibicion
tienen una subclasificacion que depende del efecto del inhibidor sobre la eficiencia
catalitica (Vimax / Km) Y la velocidad maxima (Vimax). Un inhibidor competitivo se
caracteriza por disminuir la afinidad de la enzima por su sustrato ((Vimax / Km)ap) Sin

afectar la velocidad maxima aparente ((Vmax)ap). La inhibicién incompetitiva
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disminuye el parametro V. ¥ no afecta la eficiencia catalitica. Finalmente, un
inhibidor no competitivo produce la disminucién del valor de ambos parametros
(Vmax Y Vmax / Km). Las caracteristicas de estos tipos de inhibicién, se resumen en

la Tabla lll.

Tipo de  (Viadap (ViaKn) oo Patrén dobles reciprocos

inhibidor (Ver Apéndice 1)
1/v
. (Vmax / Km) [11]
Competitivo Vimex LT \
Kic
1/[S 1

1/v NI]

Incompetitivo fﬂT (Vimax / Km)
Kiu
1/[S]
v /\ 1] 11v I\
[11]
No e Vmax (Vmax /Km) % é
Compet|t|V0 14 |I| 1+_||| 17181 17181

K Kic 11v '\
& [

1/[8]

Tabla lll. Tipos de inhibidor de acuerdo al parametro cinético que modifican. En
los graficos de dobles reciprocos, la pendiente corresponde al inverso de la
eficiencia catalitica(Vmax/Km) ¥y la ordenada al origen al inverso de la Vimax. En las
ecuaciones, (Vmax)ap €s velocidad maxima aparente (aparente se refiere “en
presencia de inhibidor”), el cociente (Vmax/Km)ap €S la eficiencia catalitica aparente,
Kic es la constante de inhibicion competitiva que se refiere a la constante de
equilibrio: K, =[E]JIJ[EI] y K es la constante de inhibicién incompetitiva que

corresponde a la constante de disociacion: K, = [EAJIJ/[EAI].

Todos los patrones graficos de dobles reciprocos presentados en la Tabla
[l corresponden a inhibidores totales, por lo que los regraficos de pendientes y

ordenadas al origen son funciones lineales de la concentracion del inhibidor
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(Figura 2A y 2B). Sin embargo, se pueden obtener curvas hiperbdlicas si el
inhibidor es parcial, o parabdlicas (Figura 2C) en el caso de que dos o mas
moléculas de inhibidor afecten la velocidad o la afinidad de la enzima por su
sustrato. En estos casos, los regraficos son funciones hiperbdlicas o parabdlicas
del inhibidor (Figura 2C). Los regraficos son utiles para determinar con mayor
precision el tipo de inhibicion una vez que se le ha asignado el caracter de
competitivo, incompetitivo o mixto a partir de los graficos de dobles reciprocos.
Para el caso de los regraficos que son lineales, estos son utiles porque también
permiten determinar el valor real de las constantes cinéticas Ki, Vmax’Km Y Vmax,
entre otras (Segel, 1975). Los regraficos, al igual que los dobles reciprocos, no
solamente se utilizan para determinar el efecto de inhibidores, sino también para

una gran variedad de analisis cinéticos.
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1/v

e

Mo [y O (1 [N C

pendiente 1| hip
intercepto ] rec
v ¢ bl b ‘] par
S .
b [1l, M [ 0, 0 [N
b o Mo O 0, s [N
1/[S]

Figura 2. A. Grafica de dobles reciprocos en la que se indican las pendientes (m)
de las rectas obtenidas al variar la concentracién de sustrato frente a diferentes
concentraciones de inhibidor ([I], n= 0,1,2,3) y en el recuadro marcado por lineas
punteadas se muestra un acercamiento que resalta las ordenadas al origen (b) de
cada linea correspondiente a diferentes concentraciones de inhibidor. B.
Regraficos que se obtienen al graficar la concentracion de inhibidor contra las
pendientes (superior) y los interceptos (inferior) de la figura A. C. Diferentes
formas de regraficos de acuerdo al tipo de inhibicion del que se trate: hip
hiperbdlico que corresponde a un inhibidor parcial; rec recto que corresponde a un
inhibidor total y par parabdlico que corresponde a un inhibidor con mas de dos
sitios de unién.

Una vez entendido el tema de inhibicion se pueden revisar los ensayos

particulares de inhibicion que se utilizan para determinar los mecanismos

cinéticos. Algunos de los inhibidores empleados con este fin son los productos de

18



INTRODUCCION

la reaccién (inhibicion por producto), las moléculas analogas a productos o

sustratos e inhibidores sin salida.
I. C. 2. a. Inhibicién por producto

I. C. 2. b. Reacciones reversibles: relacién entre cinética y termodinamica.

La reversibilidad de una reaccion depende sobretodo del valor de la energia
libre de Gibbs (AG). En una reaccion catalizada por enzimas, la velocidad neta de
la reaccion depende de las constantes de Michaelis-Menten de los sustratos y de
los productos, asi como de la velocidad maxima de las reacciones en ambos
sentidos. La relacion que existe entre la termodinamica y la cinética esta
expresada en la ecuacion de Haldane, en la que se establecen los limites de la
conducta cinética que una enzima puede desarrollar sin desobedecer las leyes de

la termodinamica (Ecuacion 2) (Cornish-Bowden, 1995).

VmaV
[P]eq K. = VmafomP _ KmS

= = Ecuacion 2
[S]eq ®7 " VmaxrK ms Vma%
mp

Donde [Sleq ¥ [Pleq sON las concentraciones al equilibrio del sustrato y producto,
respectivamente; K.q es la constante de equilibrio; Vimax Y Vmax son las
velocidades maximas de las reacciones en sentido hacia delante (forward) y
reverso (reverse), respectivamente; Kns y Knp son las constantes de Michaelis-

Menten para el sustrato y el producto.
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Esta relacion de Haldane (Ecuacion 2) se obtiene a partir del supuesto de
que la velocidad neta de una reaccidén unirreactante, catalizada reversiblemente
por una enzima, debe ser cero cuando se alcanza el equilibrio. En la misma
ecuacion se observa que puede haber dos diferentes relaciones, la primera de
ellas, que esta inmediatamente después del signo de igualdad del término Keq,

corresponde a una relacién entre velocidad y constantes de Michaelis-Menten

VinaxfK , . :
M), en tanto que la ultima expresion corresponde a una relacion entre

Vmaerms
eficiencias cataliticas (Vmax/K). Este parametro es un valor propio y particular de
cada enzima por cada sustrato. Este parametro es el que determina cual es el
sustrato preferido de una enzima cuando ésta se encuentra rodeada de una gran
diversidad de posibles sustratos. Cada sustrato de la enzima tiene su propio valor
de eficiencia catalitica.

Para examinar el intervalo permitido por la termodinamica sobre la conducta
cinética se utilizan las constantes de Michaelis-Menten en lugar de las eficiencias
cataliticas (Cornish-Bowden, 1995). El sentido termodinamicamente favorecido de
la reaccion estara complementado, a nivel cinético, por los valores de velocidad
mas altos y los valores mas pequenos de K, en ese sentido. Por ejemplo,
considerando que no hay diferencias entre las Vimaxt Y Vmaxr, Si Kms << Kmp, el
equilibrio se alcanzara mas rapidamente en sentido de la reaccion directa
(forward, sintesis de P) que en el sentido reverso y lo contrario sucederia si Kqys
>> Knp. Cabe mencionar que independientemente de cual sea el valor del AG de
la reaccion, las enzimas SIEMPRE catalizan la reaccion por lo que el equilibrio se

alcanza en menos tiempo.

20



INTRODUCCION

Algunas enzimas in vivo son capaces de catalizar una reaccion de manera
reversible, en tanto que otras preferentemente y/o estrictamente lo hacen en un
solo sentido. Desde el punto de vista fisiologico, el que una enzima catalice una
reaccion irreversible tiene mucho sentido, ya que el flujo de una via metabdlica
tiene la misma direccién que el sentido directo (forward) de la reaccion irreversible.
Sin embargo, dentro de las células también existen enzimas que catalizan
reacciones reversibles, que participan en diferentes vias y cuyo sentido esta
determinado por las concentraciones intracelulares y por la afinidad de la enzima
por cada uno de los sustratos, como ya se expuso anteriormente.

Independientemente de que una enzima catalice una reaccion reversible o
irreversible, todas poseen afinidad por su producto, lo cual se explota eficazmente
tanto por la célula como por los cinetistas, para determinar los patrones de
inhibicion que contribuyen muy importantemente al estudio de los mecanismos
cinéticos. Dentro de la célula la inhibiciéon por producto se utiliza para regular la
actividad de algunas enzimas. Algunos ejemplos de enzimas que presentan este
tipo de inhibicidn son algunos tipos de hexocinasas que se inhiben por su
producto: la glucosa-6 fosfato (Kigics-r = 0.02 mM para las hexocinasas tipo |
citosdlica y Il y 0.1 mM para la de tipo Illl, (Wilson, 2003), la piruvato
deshidrogenasa mitocondrial (mtPDC) es inhibida por su producto acetil-CoA :
(mtPDC de células vegetales Kinapn = 20 uM y Kigceti-coa = 20 uM Tovar-Méndez,
et al., 2003) y la citrato sintetasa por el citrato (valores para la citrato sintetasa de
homogenados de corazdn de la trucha arcoiris, Oncorhynchus mykiss, (Kicitrato = 8.8

MM, Kig-cetogiutarato = 13.95 MM y Kinapn = 0.45 mM, Ferguson et al., 1991).
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Para determinar los mecanismos cinéticos se aprovecha la reversibilidad de
las reacciones considerando la afinidad de la enzima por sus productos, para
estudiar el efecto de éstos sobre la velocidad de la reaccion o sobre la afinidad de
la enzima por los sustratos. De esta manera se completa el esquema del

mecanismo cinético.

I. C. 2. c. Reglas generales para predecir patrones de velocidad inicial.

Con respecto a los estudios cinéticos, la ventaja de la inhibicion por
producto es que, a diferencia de los ensayos de velocidad inicial, es posible
determinar el orden de liberacion de los productos, y el de unién de los sustratos.
La inhibicion por producto se debe a que cuando una reaccion es reversible, la
velocidad de la misma disminuye conforme el producto se acumula, aun cuando la
disminucién en la concentraciéon del sustrato sea imperceptible (Cornish-Bowden,
1995). Los patrones de inhibicion por producto pueden predecirse mas o menos
de la misma forma que los patrones de velocidad inicial, a partir de las ecuaciones
de velocidad y del efecto del inhibidor sobre las constantes cinéticas Vimax ¥
Vmax/Km. Los patrones de inhibicion se observan en las graficas de dobles
reciprocos y los efectos del inhibidor sobre las constantes cinéticas se obtienen de
los cambios en el intercepto (1/Vmax) que se simboliza como K; (la segunda “”
hace referencia al “intercepto”) y de su efecto sobre la pendiente (Km/Vmax) que se
expresa en una K;s (el sufijo “s” hace referencia a la pendiente, en Inglés “slope”).
Muchos autores utilizan este tipo de nomenclatura respecto a las constantes de

“, n

inhibicion, sin embargo, también se utilizan ampliamente los sinénimos Ki, (“‘u” por
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el Inglés de incompetitiva, “uncompetitive”) en lugar de Ki y K (‘c” por
competitiva) en vez de Kj.

A continuacién se revisaran, de manera general, las reglas que Cleland formuld
para predecir el efecto de un compuesto (producto de la reaccion, sustrato o
producto alterno o moléculas analogas a sustrato o producto que forman
complejos sin salida) sobre la pendiente o intercepto de las graficas de dobles
reciprocos cuando se varia un sustrato (Cleland, 1963). Estas reglas se resumen
y ejemplifican en los problemas bioquimicos publicados en la Revista de
Educacién Bioquimica (Varela-Gémez M, 2003 y Varela-Gémez M, 2004 en

prensa) que se incluyen a continuacion.
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REB 22(3): 155

155

PROBLEMA BI10QUIMICO

Tema: Cinética enzimatica: Inhibicion por producto

La enzima mélica tiene un mecanismo Bi Ter ordenado
en estado estacionario en el que participan como
substratos el malato y el NAD" y como productos el

Marcela Varela Gomez,
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM

piruvato, el bicarbonato (HCO,) y el NADPH. Deter-
mine usando un diagrama de Cleland el orden de union
de los substratos y el orden de liberacion de los produc-
tos de acuerdo a los patrones de inhibicion por producto
que se presentan en la siguiente tabla:

TABLAT

PATRONES DE [NI{I[BIC[(')N POR PRODUCTO DETERMINADOS
PARA LAREACCION CATALIZADA POR LA ENZIMA MALICA®

Producto Substrato
Inhibidor variable
NADH NAD*
NADH malato
HCO, NAD'
HCO, malato
Piruvato NAD*
Piruvato malato

Substrato fijo ~ Tipo de inhibicion
no saturante

malato Competitivo
NAD' No competitivo
malato No competitivo
NAD* No competitivo
malato Incompetitivo
NAD' Incompetitivo

) Hsu RY, Lardy HA, Cleland WW (1967) JBC 242: 5315.
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158

REB 22(3): 158-160

RESPUESTAS AL PROBLEMA BI0QUIMICO

Los estudios de inhibicion por producto son uno de
los enfoques mas cominmente utilizados en la deter-
minacion del mecanismo cinético de una enzima, de-
bido a que a partir de estos se puede deducir el orden
de union de los substratos y de liberacion de los pro-
ductos en ambos sentidos de la reaccion.

Para estos experimentos las velocidades iniciales
se determinan de manera usual pero se utilizan dife-
rentes concentraciones fijas de inhibidor (incluyen-
do cero) en la mezela de reaccion v concentraciones
saturantes o no saturantes del substrato fijo variable.
Cabe enfatizar que la concentracién del substrato fijo
debe cuidarse, pues puede modificar el patrén de in-
hibicion por producto. En ¢l caso de la enzima malica
presentamos los resultados de los experimentos a con-
centraciones no saturantes del substrato fijo (1).

El tipo de inhibicién por producto se puede deter-
minar facilmente al analizar el efecto del inhibidor
sobre la pendiente y el intercepto sobre el eje vertical
(ordenada al origen) de graficas de dobles reciprocos.

Un producto (P) actuard como un inhibidor com-
petitivo con respecto a un substrato variable (S) sola-
mente si P y S son mutuamente excluyentes, lo cual
implica que P v S compiten por la misma forma de la
enzima o si P se une antes que S en una secuencia
ordenada para dar lugar a una forma de la enzima
que no une S (2). En este caso solamente la pendien-
te del grafico de dobles reciprocos se ve afectada,
pero no la ordenada al origen al variar la concentra-
cion del producto (Tabla IIA).

Si en el grafico de dobles reciprocos los intercep-
tos sobre el eje vertical son los que se modifican y no
la pendiente al aumentar la concentracion de produc-
to, se obtendra una serie de lineas paralelas que co-
rresponden al patrén grifico de un inhibidor de tipo
incompetitivo (Tabla IIB). P serd un inhibidor
incompetitivo con respecto a S solamente si S debe
unirse antes que F en la secuencia de reaccion (2).
En este caso P v S no son mutuamente excluyentes
porque se unen a diferentes formas de la enzima y no
estan interconectados por pasos reversibles porque
existen entre ellos pasos que experimentalmente no
se llevan a cabo (ver explicacion mas adelante).

P actuard como un inhibidor mixto o no competi-
tivo con respecto a 8 si P y S son mutuamente

excluyentes y P puede unirse antes gue S (2). En este
caso tanto las pendientes como los interceptos se
incrementan al aumentar la concentracion de producto
y las lineas convergen en un punto a la izquierda del
¢je vertical, ya sea por arriba, en o debajo del ¢je
horizontal, incluso pueden no cruzarse en el mismo
punto (Tabla IIC). Es conveniente aclarar que se pue-
de clasificar a un compuesto indistintamente como
inhibidor no competitivo o como inhibidor mixto. Al-
gunos autores consideran un inhibidor no competiti-
vo a aquél en el que las lineas de dobles reciprocos
se cruzan sobre el eje de las equis y al resto de los
patrones de cruce (por encima o por debajo) los defi-
nen como mixtos (2). Sin embargo, Cleland (3) con-
sidera que no existe una justificacion tedrica solida
que permita distinguir entre ambos tipos de
inhibidores, por lo cual define como inhibidor no
competitivo a cualquier compuesto que modifique
tanto interceptos (1/Vmax) como pendientes (Km/
Vmax) en el grafico de dobles reciprocos al aumen-
tar su concentracion.

Una vez revisados estos antecedentes, podemos de-
finir el mecanismo cinético de la enzima malica ana-
lizando los patrones de inhibicion por producto que
se muestran en la Tabla 1. En el caso de la enzima
malica el producto NADH es un inhibidor competiti-
vo con respecto al sustrato variable NAD®, lo cual
indica que estas dos moléculas se unen a la misma
forma de la enzima. Con esta evidencia podemos pro-
poner que ambas moléculas sélo se pueden unir a la
enzima libre (E), es decir, en la reaccion forward de
la enzima madlica el NAD" es el primer sustrato que
se une y el NADH es el ultimo de los tres productos
en liberarse.

Con esta informacion se puede concluir que el
malato se une en segundo lugar, Para apoyar esta pro-
puesta en la secuencia de union de los substratos se
analiza el tipo de inhibicion del NADH con respecto
al malato. Si el malato es el segundo substrato en
unirse, eso implicaria que el NADH y el malato se
unen a diferentes formas de la enzima (E v ENAD™
respectivamente), v en consecuencia, ¢l NADH
inhibiria la reaccion de manera no-competitiva con
respecto al malato. Ademas el malato y el NADH
pueden estar conectados reversiblemente debido a que
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TABLA I
PATRONES GRAFICOS DE DOBLES RECIPROCOS Y DEFINICION DE LOS PARAMETROS CINETICOS
TIPO DE INHIBICION Vinéx, (Vméx/Km), PATRON GRAFICO
N [P]
A. Competitivo Vméx (Vmax/Km)
(1+ I/Kic)
[P]
B. Incompetitivo Vmax Vmax/Km \
(1+ I/Kiu)
C. No competitivo Jmax Jmax/Km [P]
0 mixto (1+ UKiu) (1+ UKic)

=

Vméx  (Velocidad méxima aparente) y (Vméx/Km), ) (Constante de especificidad) para cada tipo de inhibicion. P = concentracién de inhibidor;
Kic = constante de inhibicion competitiva; Kiu = constante de inhibicion incompetitiva.

existe una secuencia ordenada estricta desde la libe-
racion del NADH hasta la union del malato al com-
plejo enzima-NAD™. La interconexién entre un
substrato y un producto por pasos reversibles condu-
ce a una competencia, indirecta, por la enzima. Por

lo tanto esperariamos que el NADH fuera un inhibidor
no competitivo (o mixto) con respecto al malato como
se muestra en la Tabla I. Con los datos analizados
podemos proponer un esquema cinético parcial de la
reaccion de la enzima malica (Esquema I).
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160 Varela Gomez M
NAD® malato ? ? NADH
| ! 1 | t
E ENAD* ENAD-malato < ENADH-pimvato-HCO} ENADH E

Esquema L. Diagrama de Cleland obtenido a partir de los patrones de inhibicion por producto del NADH con

respecto a los dos sustratos.

Para determinar el orden de liberacion de los otros
dos productos (HCO, y piruvato) es necesario anali-
zar sus patrones de inhibicién con respecto a ambos
substratos. De acuerdo con los datos que se presentan
enlatablal, el HCO;  es un inhibidor no competitivo
con respecto a ambos substratos. Este patron de inhi-
bicion indica que este producto se une a una forma
diferente de la enzima a la que se unen los substratos,
pero las cuales estan interconectados por pasos
reversibles. Por otro lado, el piruvato es un inhibidor
de tipo incompetitivo con respecto a ambos sustratos.
Esto sugiere que el piruvato se une a una forma de la

enzima diferente a la que se unen los sustratos, pero a
diferencia de lo que se determind para el HCO;, no
existen pasos reversibles que interconecten directamen-
te a las formas de la enzima que unen los sustratos y al
piruvato. La explicacion de que no existan pasos
reversibles entre la liberacion del piruvato y la union
del NAD" y el malato es que entre estos eventos se
produce la liberacion de otro producto.

Finalmente, con este analisis podemos proponer
que el HCO, es el primer producto que se libera y el pi-
ruvato el segundo. Por lo tanto el esquema de Cleland
final para la enzima malica es el siguiente:

NAD’ malato HCO; piruvato  NADH
| | 1 f 1
E  ENAD® ENAD-malato <> ENADH-piruvato-HCO; ENADH-piruvato ENADH E
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PROBLEMA

BLa asparagina sintetasa A cataliza la reaccion de
amidacion del aspartato para formar el aminoacido no
esencial asparagina mediante la hidrolisis de ATP a
pirofosfato (PPi) y AMP. Se han hecho experimentos de
velocidad inicial y de inhibicion por producto, entre otros,
para determinar el mecanismo cinético de la asparagina
sintetasa A de Escherichia coli (3).

Aspartato + NH, + ATP

Asparagina + AMP + PPi

REB 23 (2): 83, 2004

BIOQUIMICO

Marcela Lilian Varela-Gomez

En las siguientes tablas se muestran los patrones
graficos de los experimentos de velocidad inicial entre los
sustratos y los patrones de inhibicion por producto, tanto
los determinados experimentalmente para esta enzima
trirreactante como aquellos pronosticados para un
mecanismo con una reaccion parcial ordenada (3).

TABLA 1.

PATRONES GRAFICOS DE DOBLES RECIPROCOS (LINEWEAVER-BURK: LB)
OBTENIDOS DE LOS EXPERIMENTOS DE VELOCIDAD INICIAL.

Sustrato variable Sustrato fijo variable Patron grafico (LB)
NH3 Aspartato Paralelas
NH3 MgATP Paralelas
MgATP Aspartato Intersectantes
MgATP NH3 Paralelas
Aspartato MgATP Intersectantes
Aspartato NH3 Paralelas
TABLA L
PATRONES DE INHIBICION POR PRODUCTO.
Producto Sustrato variable |Pronosticado Experimental
no saturante
AMP NH3 Incompetitivo No competitivo
AMP MgATP Competitivo Competitivo
AMP Aspartato No competitivo No competitivo
PPi NH3 Competitivo Competitivo
PPi MgATP No competitivo No competitivo
PPi Aspartato No competitivo No competitivo
Asparagina NH3 No competitivo No competitivo
Asparagina MgATP Incompetitivo No competitivo
Asparagina Aspartato Incompetitivo Competitivo

Con los datos de las Tablas Iy II disefla en un diagrama de Cleland el mecanismo cinético de la asparagina sintetasa de E.

Coli.
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RESPUESTA AL PROBLEMA BIOQUIMICO

De acuerdo con la Tabla I, el MgATP y Aspartato tienen un
mecanismo cinético secuencial entre ellos. Los mecanis-
mos al azar y ordenado se clasifican como mecanismos
SECUENCIALES debido a que es necesario que los dos
sustratos (en el caso de una enzima birreactante) estén
unidos a la enzima de manera consecutiva formando un
complejo ternario para poder llevar a cabo la catalisis.
Estos mecanismos secuenciales pueden tener diferentes
subtipos de acuerdo a larelacion entre los valores de k,, y &,
de cada uno de ellos, ya que puede ser un mecanismo en
equilibrio rapido (k. <<< k) o en estado estacionario (k,,
k,). Los mecanismos secuenciales en general tienen una
ecuacion de velocidad inicial de la siguiente forma (3) :

v[alB]

IR TR

Donde es la velocidad inicial, A y B son las concentracio-
nes de los sustratos, V es la constante cinética de velocidad
maxima, es la constante de disociacion del sustrato A, y
son las constantes de Michaelis-Menten para los sustratos
Ay B, respectivamente.

En el caso del NH,, respecto a los otros dos sustratos,
MgATP y Aspartato, el patron grafico de velocidad inicial
es paralelo, lo cual es diagnostico de un mecanismo Ping
Pong. El mecanismo Ping Pong esta clasificado como
mecanismo cinético NO SECUENCIAL. Esno secuencial
debido a que no es requisito que los dos sustratos estén
unidos al mismo tiempo a la enzima para que se lleve a cabo
la catalisis (1). Estas evidencias sugieren que en este
mecanismo cinético Ter-Ter, existen dos reacciones
parciales; sin embargo, para determinar el orden de union
de los sustratos y el de liberacion de los productos es
necesario analizar los patrones de inhibicion por producto.

En el caso de los patrones de inhibicién por producto
pronosticados por un mecanismo parcial ordenado (Tabla
11), estos sugieren un mecanismo cinético ordenado entre
MgATP y Aspartato y una liberacion del mismo tipo entre
AMP y Asparagina. Esta conclusion se obtuvo a partir de
analizar que el AMP es un inhibidor competitivo respecto
al ATP, lo cual sugiere que se unen a la misma forma de la
enzima y solo podrian hacerlo si A es MgATP y R el AMP
(ambos se unen a la enzima libre: E), o si fueran C y P,
respectivamente, y se unieran a la forma /" modificada (Ver
esquema 1). Sin embargo, la Glltima opcién queda comple-
tamente descartada porque el AMP proviene directamente
del MgATP y no es posible entonces que primero se libere
P (AMP) y luego se una C (MgATP) en la reaccion “for-
ward”. Asimismo, el PPi muestra un patrén de inhibicion

de tipo competitivo respecto al NH,, indicando que se
unen a la misma forma de la enzima, por lo que este par
corresponde a Py C, respectivamente.

Si efectivamente el AMP es el dltimo producto en
liberarse, entonces la inhibicion de este producto con
respecto al Aspartato deberia ser no competitiva debido a
que se unen a diferentes formas de la enzima y estan
interconectados por pasos reversibles (1). Bajo estas
circunstancias se esperaria una inhibicion incompetitiva
del AMP con respecto a C, debido a que se unen a
diferentes formas de la enzima y existe un paso de
liberacion de producto intermedio entre ellos. En este
caso, B y Q serian Aspartato y Asparagina y se esperaria
que la Asparagina tuviera una inhibicién de tipo no
competitivo respecto a C (probablemente NH;) e
incompetitivo respecto a los otros dos sustratos (Aspar-
tatoy MgATP).

De acuerdo con todo el analisis anterior, el patron de
inhibicion esperado corresponde con el siguiente
esquema de Cleland.

A B P C Q R
{ y i) { T T

E EA EAB&FP F FC+ EQR ER E

Esquema 1. Diagrama de Cleland del mecanismo
cinético basado en los patrones de inhibicion predichos
paralaasparaginasintetasa. Donde: A MgATP,

B Aspartato,C NH,,P PPi,Q Asparagina
yR AMP.

Respecto a los patrones obtenidos experimentalmente,
estos no concuerdan con aquellos predichos para un
mecanismo con una reaccion parcial en la que los
sustratos y los productos se unen de manera ordenada.
Las principales diferencias se encuentran en que los
patrones de inhibicion incompetitiva que se predecian no
se presentan y experimentalmente son no competitivos o
competitivos. Otra diferencia notoria es el patron de
inhibicion competitiva que existe entre los pares
AMP/MgATP, Asparagina/Aspartato y PPi/NH,. De
acuerdo con las reglas generales para predecir patrones
de inhibicion por producto (1, 2), la inhibicién competi-
tiva se observa cuando el sustrato y el producto son
mutuamente excluyentes. La mutua exclusion entre
moléculas puede deberse a que ambas se unen a la misma
forma de la enzima o a que comparten el mismo sitio de
union dentro de la enzima.

De acuerdo con los patrones de inhibicion
determinados experimentalmente para la asparagina
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sintetasa, las inhibiciones competitivas entre
AMP/MgATP y Asparagina/Aspartato se deben a que estas
moléculas tienen el mismo sitio de unién dentro de la
enzima, lo cual es posible atin a pesar de unirse a diferentes
formas de la enzima de acuerdo al mecanismo cinético.
Por otra parte, la inhibicion competitiva entre el PPiy NH,
se mantiene tanto en el patrén predicho como en el determi-
nado experimentalmente y puede explicarse como que
ambas moléculas se unen a la misma forma de la enzima y
no necesariamente a que las dos ocupen el mismo sitio
dentro de ella, como es el caso de las moléculas estructural-
mente semejantes (como AMP/ATP y Asparagi-
na/Aspartato).

Finalmente, la inhibicién incompetitiva entre
Asparagina/MgATP, Asparagina/Aspartato y AMP/NH,
no se observo experimentalmente. Estos patrones incom-
petitivos constituyen el diagnostico de un paso intermedio
de liberacion de producto dentro de la reaccion que
involucra al par de moléculas que se esta analizando (1),
confirmandose de esta manera que el mecanismo cinético
predicho correspondia a la liberacion ordenada de la
Asparaginay AMP. Los patrones de inhibicion no compe-
titivos determinados para los pares Asparagina/MgATP y
AMP/Aspartato, sugieren que la Asparagina y el AMP se
liberan al azar (esquema 2A), ya que ambos presentan el
mismo tipo de inhibicion respecto a los sustratos MgATP y
Aspartato.

Con estos datos, no se puede distinguir si los
sustratos A y B se unen a la enzima de manera ordenada
como se planted en el esquema 1 o al azar (esquema 2B).
Sin embargo, de acuerdo con los datos experimentales
interpretados, existen dos posibles mecanismos cinéticos

que pueden ser evaluados posteriormente utilizando otra
serie de herramientas cinéticas (por ejemplo: intercam-
bio isotopico, formacion de complejos sin salida,
ensayos cinéticos con combinaciones de productos y/o
sustratos, etc.) para determinar el verdadero mecanismo
cinético de la enzima. De hecho, se ha propuesto (3) que
la enzima tiene un mecanismo cinético como el que se
presentaen la figura 2A.

A
Q R
t t
A B P C
1 1 Yl EQ
E EA EAB & FP F FC EP E
t
EQR | {
R Q
B
A B
bl -

P C
T

EAB&FP F FC

:
EQR |

w —>
> —>

Esquema 2. Diagramas de Cleland de las diferentes
posibilidades de mecanismos cinéticos basados en los
datos experimentales mostrados en la Tabla II para la
asparagina sintetasa.

REFERENCIAS

1.-  Segel, HI. (1975). Enzyme Kinetics. John Wiley and Sons, New York, NY, USA pp. 342-344.

2.-  Varela-Gomez, M. (2003). Cinética Enzimatica : Inhibicion por producto. REB 22 (3) : 155, 158-160.

3.- Cleland, W W. (1970) Steady State Kinetics En: The enzymes Vol. 2. Editor: Boyer P.D. Academic

Press. pp. 1-65.

30



INTRODUCCION

Estas reglas generales tienen sus excepciones, por lo que es necesario
considerarlas para poder hacer una prediccion precisa sobre el tipo de patrén de
inhibicion esperado. Algunas de las excepciones a estas reglas, ocurren, por
ejemplo, al considerar concentraciones saturantes o no saturantes de los co-
sustratos, lo cual puede modificar considerablemente el tipo de inhibicién . Por
ejemplo, el cambio puede ser tan drastico que con la saturacion de uno de los co-
sustratos puede abatirse la inhibicidn incompetitiva 0 no competitiva que se
observa a concentraciones no saturantes del mismo. La inhibicion incompetitiva
se abate a concentraciones saturantes del co-sustrato porque la forma de la
enzima a la que se une el compuesto inhibidor tiene muy bajas concentraciones
de estado estacionario debido a que la mayoria esta formando un complejo con el
co-sustrato saturante.

La inhibicion competitiva es la uUnica que no puede abatirse, aun en
presencia de concentraciones saturantes de los co-sustratos, por lo que se le
considera como inhibicibn competitiva pura. Por otra parte, la inhibicion no
competitiva puede abatirse debido a que al utilizar concentraciones saturantes del
co-sustrato, la secuencia de reaccidon que a concentraciones no saturantes es
reversible, puede hacerse irreversible (favorecerse un solo sentido). En este
mismo tipo de inhibicion no competitiva, la secuencia reversible entre los dos
puntos de interés (liberacion de producto y union del sustrato) puede considerarse
como irreversible cuando entre dichos puntos existe la liberacion de un producto
que no esté presente en el ensayo en concentraciones significativas (Segel,
1975). De esta manera, aunque pudiera predecirse una inhibicién no competitiva,

experimentalmente se observaria una inhibicién incompetitiva, a menos que se
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agreguen concentraciones importantes del producto que se libera entre los puntos
de interés.

En la tabla IV se presentan los patrones de inhibicidn por producto
predichos con base en las reglas generales de Cleland para mecanismos cinéticos
Bi Bi secuenciales y no secuenciales, considerando concentraciones no saturantes
y saturantes del cosustrato. Es muy importante aclarar que estos patrones de
inhibicion no siempre concuerdan con los que se obtienen experimentalmente.
Esto se debe a que los patrones que se presentan en la tabla IV no consideran
que el sustrato A y el producto P son moléculas estructuralmente analogas que se
unen al mismo sitio dentro de la estructura tridimensional de la enzima y en
consecuencia compiten aunque no se unan a la misma forma de la enzima (Ver

anexo 1).
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Concentracion cosustrato

Mecanismo cinético

Esquema de Cleland

No saturante

Saturante

A B Prod Sust Patréon |Prod Sust Patrén
wL i g %) var var
Azar (Eq R) E (EAB < ErqQ) E B C B o
r 1 ¢ v
B Q A C |Q A -
B C B -
A B Prod Sust Patron | Prod Sust Patron
+ i ? ? var var
P A NC(P A |
Azar (EE) E (EAB > EPQ) E B NC B |
1 1 4 .
B A @ P Q A NC|Q A |
B NC B |
Prod Sust Patrén | Prod Sust Patrén
var var
A B
| S I L
Ordenado (EgqR) B - B -
E EA (EAB &>mq m E
Q A C Q A -
B C B -
Prod Sust Patron | Prod Sust Patron
var var
Tl T 2 P A NCIP A I
Ordenado (EE) B NC B NC
E EA (EAB & BPQ EQ E
Q A c|Q A C
B NC B -
Prod Sust Patrén | Prod Sust Patrén
var var
0 AR P A NC|P A -
Theorell-Chance B C B C
E EA EQ E
Q A ciQ A C
B NC B -
Prod Sust Patron | Prod Sust Patron
A P B Q ) )
¥ Tl * [P A NC|P A -
Ping Pong B C B C
E EA & FP F FB & EQ E
Q A c|Q A C
B - B NC
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Tabla IV. Patrones de inhibicion por producto predichos para los mecanismos
cinéticos bi bi secuenciales (azar, ordenado y Theorell-Chance) y no secuenciales
(ping pong)) considerando concentraciones saturantes y no saturantes del
cosustrato. Notese que en los esquemas de Cleland correspondientes a los
mecanismos cinéticos en equilibrio rapido, el complejo ternario de la enzima con
los productos y la liberacion de los productos tienen un tamafio de letra menor a la
del resto de los componentes. Esto se hizo con el fin de senalar que en este tipo
de mecanismos la formacion de los complejos con los productos y la velocidad de
catalisis es baja en comparacion con los que se llevan a cabo en estado
estacionario (Revisar apartado A). Abreviaturas usadas: EqR: Equilibrio rapido,
EE: Estado estacionario, Prod : Producto, Sust var: sustrato variable (se considera
cosustrato al que no se esta variando en el ensayo), C: Inhibicion competitiva, NC:
inhibicion no competitiva, I: Inhibicidon incompetitiva, --- No inhibicion.

Algunas otras excepciones se refieren a casos mas complicados, como por
ejemplo: enzimas con mas de un sitio catalitico o mecanismos cinéticos no
clasicos. Un ejemplo importante con respecto a los patrones de inhibicién de un
mecanismo ping pong, llamado no clasico por poseer dos sitios cataliticos
independientes interconectados por una biotina covalentemente unida es el de la
transcarboxilasa descrito por Northrop y Wood en 1969. En este mecanismo los
patrones de velocidad inicial indicaban un mecanismo de tipo ping pong, pero los
patrones de inhibicion por producto no correspondian en lo absoluto con los
predichos para un mecanismo clasico. En un mecanismo ping pong clasico P es
un inhibidor no competitivo con respecto a A y Q también lo es con respecto a B;
por otra parte, P es un inhibidor competitivo respecto a B y Q respecto de A (figura
1, mecanismo bi bi ping pong). Sin embargo, en el mecanismo ping pong no
clasico descrito para la transcarboxilasa (Northrop, 1969) se encontré que P
(propionil-CoA) era inhibidor competitivo con respecto a A (metilmalonil-CoA) y Q

(oxaloacetato) con respecto a B (piruvato). Este tipo de inhibiciones no clasicas se

deben a que la enzima tiene dos sitios cataliticos en los que se llevan a cabo, de
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manera independiente, las reacciones parciales que intervienen en la
carboxilacion del piruvato, y la transferencia del grupo carboxilo es mediada por la
biotina covalentemente unida a la estructura proteica. En uno de los sitios se une
el metilmalonil-CoA que al ceder un grupo carboxilo a la biotina se transforma en
propionil-CoA, que ocupa el mismo sitio de unién que el metilmalonil-CoA; es por
eso que el tipo de inhibicion entre este par de moléculas es competitivo. La biotina
carboxilada transfiere el grupo carboxilo al otro dominio de la enzima en dénde se
une el piruvato. EIl grupo carboxilo se transfiere al piruvato y finalmente se obtiene
oxalacetato que comparte el sitio de uniéon con el piruvato, asi que estas dos
moléculas son mutuamente excluyentes, es decir que el oxalacetato es un
inhibidor competitivo con respecto al piruvato. Este es uno de los factores que
modifica los patrones clasicos de inhibiciéon por producto.

En un mecanismo cinético de tipo iso, la enzima tiene un cambio
conformacional que controla la velocidad de la reaccién. Para una enzima que
une sus sustratos y libera sus productos de manera ordenada y que ademas tiene
un cambio conformacional importante entre la forma libre (E) y la enzima
modificada (E’) que libera al ultimo producto (Q), el patron de inhibicién de Q con
respecto a A es no competitivo, en lugar de competitivo, como se predeciria para
un mecanismo ordenado clasico. Un ejemplo de este tipo de mecanismo bi bi iso
ordenado es el de la enzima betaina-aldehido deshidrogenasa de las hojas de
amaranto (Valenzuela-Soto et al., 1993). Esta enzima cataliza la oxidacion de la
betaina aldehido mediante NAD" para formar glicina betaina y NADH + H*. Los

estudios de velocidad inicial sugirieron un mecanismo secuencial.

35



INTRODUCCION

Por otra parte, los datos de inhibicion por producto permitieron descartar un
mecanismo al azar en equilibrio rapido. Asimismo, la inhibicion no competitiva del
NADH (el ultimo producto en liberarse) respecto al NAD™ (el primer sustrato en
unirse) sugirio la presencia de un cambio conformacional importante entre la forma
de la enzima que unen al NAD" y la que une el NADH. Este cambio limita la
velocidad neta de la reaccidén. Experimentos realizados con compuestos analogos
formadores de complejos sin salida apoyaron el mecanismo bi bi iso ordenado. La
inhibicion producida por estos analogos de los sustratos o de los productos se
utiliza para determinar mecanismos cinéticos, por lo que a continuacién se
presenta un apartado en el que se hace referencia a este tipo de herramienta
cinética.

I. C. 2. d. Inhibidores sin salida y moléculas analogas a sustratos y/o
productos

Las moléculas analogas a los sustratos y productos de la enzima se unen a
la misma forma de la enzima con la que se acomplejan los verdaderos sustratos
y/o productos, aunque con diferente afinidad, e interactuan con el mismo sitio de
unién dentro de la estructura de la proteina. A pesar de que las moléculas
analogas se unen a la enzima, la reaccién no puede ser catalizada, por lo que se
forman complejos sin salida y por eso se les conoce como “inhibidores sin salida”
(dead-end inhibitors). Si el inhibidor sin salida se une exactamente en el mismo
sitio que el sustrato o producto verdadero, entonces seran mutuamente
excluyentes y, en consecuencia, este inhibidor sera competitivo puro con respecto

al verdadero sustrato (Cleland, 1970). Esta caracteristica es requisito
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indispensable para determinar los patrones de inhibicidn con respecto al resto de
los sustratos y asi definir o confirmar el mecanismo cinético.

Sin embargo, también hay casos en los que el inhibidor sin salida es capaz
de unirse al mismo tiempo que esta unido el sustrato verdadero, compartiendo el
mismo espacio dentro de la estructura proteica pero unidos a diferentes
aminoacidos. El grado en el que antagonizan o sinergizan entre ellos puede dar
informacion relevante respecto a la geometria del sitio de unién y de los cambios
conformacionales inducidos por la unién de las moléculas a ese sitio (Cleland,
1970).

En algunos casos se utilizan sustratos o productos alternos que participan
en la catalisis de la enzima a diferencia de los inhibidores sin salida. El uso de los
inhibidores sin salida y de los sustratos alternos depende del mecanismo cinético y
del tipo de informacion que se requiera para aclararlo (Cleland, 1970).

Para ejemplificar el uso de sustratos o productos alternos, consideremos un
mecanismo uni bi ordenado de una enzima que cataliza la hidrdlisis de varios
ésteres de fosfato. Mediante estudios de inhibicion por producto y patrones de
velocidad inicial se sugiere que independientemente del éster que se trate, el
primer producto liberado (P) depende del tipo de éster hidrolizado y el producto
final (Q) es el fosfato. Para comprobarlo se puede utilizar en lugar del sustrato A,
el sustrato alterno D (otro éster de fosfato) que es hidrolizado por la enzima en los
productos S (en lugar de P) y Q (que se sugiere es el fosfato). En esta reaccion
con D se esperaria que los productos S y Q tuvieran el mismo patrén de inhibicién
que P y Q con respecto al sustrato A, con lo que se estableceria mas

confiablemente el orden de liberacion de los productos Este es sélo un ejemplo
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sencillo de un caso supuesto para un mecanismo uni bi, sin embargo, puede haber
un mayor numero de suposiciones y de posibles patrones de inhibicion y de
evidencias que apoyarian este mecanismo o lo rechazarian (Cleland, 1970).

El estudio con inhibidores sin salida se utiliza mucho mas que la técnica con
sustratos o productos alternos porque supone un menor numero de
complicaciones, ya que los compuestos que forman complejos sin salida no
participan en la catdlisis de la enzima. Una de las funciones mas utiles de los
inhibidores sin salida es la de verificar el orden de adicion de los sustratos en
aquellos casos en los que los datos de inhibicion por producto no sean
suficientemente claros. Debido a que estos inhibidores sin salida no participan en
las secuencias de reaccién, como lo harian los sustratos o los productos
verdaderos, ejercen un efecto sobre las pendientes y/o los interceptos de los
graficos de dobles reciprocos. Estos efectos pueden ser predichos de acuerdo
con las reglas propuestas por Cleland para determinar los patrones de inhibicidon
en mecanismos cinéticos (Cleland, 1963). Un inhibidor sin salida forma complejos
con una forma de la enzima y constantemente se estan asociando y disociando,
estableciendo una condicién de equilibrio rapido. Generalmente se obtienen
patrones graficos lineales de dobles reciprocos. Sin embargo, cuando mas de una
molécula de inhibidor sin salida se une a la misma forma de la enzima (E + | <> El
+ | & Ely) o a formas diferentes de ésta, el patréon de dobles reciprocos es
parabdlico, lo cual complica la interpretaciéon del mecanismo cinético. Para
ejemplificar el uso de estos complejos sin salida en la determinacion de los

mecanismos cinéticos, consideremos un mecanismo bi uni uni bi ping pong en el
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que se utiliza un inhibidor sin salida (I) analogo al sustrato C (figura 3). En este
mecanismo cinético se predice que | es un inhibidor competitivo con respecto a C,
debido a que ambos se unen a la misma forma de la enzima (F). Con respecto al
sustrato A, la inhibicion de | deberia ser incompetitiva, ya que se unen a diferentes
formas de la enzima (E y F respectivamente) y no estan interconectados de
manera reversible; en este caso, la saturacion con C eliminaria la inhibicion. El

mismo patrén de inhibicidon se esperaria si el sustrato variable fuera B.

Secuencias Patrén de
Sustrato variable Forma de la reversibles inhibicion
enzima interconectadas predicho
A E (libre) NO Incompetitivo
B EA NO Incompetitivo
C F (modificada) NO Competitivo
A B P C Q R
) l t D )
E EA EAB <« FP F FCoEQR  ER E
+
|
1
FI

Figura 3. Tabla en la que se resumen los patrones de inhibicidon predichos para el
efecto de un analogo del sustrato C que forma el complejo sin salida FI en un
mecanismo bi uni uni bi ping pong. En la parte inferior, el diagrama de Cleland de
un mecanismo bi uni uni bi ping pong en el que se muestra la formacién del
complejo sin salida (FI) promovido por el inhibidor | analogo del sustrato C.

Los patrones de inhibicién para un inhibidor sin salida dependen de la forma

de la enzima a la cual se une, asi como de la concentracidon de co-sustrato
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utilizada, de acuerdo con las reglas que se explicaron anteriormente en el
apartado de inhibicion por producto. Un analisis mucho mas detallado del tipo de
inhibicion de | con respecto a cualquiera de los tres sustratos (A, B y C), al unirse
a las formas de la enzima E, EA, EAB, EQR o ER, en un mecanismo como el que
hemos analizado (Figura 3), se enlistan en el trabajo de Cleland de 1963.

La ventaja de las reglas para predecir patrones de inhibicién es que se
puede sugerir el tipo de inhibicion de un producto o inhibidor simplemente por
inspeccion visual del mecanismo cinético de una enzima, sin tener que definir la
ecuacion de velocidad, que suele ser un procedimiento mucho mas elaborado.
Asimismo, con estas reglas se pueden construir esquemas cinéticos a partir de los

datos obtenidos experimentalmente.

Es comun que a altas concentraciones de sustrato, éste se comporte como
inhibidor sin salida, por lo que la inhibicion por sustrato se considera una
herramienta diagndstica mas para determinar mecanismos cinéticos. Entre sus
ventajas se encuentran que los experimentos son faciles de realizar y la
interpretacion de los resultados generalmente es muy clara. La inhibicion sin
salida se debe a que el sustrato se une a una forma de la enzima diferente con la
que normalmente reacciona; este tipo de inhibicion se conoce como lineal o total
debido, a que la grafica de dobles reciprocos es una linea recta. Sin embargo,
también puede observarse inhibicion hiperbdlica o parabdlica, si dos moléculas de
sustrato se combinan con la misma forma de la enzima para formar un complejo

sin salida (Cleland, 1970). La inhibiciéon por sustrato sigue las mismas reglas de
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Cleland, para predecir patrones de velocidad inicial en presencia de inhibidores
(Seccion C.2.a.b.).

Por supuesto que las concentraciones altas de sustrato también pueden
reflejarse como un efecto inhibitorio debido a que producen efectos secundarios
sobre la viscosidad de la mezcla de reaccion, la fuerza idnica, la osmolaridad entre
otros. Es por eso que para los experimentos de inhibicion por sustrato es
necesario establecer el intervalo de concentracion que inhibe la reaccién por su
unién a la enzima y no por efectos sobre las propiedades de la mezcla de

reaccion.
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I. C. 3. Intercambio isotépico.

Esta técnica es la tercera herramienta cinética mas utilizada para deducir o
confirmar un mecanismo cinético (Cleland, 1970). Los isétopos son atomos del
mismo elemento que difieren en el nimero de neutrones que tienen en el nucleo y
por lo tanto en su masa atémica (http//:
www.ocean.stanford.edu/bomc/chem/lecture_16.pdf). Por ejemplo, el atomo de
oxigeno '°O es el mas abundante naturalmente (99.8%) y tiene 8 protones y 8
neutrones (masa atémica = 16); el '®O es un isétopo poco abundante (0.2%) y no
radiactivo que se diferencia del '°O en que tiene 10 neutrones y su masa atémica
es mayor (masa atémica = 18). Los isétopos pueden ser radiactivos o no, por lo
que su cuantificacion puede llevarse a cabo mediante diferentes técnicas
experimentales (entre ellas resonancia magnética nuclear). Algunos de los
isdtopos mas utilizados en este tipo de estudios son ?H, *H, "C, 0 y **P. Es
importante senalar que existen diferentes usos para los isétopos en el campo de la
cinética. Las dos principales aplicaciones son: el intercambio isotdpico y los
efectos de los isétopos (Tabla V). El intercambio isotépico supone que la
sustituciéon de un atomo no tiene ningun efecto sobre la cinética de la enzima y
solamente se utiliza para identificar moléculas que desde un punto de vista
quimico son indistinguibles (Cornish-Bowden, 1995). Por otra parte, los efectos
isotopicos se refieren a que los isétopos de las moléculas sustituidas son capaces

de modificar las propiedades cinéticas o de equilibrio (Cornish-Bowden, 1995).
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Condicion Intercambio isotépico | Efectos de los is6topos
Caracteristica distintiva Ningun efecto sobre las Efecto sobre las
propiedades cinéticas. propiedades cinéticas.

Primario: Enlace reactivo

Localizacion de la Alejada del sitio de Secundario: Alejado un
sustitucién del atomo por reaccion enlace del enlace reactivo
el isétopo Solvente: El enlace que

se forma con el solvente

Grado de sustitucion Traza 100% (idealmente)
Propiedad isotépica Radioactiva Diferente masa atomica
Isétopos comlnmente 3H, "c, %P ’H, 3H
utilizados

Tabla V. Caracteristicas de las diferentes técnicas que utilizan is6topos para
estudios cinéticos (Modificado de Cornish-Bowden, 1995)

Las técnicas cinéticas que se han descrito en los apartados anteriores (C1-
C2) se refieren a la mediciéon de las velocidades netas observadas para una
reaccion quimica. La velocidad neta se refiere a la diferencia entre las
velocidades absolutas de ida (forward) y reversa de la reaccién completa. La
principal diferencia de la técnica descrita en este apartado (C3) con las anteriores
(C1-C2) es que el intercambio isotopico permite medir la velocidad unidireccional
de ciertos pasos dentro de una secuencia de reaccion y mediante esto determinar,

por ejemplo, el paso que controla la velocidad de la reaccién (Segel, 1975).
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Por ejemplo, en un mecanismo bi bi ordenado (ver Fig. 1) en presencia de
ambos sustratos y productos, la velocidad neta de formacién de P sera igual a la
de formaciéon de Q; sin embargo, en un estudio de intercambio isotopico la
velocidad inicial a la cual aparece P a partir del sustrato radiactivo A (A*) puede
ser diferente a la velocidad de formacion de Q a partir de B* (Segel, 1975).
Justamente esto es lo que mide el intercambio isotépico y es mediante este tipo de
informacion que puede precisarse el orden de liberacion de los productos o la
unién de los sustratos y asi confirmar o modificar un mecanismo cinético. Los
experimentos se llevan a cabo generalmente en condiciones de equilibrio quimico,
pero no es un requisito indispensable. Ademas, los ensayos deben hacerse en
presencia de uno o mas de los productos, ya que sin productos, la velocidad inicial
de la aparicion de la marca en P o Q es igual a la velocidad inicial de la reaccién
completa.

Las ecuaciones de velocidad para el intercambio isotopico son
generalmente muy complicadas, por lo que es dificil determinar las constantes
cinéticas, asi que en muchos casos se utiliza s6lo como una herramienta
cualitativa (Segel, 1975). Estas técnicas son muy poderosas y producen una gran
cantidad de informaciéon debido a que se usan diferentes combinaciones
experimentales (presencia de un sustrato, ausencia de sustratos, presencia de
todos los productos o sélo uno, etc.).

Por ejemplo, mediante el estudio de los efectos de diferentes is6topos sobre
la catalisis del citocromo P450 1A2 de conejo, se determinaron las velocidades de
los pasos individuales de unién de sustratos y liberacion de productos de manera

individual. Estos datos fueron obtenidos utilizando algunos anisoles marcados en
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el grupo metilo como sustratos. A partir de estos experimentos se pudo
determinar que (i) la velocidad de unién del sustrato es sumamente rapida (k > 10°
M's™); (i) que la liberacién del producto no es el paso limitante de la reaccién; (iii)
que el paso de reduccion por el primer electron es rapido, aun en ausencia de
ligandos (k > 700 min™"); (iv) que la unién del O, al atomo de fierro del citocromo
P450 es tan rapida como la unién del sustrato ;y (v) que el paso mas lento (14 min’
") reside en la catalisis del complejo P450 Fe** - sustrato — O, (Guengerich et al.,
2004). Se realizdé otra serie de experimentos con deuterio para determinar que
particularmente dentro del paso catalitico, el verdaderamente limitante de la
velocidad era la hidrdlisis del enlace C-H de los sustratos (los anisoles). Con toda
esta valiosa informacion se puede construir un esquema detallado del mecanismo
cinético del citocromo P450 y también modelos matematicos para predecir
comportamientos cinéticos en condiciones cercanas a las fisiologicas.

Para profundizar sobre este tema existe una gran cantidad de literatura en
la que se analizan, de manera detallada, el intercambio isotdpico entre cada
sustrato y su propio producto junto con la determinacién de las ecuaciones
correspondientes para los mecanismos cinéticos ordenados, ping pong, y al azar
(Segel, 1975: pp 846-883; Cornish-Bowden, 1995: pp: 159-177 y Cleland, 1970:

pp:43-52).

I. D. Mecanismos cinéticos de la Piruvato Fosfato Dicinasa.
La piruvato fosfato dicinasa (PPDK) es una enzima trirreactante que cataliza
la transferencia del fosfato del fosfoenolpiruvato (PEP) y del pirofosfato (PPi) al

AMP; los productos de esta reaccién son el ATP, el piruvato (pir) y el fosfato (Pi).
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El estudio cinético de esta enzima con tres sustratos y tres productos es
complicado, debido al numero de moléculas que participan en la reaccion y a las
interacciones entre éstas y las tres diferentes formas de la enzima: enzima libre
(E), enzima fosforilada (EP) y enzima pirofosforilada (EPP). Sin embargo, existe
un extenso estudio de las caracteristicas cinéticas de la PPDK de diferentes
organismos que, en casos como el de la PPDK de Clostridium symbiosum
(CsPPDK), se complementan con estudios sobre la estructura de la enzima
silvestre y de diferentes mutantes. A continuacion se presenta una revision sobre
las caracteristicas cinéticas, estructurales y funcionales de la PPDK, publicada en

la Revista de Educacién Bioquimica.
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Piruvatos
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ESTRUCTURA, CINETICA Y PAPEL DE LA PIRUVATO
FOSFATO DICINASA: UNA ENZIMA BLANCO PARA EL
DISENO DE FARMACOS Y CLAVE EN LA FOTOSINTESIS C,*

RESUMEN

La piruvato fosfato dicinasa (PPDK) cataliza la trans-
ferencia de los grupos fosfato del pirofosfato (PPi) y
del fostoenolpiruvato (PEP) a una molécula de AMP
para sintetizar AT'P, fosfato y piruvato. Se ha encontra-
do en una gran variedad de organismos, desde bacte-
rias y protistas pardsitos hasta plantas de tipo C, como
¢l maiz. Esta enzima se propone como un blanco po-
tencial para el diserio de fdrmacos en contra de los pa-
rasitos que la poseen debido a que no estd presente en
¢l hospedero humano. En este trabajo se da una visién
global acerca de lo que actualmente se conoce sobre la
PPDK.

PALABRAS CLAVE: piruvato fosfato dicinasa, enzimas

Marcela Lilian Varela Gomez

ABSTRACT

Pyruvate phosphate dikinase (PPDK) catalyzes the
transfer of phosphate groups from pyrophosphate (PPi)
and phosphoeno/pyruvate (PEP) to AMP and synthesi-
zing ATP, phosphate and pyruvate. This enzyme occurs
in a great variety of organisms such as bacteria, protist
parasites, and C, plants like maize. Because it is absent
from the human host, PPDK has been considered an im-
portant target for drug design against parasites. This ar-
ticle reviews the current knowledge about PPDK.

KEY WORDS: pyruvate phosphate dikinase, pyrophosp-
hate-dependent enzymes, C, photosynthesis

dependientes de pirofosfato, fotosintesis C,.
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La piruvate fosfato dicinasa
(PPDK) cataliza de manera reversi-
ble la transferencia de los grupos
fosfato del PEP y el PPi a una mo-
lécula de AMP (Fig. 1).

La PPDK se encontré de manera
independiente, pero casi simultanea,
a finales de la década de los sesentas
en las bacterias Clostridium symbio-
sum (1} v Propionibacterivm sher-
manni (2), en el protista pardsito £n-
tamoeba histolytica (3) y en las ho-
Jas de varias plantas C, tales como el
maiz (4). Actualmente existen re-
portes de PPDK en una gran varie-
dad de seres vivos que van desde or-
ganismos unicelulares marinos co-

mo una especie de actinomiceto ter-
mofilo (5), pasando por protistas de
vida libre como Euglena gracilis y
protistas pardsitos como Giardia
duodenalis (6), Trypanosoma cruzi,
1. bruceiy Leishmania spp. (7), has-
ta plantas de tipo C, tales como el
arroz (8) y algunas especies de plan-
tas con metabolismo C-C, como
Flaveria y Eleocharis (9, 10). Es
importante hacer notar que hasta la
fecha no existen reportes de esta en-
zima en ninglin representante del
reino animal.

El andlisis filogenético de Mal-
donado y Fairlamb (11) muestra
que las PPDKs de tripanosomati-
dos, bacterias y otros protistas for-

*Recibido: 26 de septiembre de 2002 Aceptado: 21 de enero de 2003
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Fax 5622-5630, Correo E: mvarela@ifisiol.unam.mx

man un grupo diferente del que in-
cluye a las de plantas, lo cual sugie-
re que la adquisicién de este gen pu-
do haber ocurrido mediante un
evento de transferencia horizontal
durante los procesos endosimbidli-
cos en los ancestros de estos orga-
nismos unicelulares.

REACCION QUE CATALIZA

Mediante estudios de intercambio
1sotdpico se determind que en pre-
sencia de *“P-fosfoenolpiruvato la
PPDK de E. histelytica sintetiza
ATP marcado en la posicion 5. Al
hacer el experimento en presencia
de PPi radiactivo se obtuvo ATP
marcado en la posicion y (1-3) (Fig.

47



INTRODUCCION

11-18 Piruvatos
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Mg
[ ] NH,* By
PEP AMP PP + 2H* +— pruvato ATP + B

Figura 1. Reaccidn catalizada por la PPDE. PEP! fosfoenaipiruvato; PPi: pirofosfato;
Pi. fosfaro; B: fosfmo B del ATP; yfosfato y del ATP.

13. Reeves et al. (1) observaron
también que no habia incorporacién
de marca al PEP a partir de fosfato
matcado {*Pi), lo cual indica que el
PEF se sintetiza a partir del ATP y
no por la transferencia del fosfato
libre al piruvato. Estudios sobre el
equilibrio de la reaccion utilizando
la PPDK de C. symbrosim mostra-
ron que la constante de equilibrio
varfa directamente con el cuadrado
de la concentracidn del i6n hidrdge-
no (Fig. 1). La participacién de dos
iones hidrégeno en la reaccitn en el
sentido de la sintesis de ATP requie-
re que los cuatro protones del PPi
estén disociados, lo cual sugiere
fuertemente que la especie reactiva
es el Mg*PPi (1). La reaccidn ca-
talizada por la PPDK sdlo puede
llevarse a cabo en presencia de

His 455

Mg?". Enla figura 1 se muestra que
la reaccién catalizada por la PPDK
también requiere de cationes mono-
valentes para su activacién, como el
NH,*. Alafecha no se conoce el pa-
pel que desempefia este i6n, que es
esencial para la mavorfa de las
PPDKs reportadas, con excepcidn
delade £ histolytica (13).

PROPIEDADES FiSICAS,
MOLECULARES Y ESTRUCTURALES
Se ha reportado que la masa mole-
cular de los mondmeros de la
PPDK estd entre 94 vy 100kDa (3,7,
12, 13). Las PPDKs de las bacterias
Microbispora roseay G. duodena-
lis tienen una estructura dimérica,
mientras que las de plantas tipo G, v
E. hustolytica son tetraméricas.

La PPDK de maiz se inactiva a

Figura 2. Estructura en modelo de listones del mondmero de PPDE de Clastricium syn-
Biaswm. I Dominia de unidn del AMPIATP; 11 Daminio de unidn del PEPIniruvato en el
que se observa claramente la estructura de barrl off; 111 Dominio de la histiding cata-

tica ublcada en g posicidn 455,

4
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temperaturas por debajo de 10 °C
debido a que el tetrimero activo se
disocia formando mondmeros y di-
meros que pueden ensamblarse
nuevamente al elevar la temperatu-
ra (12, 14). La inactivacidn por frio
es una caracteristica comiin de las
PPDKs de diferentes especies de
plantas C,. Sin embargo, la veloci-
dad de inactivacién varfa significa-
tivamente incluso entre organismos
de la misma especie. La inactiva-
cién por frio de la enzima de maiz
e evita por la presencia de Mg,
asi como por la unién de piruvato o
PEF (14). Resultados obtenidos con
mufantes tolerantes al frio de la
PPDK de Fiaveria brownii sugieren
que los aminodcidos involucrados
en esta tolerancia estin directa o in-
directamente relacionados con la
asociacion de subunidades y estin
localizados en el extremo C-termi-
nal (14). Con respecto a ofras
PPDKs se determind que las de P.
shermanii, Flaveria pringlet, E. his-
tolytica vy parcialmente la de C.
symbioswn son sensibles al frio, en
tanto que las PPDKs de M. rosea v
F. brownz son tolerantes (5, 14).
Actualmente se conoce la estruc-
tura cristalogrifica de las PPDKs de
. symbiosum (13)y T. brucei (16)
con una resolucién de 2.3 Ay 3 A
respectivamente. El cristal de la
PPDK de . symbiosum reveld una
molécula de tres dominios plegados
independientemente que correspon-
den acada uno de los dominios fun-
cionales identificados bioquimica-
mente (Fig. 2). E]l dominio C-termi-
nal tiene una conformacién de ba-
mil o/f que contiene el sitio de
unién del par PEP / piruvato. A 45
A de distancia de este sitio se en-
cuentra el dominio N-terminal con
los sitios de unién para AMP / ATP
v PPi/Pi. El tercer dominio estd en-
tre los anferiormente descritos vy
contiene a la histidina catalitica
(His 455 en 1a PPDK de <. symbio-
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sum) responsable de la transferen-
cia de los grupos fosfato involucra-
dos en la reaccién (15).

Para la transferencia del fosfato
del ATP al piruvato, el dominio de
la fosfohistidina sufre un cambio
conformacional dramdtico, de ma-
nera que este residuo es capaz de in-
teractuar alternativamente con los
sustratos unidos al dominio amino y
al carboxilo, que estin separados
por 45 A de distancia (Fig. 3).

CARACTERISTICAS CINETICAS

En todas las PPDKs descritas a la
fecha, la relacién de velocidad ini-
cial contra la concentracién de cual-
quiera de los sustratos sigue una ci-
nética hiperbdlica. Para la PPDK de
maiz, el requerimiento por AIP no
puede ser sustituido por UTP, CTP
0 GTP (12). La PPDK de M. rosea
es especifica para AMP, no tiene
actividad en presencia de UMP,
IMP, TMP, CMP y GMP (5).

Enla Tabla I se enlistan los valo-
res de las constantes de Michaelis-
Menten (X,) de los sustratos de
PPDKs de diferentes organismos. El
AMP es el sustrato que presenta los
valores mis pequefios de K, (entre
0.85-10 nM). L.a mayor afinidad por
AMP la tiene la PPDK de maiz
(0.85-1.1 pM). En el otro extremo, el
Pi es el sustrato por el que las
PPDKSs presentan valores de K|, mis
altos (0.38 - 1 mM). Los valores de
K, de las plantas C, son muy pareci-
dos, peroen el caso de las PPDKs de
bacterias los valores de X no son
tan parecidos entre ellas v lo mismo
pasa con los valores de los protistas
parisitos (Tabla I). Estas diferencias
en afinidades pueden atribuirse a la
mayor diversidad de estructuras en
la familia de PPDKs de los protistas
pardsitos y que son de un origen di-
ferente al de las PPDKs de plantas.

La actividad de la PPDK encual-
quiera de los sentidos de la reaccidon
es dependiente de la presencia de

b

Mg, va que los verdaderos sustra-
tos de la enzima deben estar acom-
plejados con este i6n. Sin embargo,
enel caso de la PPDK de maiz se ha
sugerido que este catidén divalente
es también necesario para mantener
a la enzima en su forma activa (11}
El Mg* no puede ser sustituido por
otros cationes divalentes tales como
Cu, Ca*, Mn® y Co®en la activi-
dad de las PPDKs de maiz (12},
bacterias (1) y protistas pardsifos
(11), pero en M. rosea se preserva
un 28% de la actividad en presencia
de Mn* y un 53% en presencia de
Co* (5). El intervalo de concentra-
ci6n Gptimo de Mg* total es de 2 -
5 mM para las diferentes PPDKs.
Los cafiones monovalentes fales
como NH,* o K* también son indis-
pensables para la catilisis de algu-
nas PPDKs como la de maiz (12),
C. symbriosum (2) y G. lambiia (0),
sin embargo, la actividad de la

Pir/PEP

ATP/AMP

_[*"R &

13

PPDK de E. hustolytica es indepen-
diente de estos iones (13). Afin no
se sabe cudl es el mecanismo de ac-
tivacién por los iones NH,* v K* de
la PPDK, pero se ha descartado que
la carga de este catidn tenga un pa-
pel similar a la del K* esencial en
algunas piruvato cinasas (PK), ya
que en el cristal de C. symbiosim se
observa un aminodcido cargado po-
sitivamente en la posicién equiva-
lente a la que ocupa este i6n en la
PK (15).

El pH 6ptimo de la reaccidn en
sentido de la sintesis de PEP se en-
cuentra en el intervalo de 8.0 - 8.5
(11) vy para la reaccién en sentido
de formacién de ATP es 6.3 -7 (2,
3,13).

Se han reportado dos mecanismos
cinéticos diferentes para la PPDK
(Fig. 4). Se determind un mecanis-
mo cinético Tri Uni Uni ping pong
no clisico (TU) parala PPDK de P.

His catalitica

E + ATP < E-P, P, + AMP

E-PyP, + Pi « E-P, +P Pi

E-P,

s * pirevalo <= E + PEP

Figura 3. Modelo sirplificads de los dos estados conformacionales de la PPDK de Clos-
trickum symblosum incluyvendn las reqcciones parciales asociodas con cada uno de ellos.
[ Dominio del ATPIAME, [ Dominio del pirwvate/PEF, I Dominic de la His

catalftica. () His catalftica,

4
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Shermanii y Bi Bi Uni Uni ping
pong (BBUU) para las PPDKs de
plantas C, y C. symbiosum. Las prin-
cipales diferencias entre estos meca-
nismos residen en que en el mecanis-
mo TUU son tres reacciones parcia-
les las involucradas en la sintesis de
ATP o PEP (Fig. 4 A), mientras que
en el BUU son sélo dos reacciones
parciales (Fig. 3 y 4 B). Esto se de-
be a que la reaccion parcial entre
AMP-PPi y ATP-Pi es ping pong en
el caso del TUU y secuencial en el
caso del BBUU. En el mecanismo
BBUU el intercambio Pi-PPi requie-
re de ATP y AMP y el intercambio
ATP-AMP se acelera varias veces en
presencia de Pi-PPi, lo que indica
que estos sustratos participan en una
sola reaccién parcial.

PAPEL METABOLICO DE LA PPDK
El papel fisioldgico de la PPDK de-
pende del organismo en el que se
encuentre. Por ejemplo, en las
plantas C, desemperia un papel fun-
damental en la sintesis de PEP, que
es la molécula aceptora del CO, at-
mosférico. Sin embargo, en orga-
nismos pardsitos se desconoce aun
su papel metabélico.

La PPDK es capaz de catalizar la
reaccion en cualquiera de los dos
sentidos, dependiendo de condicio-
nes tales como el pH, las concentra-
ciones de sustratos y productos, en-
tre otros factores. Termodindmica-
mente, la reaccién en el sentido de
la sintesis de ATP se favorece a pH
Ty la sintesis de PEP requiere de va-
lores de pIl mayores, como &, que es
el que hay dentro del cloroplasto de
las células especializadas de las
plantas C,. Hasta ahora, sélo se ha
determinado la constante de equili-
brio para la conversién de ATP, Piy
piruvato a AMP, PPiy PEPapH 7y
25°C utilizando la PPDK de C. sym-
biosum para catalizar la reaccion.
Seutilizd [M'C]piruvato y se midid la
relacién [“Clpiruvato/[**C]fosfoe-

i (Tﬁ)

nolpiruvato en el equilibrio. Se cal-
culé que la K_(obs)=| AMP|[PPi-
1[PEP / IATPﬂil'PiI[piruvato] es
0.003 (17). En los siguientes apar-
tados se trata de manera particular y
con mayor profundidad el papel me-
tabélico de la PPDK.

SINTESIS FISIOLOGICA DE PEP
CATALIZADA POR LA PPDK

En plantas C,. la PPDK cataliza la
reaccion en el sentido de la sintesis
de PEP. Para asegurar que la reaccion
catalizada por la PPDK se lleve a ca-
bo en este sentido, se acopla con al-
tos niveles de adenilato cinasa y piro-
fostatasas que disminuyen los nive-
les de AMP y PPi respectivamente.
La fotosintesis de plantas C, depende
de la presencia de dos tipos de célu-
las fotosintélicas que anatémica y
bioquimicamente son muy particula-
res, éstas son las células del mesdfilo
(superficie de la hoja) v las células de
la vaina, adyacentes al tejido vascu-
lar (Fig. 5 A). La PPDK se localiza
en el cloroplasto de las células del
mesofilo en donde el pH es 8. La
PPDK sintetiza PEP en este compar-
timento y después este metabolito se
transporta al citosol con el fin de que
el CO, atmosférico sea fijado por

Varela Gémez ML

carboxilacién mediante la PEP car-
boxilasa. [sto produce dcidos dicar-
boxilicos de 4 carbonos como el oxa-
loacetato, que luego es convertido a
malato por la malato deshidrogenasa
dependiente de NADP. El malato es
transportado a las células de la vaina
y es descarboxilado en el cloroplasto
de estas c€lulas por una de tres dife-
rentes enzimas, segtin el tipo de plan-
ta: enzima mdlica dependiente de
NADP, enzima mdlica dependiente
de NAD o la PEP carboxicinasa. El
piruvato formado por la accion de la
enzima madlica lo utiliza la PPDK pa-
ra regenerar el PEP aceptor del CO,
atmoslérico v asi comenzar de nue-
vo el ciclo C, (Fig. 5 A} .

El ciclo C, actia con el fin de
concentrar CO, en las células de la
vaina, donde se encuentra localizada
de manera exclusiva la via reducto-
ra de pentosas fosfato. Debido a la
alta concentracion de CO, en estas
células, la reaccion de oxigenasa de
la ribulosa-bisfosfato carboxilasa
(rubisco) se suprime, y en conse-
cuencia, la fotorrespiracion es des-
preciablemente baja. Esto permite
que estas plantas fotosinteticen con
una conductancia estomatal reduci-
da y en consecuencia tengan una al-

TABLAI

Constantes de Michaelis-Menten de los sustratos de la PPDK de
diferentes organismos (uM)

Crganismo AMP  PPi
P. shermani 15 120
C. symbiosum 35 100
M. rosea 5 38
G. lamblia 5 29
E. histolytica <5 100
E. histolytica <10 100
Saccharum officinarum <4 40
Zea mays pH 8.0 1.1 40

* Piruvato, ** Referencia

PEP ATP Pir*  Pi Rel™
36 43 100 1000  (5)
60 100 80 600  (5)
280 200 130 - (5
24 - - - (8
21 E = - (1)
70 - - - M
110 90 110 500  (5)
110 31 95 380 (1)
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ta eficiencia en la utilizacién de
agua (12). El ciclo C, solamente se
lleva a cabo durante el dia, por lo
que las enzimas que forman parte de
éste también deben estar reguladas.
La actividad de 1a PPDK de maiz es
regulada por la activacidn de 1a pro-
teina reguladora de la FPDK
(PDRP); 1a PDRP es activa durante
los perfodos de luz e inactiva en la
oscuridad. L.a PPDK de maiz tiene
una regulacién covalente mediada
por la PDRFE. La inactivacidn de la
PPDK es el resultado de la fosforila-
cién dependiente de ADP de un resi-
duo de treonina altamente conserva-
do vy vecino de la histidina catalitica;
la inactivacién ocurre sobre la forma
catalfticamente fosforilada (en la
histidina catalitica 389) de la PPDK.
El proceso de reactivacidn involucra
la desfosforilacién fosforolitica del
residuo de Thr, dando lugar al PPi;
la activacion ocurre mis ripidamen-
te con la PPDK no fosforilada en la
His catalitica (Fig. 5 B). La veloci-
dad de inactivacidn de esta enzima
depende de los niveles de ADP, asi
como de su estado de fosforilacién,
lo cual estd directamente influencia-
do por los cocientes ATP /f AMP y
piruvato / PEP ¥ por factores am-
bientales tales como la temperatura.

En las plantas crasuliceas con

PEP par PP
it 1 i1

¢

metabolismo 4cido {(CAM) la
PPDK también participa de manera
importante, va que es 1a responsable
de la sintesis del aceptor primario
del CO, atmosférico. Las plantas
CAM, como las C,, fijan CO, at-
mosférico v lo concentran para sa-
turar a la rubisco y reducir al mini-
mo la fotorrespiracion. A diferencia
de las plantas C,, las CAM llevan a
cabo los ciclos C, y C, dentro de 1a
misma célula, pero estin separados
temporalmente. Fijan CO, por la
noche y lo re-asimilan por el dia,
con lo que el uso del agua es tan efi-
ciente como en las plantas C,.
Como se acaba de exponer, la
PPDK tiene un papel importante en
la fotosintesis de las plantas C, y
CAM; sin embargo, no se conoce
su funcion en hojas de las plantas C,
o en las intermedias C,-C, . En este
tipo de plantas se destaca la presen-
cia de una PPDK citosélica, mien-
tras que en el caso de las plantas C,
es exclusivamente cloroplistica. Se
sabe que en raices de arroz 1a expre-
si6n de la PPDK citosdlica se incre-
menta frente a situaciones de estrés,
tales como baja en la concentracién
de oxigeno o en situaciones de défi-
cit hidrico (8). También se sabe que
la planta intermedia C,-C, Eleocha-
ris vivipara es capaz de adoptar un

A

Pi AMP ATP
i it 1

E mpE == o EP EP

EPpy; == EFP,,

EPP EPPAMF we EATF E

PEP pir AMP
it t It
E ok += EP EP

Ep A
r

B

PP Pi ATP
it ti i

EPP AMP oa  EATH
n

Figura 4. Esquemas de Cleland de los mecamismos cinéticos reportados para la PPDE.
A. Mecanismo tri wni wai ping pong (TUU) de la PPDK de P. shermanii, B. Mecanismo
bi i uni vwi (BBUU ) ping pong de las PPDKs de plantas C4 y Clostridivm symbiosim.

P

EATF E
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metabolismo de tipo C, bajo condi-
ciones terrestres v C, en condiciones
acudticas. Es de suponerse que el
desarrollo de la fotosintesis C, en
este organismo requiere 1a presencia
de PPDK que sintetice PEP en el
cloroplasto. En esta planta, ademis
de una PPDK cloroplistica, existe
una PPDK citosélica, pero lo nove-
doso es que la enzima se encuentra
en las raices, mientras que en las
plantas C,1a PPDK se encuentra ex-
clusivamente en las hojas (10).

Las propionibacterias, como F.
shermaniz, son capaces de crecer
con lactato y piruvato como fuente
de carbono debido a que pueden
convertir piruvato a PEP, que es ne-
cesario para la formacion de com-
puestos de 4 carbonos, carbohidra-
tos, glicerol y ofros componentes
celulares. Esta conversidn no ocurre
a través de la descarboxilacion del
oxaloacetato, ni por la reaccién re-
versa de la PK, ni por la actividad
de la PEP sinfetasa, sino que es ca-
talizada por la PPDK. La actividad
de esta enzima se induce hasta 10
veces mis en las bacterias cultiva-
das en lactato en vez de glicerol,
posiblemente debido a que la PPDK
es esencial para la formacién de
PEP a partir de lactato (2). También
se ha observado una induccitén de
PPDK en el actinomicete terméfilo
M. rosea cultivado en lactato o piru-
vato, en confraste con la baja activi-
dad de esta enzima cuando se le cul-
tiva en presencia de maltosa o glu-
cosa (3). Esto sugiere que, i vive,
la PPDK cataliza la sintesis de PEP
en este organismo.

SINTESIS FISIOLOGICA DE ATP
CATALIZADA POR LA PPDK

Debido a 1a ausencia de PK en pro-
tistas sin mitocondrias como E. hus-
tolytica, se ha sugerido que la PPDK
sustituye la funcidn de esa enzima
para la sintesis de ATP. Sin embargo,
recientemente se reportd la presencia
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de PK en G. intestinalis (18). Esto
pone en duda la funcidn atribufda a 1a
PPDK en estos protistas. Park et al.
(18) senalan que la PK y 1a PPDK de
(. intestinalis trabajan en el sentido
delasintesis de ATP, va que laPFDK
no puede actuar en el sentido opues-
to porque no se ha reportado gluco-
neogénesis en este pardsito. Por ofra
parte, las contribuciones relativas de
lIa PK v 1a PPDK a la glucélisis son
inciertas (18}, Por ofra parte, debido
a que la concentracién de PPi en G.
tntestinalis v E. histolytica es alta y
ambos carecen de pirofosfatasas
inorgdnicas, se ha propuesto que la
PPDK puede constituir una rta al-
ternativa para la utilizacién del PPiy
de esta manera incrementar ¢l rendi-
miento de ATP. La PPDK de G. in-
testinalis pudiera estar involucrada,
junto con la adenilato cinasa, en
mantener el equilibrio entre adenin
nucledtidos que son consumidos ©
formados por transferencias de ener-
gfa (18). Todos estos resultados ha-
cen necesario evaluar con mucho
mis detalle el papel metabdlico de la
PPDXK en estos pardsitos.

EnT. brucer, al igual que en 7. in-
testinalis v F. shermanii, hay activi-
dad tanto de PK como de PPDK. En
los ripanosomdtidos estas dos enzi-
mas se encuentran en distintos com-
partimentos subcelulares: 1la PPDK
es glicosomal y la PK es citosdlica
(7,13). En el glicosoma no se ha en-
contrado actividad de pirofosfatasas,
v hay produccién de PPi a partir de
vias metabdlicas tales como la sin-
tesis de purinas v pirimidinas vy la
f-oxidacién. Por lo tanto, se ha su-
gerido que la FPDK pudiera estar
utilizando el PPi glicosomal para
sintetizar ATP. Por otra parte, se ha
observado que en el estadio de tripo-
mastigote de 1. #ruces (forma alarga-
da presente en el torrente sanguineo
de vertebrados) no existe actividad
de PPDK v tampoco hay actividad
mitocondrial. Los antores sugieren
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Figura 5. A] Esquema de lavia fotosintética del subgrupo de plantas <, que contienen a la
enzimg metlica dependiente de NADE, en el que se resalta el papel de lg PPDE en el cloro-
plasta de la célula del mesdfilo. REP: via reductora de las pentosas fosfato; RuBP ! ribulo-
sal 3-bsfosfato; 3-PGA F-fosfoglicerato; QA oxaloacetato. B) Models del mecanismo de
ingctivacidan mediada por ADP v gctivacian mediada por P de la pirwvato fosfato dicing-
sapor accidn de lo PDRE. Estas reqociones se cree gue son respansables de la regulacidn
de la PPDK mediada por los periodos luz-osciridad en hojas de plontas C,. E His: PPDK;
E His-P: PPDE fosforilada en lo His catalftica; E His-P y E His : representan formas inge-
Hveedas de la enzima por fosforilacidn del residio de Thr. (tomado de referencial2 ).

que la funcidn de la PPDK esté aso-  ATP) en otro estadio del pardsito.
ciada indirectamente con alguna Los fripomastigotes del torrente san-
funcién mitocondrial (sintesis de  guineo expulsan todo el piruvato

e
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producido aerdbicamente, mieniras
que en otros estadios el PEP es diri-
gido nuevamente al glicosoma para
la formacién de L-malato, que es
luego reducido a succinato. Por lo
tanto, la PPDK podria sintetizar PEP
en el glicosomna a partir del piruvato
citosdlico para luego ser reducido a
L-malato. Esto se ve apoyado por la
evidencia de que se ha encontrado
actividad de una enzima glicosomal
requerida para la produccién de L-
malato, la PEP carboxicinasa, que
estd presente en todas las formas de
vida del pardsito, con excepcién del
tripomastigote (7).

A la fecha no existen estudios
que demuestren contundentemente
¢l papel que juega la PPDK en el
metabolismo de los protistas pardsi-
tos mencionados en esta iltima sec-

.

cion, ¥ todo lo que pueda decirse de
la participacién metabdlica de esta
enzima es mera especulacion. Sin
embargo, los estudios a este respec-
to son necesarios y serian muy tti-
les. no solamente por el conoci-
miento bdsico que se genere, sino
también porque esta enzima no estd
presente en el humano y, en conse-
cuencia, constituye un blanco po-
tencial para el disefio de firmacos
en contra de estos pardsitos.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se ha generado mucho conocimien-
to sobre la PPDK con respecto a as-
pectos tales como el cinético, bio-
quimico, metabélico e incluso regu-
latorio en el caso de las plantas C, y
C. symbiosum. Sin embargo, en el
caso de la PPDK de protistas pard-
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I. E. Metabolismo energético de Entamoeba histolytica.

A nivel funcional, la amiba se aparta de una célula eucariética tipica, ya que
carece de ciclo de Krebs y de una cadena de transporte de electrones tipica, por lo
que la mayor parte del ATP que se produce, proviene de la degradacion de la
glucosa a piruvato mediante la glucdlisis (Saavedra-Lira, 1996). La glucdlisis es
un proceso metabdlico universal que tiene muy pequenas diferencias desde
bacterias hasta los eucariontes mas complejos. Una de las desviaciones mas
significativas del esquema glucolitico convencional se encuentra en algunos
protistas unicelulares como Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis y Entamoeba
histolytica (Bringaud et al., 1998). Llama la atencion que en la glucdlisis de
organismos amitocondriados y algunos mitocondriados como Trypanosoma, el
pirofosfato (PPi) reemplaza al ATP en varias reacciones glucoliticas. Los
organismos carentes de mitocondrias dependen de una fosfofructocinasa
dependiente de PPi (PFK-PPi) y pueden tener una de las otras dos enzimas
dependientes de PPi relacionadas con la glucdlisis: la piruvato fosfato dicinasa

(PPDK) y la fosfoenolpiruvato carboxifosfotransferasa (Bringaud et al.,1998).

E. histolytica requiere de carbohidratos especificos como la glucosa externa
o de glucégeno enddgeno que puedan ser transformados en glucosa. La entrada
de la glucosa a los trofozoitos puede ser mediante un sistema de transporte
especifico (figura 4 no. 1) o a través de endocitosis. Aunque la endocitosis no es
un proceso importante de incorporacién de carbohidratos, ya que a través del

transporte especifico se incorpora aproximadamente 100 veces mas glucosa que
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la introducida por endocitosis (Martinez- Palomo, 1982). Una vez que la glucosa
entra a la célula, se fosforila por ATP para formar glucosa 6-fosfato a través de la
accion de una hexocinasa no especifica (figura 4, no. 2), regulada por AMP
(Martinez- Palomo, 1982). La actividad de la hexocinasa es 20 veces mayor que
la velocidad de transporte de glucosa, por lo que no se ha encontrado glucosa
libre en E. histolytica (McLaughlin y Aley, 1985). Se sabe que la glucosa también
se almacena como glucdgeno, porque se ha determinado la presencia de este
polisacarido en trofozoitos de amiba. Sin embargo, no se conocen los factores
que regulan una u otra via y aun mas importante es que, a pesar de que se ha
determinado la presencia de UDP-glucosa pirofosforilasa, fosfoglucomutasa y
glucégeno fosforilasa, no se ha demostrado la presencia de glucégeno sintasa a la
fecha (Takeuchi et al., 1977).

En E. histolytica la conversion de fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6-difosfato
es catalizada por una PFK-PPi (figura 4 no. 4) que es mas rapida (kcat= 325 s™
Wang et al, 1998) que la también presente PFK dependiente de ATP (PFK-ATP,
kcat= 88 s Wang et al, 1998). La PFK-PPi, a diferencia de la PFK-ATP (figura 4
no. 5), no se regula alostéricamente, por lo que se ha propuesto que el punto de
control de la glucdlisis no existe en este nivel en la via de E. histolytica. El resto
de las enzimas que participan en la glucdlisis son solubles y no existe evidencia de
organelos subcelulares analogos a los glicosomas de los tripanosomas
(McLaughlin y Aley, 1985).

La segunda enzima glucolitica dependiente de PPi es la PPDK, que
sintetiza ATP por medio de la transferencia de los grupos fosfato del

fosfoenolpiruvato (PEP) y del PPi al AMP, obteniéndose ademas piruvato (pir) y
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fosfato (Pi) como productos (fig 4 no. 12). Esta enzima fue reportada por primera
vez por Reeves en 1968, quién sugirié que debido a que no se habia encontrado
actividad de piruvato cinasa (PYK), la PPDK deberia participar como parte de la
glucdlisis, sustituyendo la reaccion que cataliza la PK (ADP+PEP — ATP+pir).

Sin embargo, recientemente se demostrd la presencia de PK en extractos
de trofozoitos de E. histolytica (Saavedra et al., 2004). La PYK de E. histolytica
(fig. 4 no. 13) tiene regulacion alostérica por ciertos ligandos capaces de activar o
inhibir su actividad. Se reporté que la fructosa-1,6 bis-fosfato es un activador no
esencial, cuyo unico y principal efecto fue incrementar la afinidad de la enzima por
el ADP, de 1.05 + 0.24 mM sin activador a 0.21 mM en presencia del activador
(Saavedra et al, 2004). También en presencia de activador, la adicion de fosfato
(50 mM) inhibid la velocidad de la reaccion en un 27 % y modifico la afinidad de la
enzima por el ADP, pero la mayor inhibicion se encontré en presencia de 16.6 mM
de citrato (74%), con una disminucion de la afinidad por el PEP (Saavedra et al.,
2004). Otros ligandos que disminuyen la velocidad de la PYK son el a-
cetoglutarato y la fructosa-6-fosfato (Saavedra et al., 2004). Otro aspecto
importante de esta enzima es que a diferencia de la mayoria de las PKs
eucaridticas, ésta no requiere de iones monovalentes como el K' para su
actividad, lo cual, junto con un alineamiento de secuencias de aminoacidos del
segmento hipotético de PK, apoyan la alta similitud de la enzima de amiba con la
de origen bacteriano (Saavedra et al., 2004).

Otra ruta alterna para la formacidon de piruvato es mediante una

transhidrogenacion del NADH con el NADP?, utilizando la accion secuencial de la
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fosfoenolpiruvato carboxitransfosforilasa, la malato deshidrogenasa y la enzima
malica. La fosfoenolpiruvato carboxitransfosforilasa de E. histolytica cataliza una
reaccion (PEP + Pi + CO, <> oxaloacetato + PPi) analoga a la reaccién que
cataliza la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, que se encuentra distribuida
extensamente en varios protistas parasitos y helmintos (PEP + GDP + CO, <&
oxaloacetato + GTP) (McLaughlin y Aley, 1985).

Una vez producido el piruvato, éste puede seguir diferentes rutas
catabdlicas dependiendo del grado de anaerobiosis; sin embargo,
independientemente de las condiciones de oxigeno presente, el fin comun es la
produccion de acetilcoenzima A (McLaughlin y Aley, 1985). Los trofozoitos de E.
histolytica son capaces de desarrollarse en el lumen del intestino donde el
ambiente es esencialmente anaerdbico, aunque también son capaces de consumir
oxigeno, a pesar de carecer de mitocondrias. Este metabolismo puede ser
ventajoso, ya que le permite al parasito cambiar del ambiente del lumen intestinal,
donde la presion de oxigeno es baja, a uno con alta irrigacién sanguinea, que se
encuentra al invadir érganos sélidos (Martinez-Palomo, 1982).

Los productos de la asimilacién de carbohidratos son los mismos no importa
si el parasito estd metabolizando aerébica o anaerdbicamente; solo difieren las
proporciones de los productos. Anaerdbicamente la formacion de etanol excede la
de acetato por una relacion 3:1, mientras que aerébicamente la proporcion se
invierte y en algunas circunstancias no se forma etanol (Weinbach, 1988).

El acetil-CoA puede formarse a partir de piruvato por la reaccion catalizada

por la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa (fig. 4 no. 14), después este acetil-
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CoA puede ser catabolizado por diferentes vias. Por ejemplo, el acetato se forma
a partir de acetil-CoA mediante una reaccion catalizada por una acetato tiocinasa
(fig. 4 no. 15) dependiente de Mg?* y que no utiliza PPi (McLaughlin y Aley, 1985).
Por otra parte, en la produccion de etanol no participa la piruvato descarboxilasa,
ya que no se ha encontrado esta actividad en E. histolytica (McLaughlin y Aley,
1985). Se ha propuesto que el acetil-CoA formado a partir de piruvato por accion
de la piruvato: ferredoxina oxidorreductasa, se reduce a acetaldehido por una
acetaldehido deshidrogenasa (fig 4 no. 16) y finalmente éste se reduce a etanol
por una alcohol deshidrogenasa dependiente de NADH (fig. 4 no. 17) o de NADPH

(fig. 4 no. 18; McLaughlin y Aley, 1985).
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Figura 4. Metabolismo energético de Entamoeba histolytica. 1 transportador de
glucosa; una vez dentro es transformada en glucosa-6-Pi por una hexocinasa (2),
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3 glucosafosfato isomerasa, 4 fosfofructocinasa dependiente de PPi, 5
fosfofructocinasa dependiente de ATP, 6 aldolasa, 7 triosa fosfato isomerasa, 8
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, 9 fosfoglicerato cinasa dependiente de
GTP, 10 fosfoglicerato mutasa, 11 enolasa, 12 piruvato fosfato dicinasa, 13
piruvato cinasa, 14 piruvato:ferredoxina oxidorreductasa, 15 acetato tiocinasa, 16
acetaldehido deshidrogenasa, 17 alcohol deshidrogenasa dependiente de NADH,
18 alcohol deshidrogenasa dependiente de NADPH. Fructosa 1,6-P; fructosa 1,6
bisfosfato, DHAP dihidroxiacetona fosfato, G3-P gliceraldehido 3-fosfato, 1,3-
BPGA 1,3-bifosfoglicerato, 3-PGA 3-fosfoglicerato, 2-PGA 2 fosfoglicerato.

En condiciones aerdbicas, la amiba tiene una respiracion endogena activa
estimulada por glucosa, galactosa, piruvato y ciertos alcoholes alifaticos
(Weinbach, 1988). La oxidacion de piruvato en E. histolytica requiere oxigeno
molecular y se produce acetato. El acetato producido es muy abundante por lo
que se considera como el principal producto final del metabolismo aerdbico de
este parasito. (Weinbach, 1988). Sin embargo, aun no se sabe como es que los
electrones se transfieren de los sustratos reducidos al oxigeno molecular.
Tampoco se conoce cual es el aceptor final de los electrones en condiciones
anaerodbicas (McLaughlin y Aley, 1985).

Recientemente se reportd que en la glucdlisis reconstruida in vitro con las
enzimas de amiba (Saavedra et al., 2005), la fosfoglicerato mutasa (PGAM), la
PPDK (C’pcaw= 0.66 y C’rppk= 0.38) y la triosa fosfato isomerasa (TPI) son las
enzimas que ejercen mayor control sobre el flujo de esta via a pH 7. En estos
experimentos se utilizaron condiciones de temperatura y de concentracion de
algunos metabolitos cercanas a las fisiologicas. Al reconstruir la via a pH 6
encontraron que el control del flujo se distribuye ademas de la PGAM y la PPDK,

en la fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (ALDO) y la gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH) (kca/ Km= 0.07, 0.59, 0.26 y 0.79 respectivamente;
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Saavedra et al.,, 2005). Sin embargo, es muy importante considerar la
concentracion real de cada proteina y de los metabolitos, asi como el valor preciso
de pH de los trofozoitos de amiba, para poder establecer un blanco terapéutico
con mayor confianza. Ademas de estos avances en cuanto al estudio metabdlico
de la amiba, es necesario determinar el papel del transporte de glucosa en el
control del flujo, ya que hace varios afos se propuso que éste es el paso limitante
de la velocidad del consumo de glucosa y no su metabolismo (Martinez- Palomo,
1982).

I. F. El papel del pirofosfato inorganico y el diseio de farmacos.

El pirofosfato inorganico en la amiba se produce como producto secundario
de numerosos procesos anabdlicos, tales como la activacion de acidos grasos
para su degradacion y la activacion de aminoacidos durante la sintesis de
proteinas. Otra fuente adicional de formacion de PPi, es a partir del acetil fosfato
qgue obtiene la amiba de las bacterias del espacio intestinal y que es transformado
en PPi por la PPi-acetato cinasa (McLaughlin y Aley, 1985). En la mayoria de las
células la concentracion intracelular de PPi se mantiene constante debido a la
presencia de pirofosfatasas alcalinas; sin embargo, algunas células son capaces
de utilizar la energia de hidrdlisis del PPi (AG° = -4 kcal/mol) para favorecer
algunas reacciones endergoénicas para la sintesis de diversos compuestos.. Por
ejemplo, la Acetil-CoA sintetasa de E. histolytica produce ATP y acetato a partir de
acetil-Co A y PPi inorganico. Entre este tipo de células se encuentran
principalmente bacterias y parasitos como E. histolytica, T. cruzi, T. brucei,

Leishmania, G. lamblia, entre otros. Algunos autores sugieren que la utilizacion de
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PPi por enzimas como la PFK y la PPDK en E histolytica es una manera eficiente
de utilizar el PPi; sobretodo porque no se han reportado actividades de
pirofosfatasas solubles en este parasito (McLaughlin y Aley, 1985). EI PPi
representa una importante fuente de energia en este organismo ya que a pesar de
no existir pirofosfatasas, hay varias enzimas dependientes de PPi que utilizan la
hidrdlisis de este compuesto para sintetizar ATP (Martinez-Palomo, 1982).

La unica pirofosfatasa reportada para esta amiba es una enzima membranal
de la cual no se sabe qué tanto participa en la regulacién de la concentracién de
PPi (McLaughlin y Aley, 1985). Sin embargo, debido a que la afinidad de la
pirofosfatasa membranal por el PPi (Kmpp;i * 1 mM, McLaughlin y Aley, 1985) es
mucho menor que la de la PFK y la PPDK por el mismo sustrato (Kmpp; = 40 uM,
Wang et al., 1998 Kmpp; = 101 £ 10 uM Varela-Gémez, 2000 respectivamente), y
debido a que la concentracion de PPi que se ha encontrado en los trofozoitos de
amiba esta en el intervalo de 100-350 uM (McLaughlin y Aley, 1985 y Reeves,
1975), se sugiere que no existe competencia entre ellas y que las ultimas (PFK y
PPDK) tendrian un papel mas relevante en la regulacion de la concentracion de
PPi, que la pirofosfatasa membranal.

Existen varias coincidencias entre los pares de enzimas dependientes y no
dependientes de PPi, las PFKs y PPDK/PYK. En ambos casos, las enzimas que
utilizan PPi (PFK-PPi y PPDK) no tienen regulacion alostérica y son mas rapidas
que las no dependientes de PPi (kcat PFK-PPi / kcat PFK-ATP = 3.7 ; nmoles min”
'(mg™") PPDK / nmolesmin™(mg™) PK = 1.35; Wang et al, 1998, Saavedra et al.,

2004 respectivamente).
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Estas caracteristicas del metabolismo energético de E. histolytica son tema
de interés de muchos grupos que quieren comprender coOmo sobrevive este
parasito y la manera de inhibir su crecimiento. Se han utilizado diferentes
enfoques para inhibir el crecimiento de las amibas, debido a que estos parasitos
son resistentes a los farmacos con los que comunmente se trataban, ademas de
que estos medicamentos tienen efectos secundarios sobre el hospedero. La
emetina, potente amebicida, tiene severos efectos secundarios en el intestino,
higado, corazén y otros érganos debido a su alta acumulacién y lenta eliminacién
(Upcroft et al., 2001). EI metronidazol tiene muchos menos efectos secundarios
que la emetina, pero existen muchas cepas axénicas de E. histolytica resistentes a
este farmaco y los quistes generalmente no son eliminados con este
medicamento. Por eso, los tratamientos contra amibiasis consisten en una
combinacion de iodoquinol y metronidazol.

Desde hace varios afios se hace investigacion para inhibir el metabolismo
de la amiba y otros parasitos con compuestos dirigidos contra las enzimas propias
del parasito pero ausentes del hospedero humano, tales como la PPi-PFK
(Byington et al., 1997. Bruchhaus et al., 1996) la PPDK (Saavedra-Lira, 1997), la
farnesil pirofosfato sintetasa (Garzén et al., 2004) y la pirofosfatasa vacuolar de
protones (Rodriguez et al., 2000) entre otras. Los principales inhibidores que se
han utilizado para inhibir estas enzimas y el crecimiento de los parasitos, son los
bifosfonatos, que son moléculas analogas al PPi y que se utilizan en el tratamiento
de la osteoporosis. Muy recientemente se ha trabajado en el disefio de farmacos

o inhibidores del crecimiento de los parasitos a raiz del conocimiento de que
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algunos de ellos poseen mecanismos especificos de interferencia de RNA (Ullu et

al., 2004, Kaur y Lohia, 2004).
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CAPITULO Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Il. A. Hipétesis.

El mecanismo cinético de la piruvato fosfato dicinasa de Entamoeba
histolytica posee mayor semejanza con el mecanismo cinético uni uni bi bi ping
pong no clasico reportado para Clostridium symbiosum y plantas C4 como Zea
mays. Este tipo de mecanismo difiere del mecanismo hexa uni ping pong,
reportado para la enzima de Propionibacterium shermanii. Con respecto al papel
metabdlico de la PPDK en E. histolytica, se propuso que participaba en la
glucdlisis, ocupando un papel importante en la sintesis de ATP, la principal fuente

de energia de este parasito.

Il. B. Objetivos generales y particulares.
Para evaluar las hipétesis expuestas en el parrafo anterior se plantearon los

siguientes objetivos:

1. Determinar el mecanismo cinético de la EnPPDK.
1.a. Establecer los patrones de velocidad inicial de los sustratos y compararlos
con los previamente reportados.

1.b. Estudiar la inhibicion por producto de cada uno de los productos
respecto a cada uno de los sustratos.

1.c. Determinar el orden de unién entre el PPi y el AMP por técnicas

experimentales diversas.
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2. Determinar el valor del AG de la reaccién catalizada por la EhPPDK en
condiciones cercanas a las fisiologicas (pH 6.3 y 37 °C).

2.a. Determinar la constante de equilibrio de la reaccion catalizada por la
EhPPDK, en condiciones cercanas a las fisioldgicas, y calcular el valor del AG
estandar.

2.b. Determinar las concentraciones intracelulares de los sustratos y

productos de la EhPPDK para calcular la constante de accién de masas.
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lll. MATERIALES Y METODOS.
lll. A. Mecanismo cinético

lll. A. 1. Ensayos con los inhibidores sin salida: AMPS y PNP.

Estos experimentos se disefiaron con el fin de determinar el tipo de
inhibicion de la adenosina 5 monofosforotioato (AMPS) y del imidodifosfato (PNP)
con respecto a los sustratos verdaderos de la enzima (AMP y PPi). La mezcla de
reaccion de los ensayos para determinar el tipo de inhibicion del AMPS respecto al
AMP estaba compuesta por 50 mM de imidazol (pH 6.3), 20 mM de NH4CI, 0.2
mM de NADH, 10 mM de MgCl,, 0.5 mM de PEP, 0.5 mM de PPiy 13 U de lactato
deshidrogenasa (LDH). En estos ensayos el AMP fue el sustrato variable y las
diferentes concentraciones utilizadas estuvieron en el intervalo de 5 a 100 uM y las
concentraciones de AMPS variaron desde 0 hasta 1 mM.

Los ensayos para determinar la inhibicion de PNP respecto a PPi se
hicieron en un amortiguador de 50 mM de imidazol (pH 6.3), 20 mM de NH4CI, 0.2
mM de NADH, 10 mM de MgCl,, 0.05 mM de PEP, 0.05 mM de AMP y 13 U de
lactato deshidrogenasa. Las concentraciones de PPi variaron entre 10 y 300 uM,

mientras que el intervalo de concentraciones de PNP fue 0-1 mM.

lll. A. 2. Ensayos de velocidad inicial con moléculas analogas al AMP (CMP,
GMP y TMP).
Estos experimentos se disefiaron con el fin de probar si la EhPPDK podia

utilizar como sustrato algun otro nucle6tido monofosfato ademas del AMP y para
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determinar si alguno de estos podia ser utilizado como molécula formadora de
complejo sin salida para determinar el orden de union entre el AMP y el PPi.

Los ensayos se hicieron en amortiguador de imidazol 50 mM pH 6.3, 20 mM
de NH4ClI, 0.2 mM de NADH, 0.6 mM de PEP, 3.8 mM de PPi, 13 U de LDH, 10
mM de MgCl, y 0.2 mM de cada nucleétido monofosfato adicionados de manera
independiente (citidina monofosfato 6 CMP, guanidina monofosfato 6 GMP y
timidina monofosfato 6 TMP).

También se disenaron los experimentos para determinar el tipo de inhibicion
del GMP respecto al AMP. La velocidad de la reaccién catalizada por la EhPPDK
se determind a 25 °C en amortiguador de imidazol 50 mM (pH 6.3), 20 mM de
NH4CI, 0.2 mM de NADH, 0.05 mM de PEP, 0.1 mM de PPi, 13 U de LDH, y 36
mM de MgCl, el intervalo de concentracion de AMP fue de 0.01-0.1 mM y para

GMP de 0 a 20 mM.

lll. A. 3. Experimentos de fluorescencia.

Estos ensayos se hicieron con el fin de determinar si habia algun cambio
conformacional importante debido a la unién de los sustratos a la EhPPDK, y de
esta manera determinar el orden de union de los sustratos. El medio de reaccion
en el que se obtuvieron los espectros de fluorescencia (espectrofluorémetro SLM
Aminco) consistio en amortiguador MES 60 mM pH 6.3 en lugar de imidazol,
porque éste ultimo interferia con la absorcion y la emisidén de fluorescencia.

Todas las mezclas de reaccion contenian ademas de MES, 10 mM de

MgCl, y 0.06-0.2 mg de EhPPDK. EI espectro de emision se obtuvo excitando a
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una longitud de onda de 295 nm y el de excitacion manteniendo fija la longitud de
emision a 360 nm. Con esta longitud de onda se report6 la fluorescencia de los
triptofanos 213, 527 y 852 de cada mondémero de EhPPDK. Los ensayos
consistieron en: a) EhPPDK como control, b) EhPPDK + 0.6 mM de PEP, c)
EhPPDK + 4 mM de PPi, d) EhPPDK + 0.6 mM de AMP, e) EhPPDK + 0.6 mM de
PEP + 4 mM de PPi, f) EhPPDK + 0.6 mM de PEP + 0.6 mM de AMP, g) EnPPDK

+ 0.6 mM de PEP + 0.6 mM de AMP+ 4 mM de PPi.

lll. A. 4. Estabilidad térmica de la EhPPDK.

Se estudio la desnaturalizacion térmica de la EhPPDK incubando a la
enzima con cada uno de sus sustratos por separado y varias combinaciones de
estos. Todos los ensayos se hicieron en el amortiguador de 60 mM de MES pH
6.3, 6 mM de MgCl,, 0.15 mg/mL de EhPPDK y a 55°C durante 30 minutos,
obteniendo alicuotas cada 5 y 10 minutos. Se midié la actividad especifica de
cada una de estas alicuotas en 50 mM de imidazol pH 6.3, 6 mM de MgCl; a 25°C
y a concentraciones saturantes de los sustratos (0.6 mM PEP, 0.6 mM PPiy 1 mM
PPi). Los diferentes ensayos montados para este apartado fueron: a) Ensayo
control solamente con EhPPDK, b) EhPPDK + 0.08 mM de PEP, c) EhPPDK + 0.4
mM de PPi, d) EhPPDK + 0.08 mM de AMP, e) EhPPDK + 0.08 mM de PEP +

0.08 mM de AMP, f) EhPPDK + 0.08 mM de PEP + 0.4 mM de PPi.

lll. A. 5. Inhibicion por producto: Pi con respecto a AMP (PPi saturante) y Pir

con respecto a PPi (AMP saturante).
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Los experimentos de inhibicidon por producto a concentraciones saturantes
de uno de los cosustratos se hicieron en una mezcla de reaccion que contenia 50
mM de imidazol pH 6.3, 0.05 mM de PEP, una concentracion saturante de PPi
(1mM), concentraciones variables de Pi (0-40 mM) y AMP (10-200 uM). La
concentracion de magnesio libre se mantuvo constante a 7 mM. La reaccion de la
EhPPDK se midié a 25°C y en presencia de 13U de LDH y 0.2 mM de NADH.
Para los ensayos de inhibicién de Pir (0-1mM) con respecto a PPi (30-300uM), la
concentracion de AMP se mantuvo saturante a 1 mM y las demas condiciones se
mantuvieron como se describidé en el parrafo anterior. Las ecuaciones se
dedujeron utilizando el programa de computadora REFERASS (Varon et al.,

1997).

lll. B. Papel metabdlico
lll. B. 1. Caracteristicas de los trofozoitos de E. histolytica.

Los trofozoitos de E. histolytica cepa HM1:IMSS nos los propocionaron en
el laboratorio de la Dra. Imgard Montfort, sede de la Facultad de Medicina de la
UNAM en el Hospital General. Se cosecharon en la fase estacionaria de
crecimiento después de 72 horas de cultivo. Las amibas se cultivaron a 37°C en
medio TYI-S-33 suplementado con 10% de suero de bovino adulto y 3% de una
mezcla de vitaminas. Los trofozoitos se centrifugaron a 1500 rpm durante 3

minutos y 10°C.
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lll. B. 2. Determinacion del volumen intracelular de E. histolytica.
lll. B. 2. a. Citometria.

Una vez centrifugadas las células (5 x 10°) se resuspendieron en
amortiguador de fosfatos 0.14 M (pH 7.2). Las células se incubaron a temperatura
ambiente, o se colocaron en hielo seco, con el fin de que los trofozoitos redujeran
su volumen y adoptaran una forma esférica en lugar de ameboide. Una vez
obtenida esta forma esférica, las células se fijaron con una soluciéon de formol al
10% para obtener datos de citometria mas confiables. Se determinaron por
citometria la dispersion frontal (FSC) y la dispersion de tamafio (SSC) en un
citometro FACSCalibur de Becton Dickinson. También se adquirieron los datos de
citometria de esferas sintéticas de latex de 6 um, 9.6 um, 20 um y 65 um
(estandares de tamafio para el contador Coulter CC L6, L9.6, L20 y L65 de Coulter
Corporation) con el fin de extrapolar la informacion obtenida para los trofozoitos y
determinar el volumen de estas células.

lll. B. 2. b. Determinacién con inulina radiactiva.

Los trofozoitos se lavaron tres veces con un medio de 250 mM de sacarosa,
100 mM de Hepes pH 7.2y 1 mM de EGTA (SHE).

Se incubaron 1x10” células en presencia de agua tritiada
(aproximadamente 110,000 cpm) durante 45 segundos y 25 °C y la misma
cantidad de células, de manera independiente, se incubé en presencia de [*H]-
inulina (aproximadamente 60,000 cpm) durante 15 segundos y 25 °C. Al término
de esta incubacion las amibas se colocaron en gradientes de bromododecano y

silicén con una capa de acido perclorico (PCA) al 30% que al ser mas densa que
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el bromododecano o el silicon, se ubicaba en el fondo del gradiente en el tubo de
microfuga. Arriba de esta solucién hidrofilica se encontraba la capa hidrofobica de
bromododecano/silicon y sobre ésta, una capa de amortiguador SHE en la que se
resuspendian los trofozoitos previamente incubados con *H,0 o [*HJ-inulina. Los
tubos se centrifugaron a 17,000 rpm durante 4 minutos y a 4 °C. Finalmente se
tomd una muestra de 2/3 partes de la fase que contenia a las amibas y la misma
proporcion de la fase de PCA y se determind la radiactividad (cpm) en las
fracciones superior e inferior en un analizador de centelleo liquido Packard Tri-
carb 2100 TR. EI volumen intracelular se calculé de acuerdo con lo reportado por

Avilés y colaboradores (2003).

lll. B. 3. Determinacion de metabolitos en extractos acidos de trofozoitos de
E. histolytica

En la seccion “Metabolic Role” del articulo de Varela-Gémez et al., 2004 se
describe el método para determinar la concentracion de cada uno de los sustratos
de la EnPPDK (PEP, AMP, PPi, piruvato, fosfato y ATP), asi como del Mg**. Para
medir el AMP también se utilizé el ensayo de miocinasa (MK) y piruvato cinasa
(PYK) acopladas con lactato deshidrogenasa (LDH), en lugar de EhPPDK
acoplada a LDH. Este método no se reporté en el articulo debido a que el ensayo
con MK no funcion6é con los extractos, a diferencia de cuando se utilizo la
EhPPDK. El ensayo que utiliza a la MK contenia 20 mM de MOPS (pH 7.8), 5mM
de MgSO4, 150 mM de KCI, 1mM de PEP, 1mM de ATP, 0.04 mM de NADH, 1U

de MK, 1U de PK'y 1U de LDH. En el ensayo se sigue la desapariciéon de NADH
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en el espectrofluorémetro, debido a la transformacién de piruvato a lactato
mediante la LDH. El piruvato lo produce la PYK que utiliza al PEP del ensayo y al
ADP que produce la MKy que depende de la concentracion de AMP en el extracto

acido (Ver esquema inferior).

AMP + ATP < 2 ADP

+

PYK
2 pep < 2 ATP  + 2 Piruvato

+

2 NADH + H*

t LDH

2 Lactato + 2 NAD*

Esquema de la reaccion de la miocinasa (MK) acoplada a piruvato cinasa (PYK) y
lactato deshidrogenasa (LDH) para cuantificar AMP.
lll. B. 4. Consumo de protones de la reaccion catalizada por la EhPPDK

Se determind el numero de protones consumidos durante la sintesis de ATP
catalizada por la EhPPDK, siguiendo el cambio de fluorescencia de la piranina. En
los ensayos se utilizO como amortiguador 0.5 mM de imidazol pH 6.3, 3 uM de
piranina y 6 mM de MgCl,. En cada experimento se utilizaron soluciones estandar
y calibradas de HCl y NaOH. Asimismo, se determin6é el incremento de la
fluorescencia de la piranina al afiadir diferentes concentraciones de EhPPDK (0 -
0.01 mg), con el fin de considerar este cambio en la fluorescencia y evitar la
sobreestimacién del numero de protones que la reaccion consume. Los

experimentos se realizaron en un medio que contenia 0.2 mM de PEP, 1 mM de

74



MATERIALES Y METODOS

PPi y 0.2 mM de AMP. EI incremento de la fluorescencia se midié en un
espectrofluorometro Shimadzu RF5000U a una longitud de onda de excitacion de
450 nm y de emisiéon de 507 nm, con una apertura de ventanas de 5 nm. Para
descartar un efecto de este indicador fluorescente sobre la enzima, se determin6
la actividad especifica de la EhPPDK en presencia y ausencia de piranina. Se
midié espectrofotométricamente la desaparicion de NADH al acoplar la reaccion
de EhPPDK con la LDH (13 U) en un medio con 0.2 mM de NADH, 6 mM de
MgCl,, 0.2 mM de PEP, 0.2 mM de AMP, 1 mM de PPi y con y sin 0.003 mM de

piranina 'y a 25 °C.
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The kinetic mechanism and the metabolic role of
pyruvate phosphate dikinase from Entamoeba histo-
Iytica were investigated. The initial velocity patterns in
double reciprocal plots were parallel for the phos-
phoenolpyruvate/AMP and phosphoenolpyruvate/pyro-
phosphate substrate pairs and intersecting for the AMP/
pyrophosphate pair. This suggests a Kinelic mechanism
with two independent reactions. The rate of ATP? syn-
thesis at saturating and equimolar concentrations of
phosphoenolpyruvate, AMP, and pyrophosphate was in-
hibited by phosphate, which is consistent with an or-
dered steady-state mechanism. Enzyme phosphoryla-
tion by [**P,]Ipyrophosphate depends on the formation of
a ternary complex between AMP, pyrophosphate, and
pyruvate phosphate dikinase. In consequence, the reac-
tion that involves the AMP/pyrophosphate pair follows a
sequential steady-state mechanism. The product inhibi-
tion patterns of ATP and phosphate versus phosphoenol-
pyruvate were noncompetitive and uncompetitive, re-
spectively, suggesting that these products were released
in an ordered process (phosphate before ATP). The or-
dered release of phosphate and ATP and the noncompet-
itive inhibition patterns of pyruvate versus AMP and ver-
sus pyrophosphate also supported the sequential Kinetic
mechanism between AMP and pyrophosphate. Taken to-
gether, our data provide evidence for a uni uni bi bi ping-
pong hani for r bi t pyruvate phosphate
dikinase from E. histolytica. The AG value for the reaction
catalyzed by pyruvate phosphate dikinase (+2.7 keal/mol)
determined under near physiological conditions indi-
cates that the synthesis of ATP is not thermodynamically
favorable in trophozoites of E. histolytica.

FPyruvate phosphate dikinase (FPDK)* catalyzes the revers-
ible conversion of AMF, phesphoenolpyruvate (FEF} and pyro-
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PEP, phosphoenolpyruvate; PP, pyrophesphate, ', inorganic phos-
phate; Pyr, pv‘n.l\are 1EhPPD[x recom binant pyruvate phosphate diki-
nase from ) {vtica; Ps, Propionibacterium shermanii; Ce,
Clostridium symbiosum; TUU, t11 um uni ping-pong mechamsm,
UUBE, uni und i bi ping-pong mechanism.
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phosphate (PP} to ATFP, pyruvate (Fyr) and inorganic phos-
phate (F;). The enzyme is found in bacteria such as
Propionibacterium shermanii (1) and Clostridium svmbiosum
(2), in the mesophyll cells of Cy plants (3), in leaves and roots of
(g plants (4) and C¢-C, intermediate plants (B), in the protists
Entamocba histolytica (8), Giardia lamblia (T), trypanosoma-
tids, and Euglena (8), and in a thermophilic actinomyces mi-
croorganism (9. The functional role of PPDK depends on the
organiam. For example, it is well establizhed that PPDK is
responsible for the synthesis of the primary CO, acceptor (PEP)
in the C, eyele (10). PPDK also synthesizez PEP in P. sherma

nit, Acetobacter xviinuwm, Rhodospirillum rubrum, Micro-
bispora roseq (9), and Rhizobium meliloti (11). However, in
E. histolytica, G. lamblia, Cy plants, and trypancsomatids the
role of PPDK has not been determined.

In the reaction catalyzed by PPDK the transfer of the phos-
phoryl groups from PEP and PP, to AMP iz mediated by a
catalytic histidine (His) residue (12). This residue rotates 45 A
from the PEP/Pyr domain to the AMP-ATP/PP-F, domain after
itz phosphorylation by PEP (12) and is also phosphorylated by
a phosphoryl group derived from PF; (13), Enzymes that have
funetional and amino acid sequence similarities to PPDE, such
az enzyme | of the bacterial PEF-sugar phosphotransferase
system (14) and PEP synthaze (12}, show the same mechanism
of phosphoryl group transfer.

Frevious studiez on PPDK from P. shermanii (FePPDK) and
C. svmbiosum (CsPPDEK) described two different kinetic mech-
anizms. The initial velocity patterns between PEP, AMF, and
FP;determined for PsPPDK yielded sets of parallel lines in the
double reciproeal plots (15), indicating that each substrate par-
ticipates in an individual partial reaction according to a non-
classieal tri uni uni ping pong mechanism (TULT) {Scheme 1).
The term non-classical in this mechanism refers to a proposal
of three physically and catalytically independent sites (15). On
the other hand, the initial velocity patterns for the CsPPDK
(16) and the PPDK from C, plants (10), were intersecting for
AMP/PP;, and parallel for PEP/AMP and PEP/PF,. This suggests
two partial reactions in a non-clasegical uni uni bi bi ping pong
mechanism (UUBB) (Scheme 2). This mechanism has been la-
heled as non-classical because the patterns of product inhibition
(16) are consistent with a UUBB with two sites that are catalyt-
icallv and physically independent, instead of only one site.

It is surprising that the same enzyme displays different
kinetic mechanisms in different organisms. In this regard, the
mechanism that best describes the kinetics of EhPPDK
(Bchemes 1 and 2) has not been established. Therefore the
present study was carried out to determine the kinetic mech-
anism of rERPPDK. In addition we determined the intracellu-
lar concentrations of the substrates and products of PPDE, in

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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order to evaluate the metabolic role of PPDK in E. histolytica,
because there is a lack of information on this relevant subject.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
rERPPDE Purification

rEhPPDK was overexpressed and purified from the Escherichia coli
strain BL21DE3pLyad, as deseribed in Ref. 17. A minor modification
was the addition of one tablet of protease inhibitors (Complete Mini
BEDTA-free tablets from Roche Diagnostics) to 10 mal of bacterial extract
at the beginning of the procedure.

Einetic Mechanism

Initicd Velocity Sfudies—The rate of the reaction catalyzed by PPDE
waz determined in the direction of pyruvate synthesis by coupling
lactate dehydrogenase from rabbit rmuscle (13 units/ml, Roche Diagnos-
ties) and following the consuraption of NADH (0.2 ram) at 340 nra. The
reaction was assayed at 95 °C in 50 mu imidazole buffer at pH 6.3 and
in the presence of 10 mu MgCl, (total) and 4 5 m NH,CL. The initial
velocity studies were analyzed by non-linear regression (Micrococal
Crigin wersion 8) by fitting the data to the corresponding equations of
steady-state ordered, ping-pong, and rapid equilibrium random bi bi
mechanisms (Bquations 1, 9, and 1, respectively). In Bquations 1 and 2,
v = initial velocity, Vi, = maximal velocity, [A] and [B], K, and Ky are
the concentration and Michaelis-Menten constants of substrates A and
B, respectively, and &, is the dissociation constant for substrate A

Ve XANE
VS BT Rab  Fah + AIE] (Bq. 1)
s T XA -

[A][B] + Eph + KB

54125

inhibition, and linear noncompetitive inhibition (Rquations 3, 4, and
5, respectively).

Vinen[A]
u 0 (Eq. 3)
Eyx( +E) [&]
Wz [A]
v :*m (Eq. 4)
v+ Al X114+ —
v K,)
- VmaA] (Es. 5

[ ]
Ky x (1+K)+ [A]x(1+KI)

[1] iz the inhibitor concentration; K, is the inhibitor constant that
affects the intercept (1/V, ) E_ is the inhibitor constant that affects
the slope (K, /V, . the other terms are the same as those defined for
Bquations 1 and 2.

The experiments of inhibition by P; were designed according to the
kinetic equations for a UUBB ping-pong mechanism, assurning either a
steady-state ordered mechanism (Equation 8), or a rapid equilibrinm
randem mechanism (Equation 7) for the binding of AMP and PE,
These two equations were determined using the computer program
REFERASS (19).

Al equimolar concentrations of the three substrates of the reaction
(PEF, PP;, and AMP) and in presence of the product P, (@), but in the
absence of the other two products (ATP and Pyr), the following Equa-
tions 8 and & are derived from Equations 6 and 7.

Vy‘/,[[mac]_ [%]J

p=— _ =

= .
VKK [al+vik  [AB]+Vik ,[AC]+ Vi Kyk,[P]+ Yy Ko [PQl+v Ky s [AQ]+ Vi Ko [PR]+ Y, K,JorR]
Ky Ka K Ke Ko
v, vV, KpKq K V, K v, K
— L K4|PR |4V K, |BC |+ L ——2|CP |+ Vr —& [AB —L R AP —L —F |BQR |+V, —A|ACP
s olPR VK i+KN r, ) ’x,,.ll Q\+Km = QI+K“I r PR, ] (Eq.8)
K V, K K vV, K v, K K
+V, TA[BCR J+ —L-S 2 [BQR |+ V, —S—[ABCQ |+~ 2 [cPR ]+~ — % [cPR [+ V, —"2—[BCQR |
Ky Ktq i K\QK\k Ku; K, Km KI[‘XHU KKy
v V, K ,K
+V [ABC ]+ —L-[PQR |+ L ZRZ@ [4p]
K, K, K,
v,y [anc)- PRJ
e _ i\ K.
- v £, v v v
V, K K[l L KoKy ]V, Ko AC) VK [aB1+v K [BC+ v K8Re [ap) 2k, [p) « L K [QR ]~ K [o] Eq. D
K, Ky K, K, K.
v, F v, K v, K, K VK
+v, [ABC]+ —L[PQR]+V, =~ [BCQ]+ —- “*[cQR]+ L " [BQR]+V, ~A[BCR]+ A [BOQR|
[ l Kq Ky K, K¢ w K Ky KoK
s i VilA®
Praduct Inhibifion Studies—Initial velocities of EhPPDK were v= T X (Bq. 8)
determined in the absence and in the presence of the inhibitor prod- oef. + coefa[A]F + (1 +W) % [&]
uct at various concentrations of one substrate and constant concen- 9 % Bye
trations of the other two co-substrates. The reaction buffer contained Vo [AF
B0 M imidazole (pH 8.3), 7 mu free Mg® (added as MgCl, and : (By. 9)

determined by using the comnputer program Chelator, Ref 18 and 4.5
oM NH,C1 at 25 °C. With the exception of the experiments where Pyr
was nged as a product inhibitor, the reaction was coupled to the
NADH lactate dehydrogenase systern. When inhibition by Pyr was
studied, the rate of ATP formation was measured by coupling the
EhPPDEK reaction to hexokinase from yeast (5 unita/ml from Roche
Diagnostics), and glucose-6-phosphate dehydrogenase from Lenconos-
toe mesenferoides (5 units/ml from Roche Diagnostics), The reaction
medinm alse contained 0.5 my MADP*, 5 mu glucose, 8 mm MgCly
(total), 0.1 mw PEP, 0.1 ram AMP, 50 mw imidazole (pH 6.8), and 4.5
ron NH,C1 Data obtained from product inhibition studies were ana-
lyzed by both linear (double reciprocal plots) and non-linear regres-
sion (see equations below). The data were computer-fitted to equa-
tions for linear competitive inhibition, linear uncompetitive

V= Coaf. X [A] + cogfg X [AF T [AF

Al gaturating concentrations of the three substrates, Equations 8
and 9 simplify to Equations 10 and 11, respectively.

Vinase = Vi E

max = z (Eq. 10
1 +mx [Q]
Ve= Vo (Bq. 11)

In Equations 6, 7 and 8, 9, and 10, 11: ¥, is the maximal velocity for
the synthesis of ATP; V, is the maximal velocity for the synthesis of
FPEF; [4], [B], and [C] are the concentrations of substrates PEF, AMP,
and PP, respectively; (F], [Q], and [B] are the concentrations of prod-
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partial reaction 1 partial reaction 2 partial reaction 3
Scuene 1. Cleland diagram of the . e R s = = B
kinetic mechanism of PsPPDK: non. FER Pyr PEi Pi AMP 44
classical tri uni uni ping pong. 4 i 1 i 4 t
E  gbegEP EP EPPP ¢+ EPP"  EPP EPP O Eyp K

partial reaction | partial reaction 2
A e

Sereme 2. Cleland dingram of the

r
PEP Pyr AMP PP;

: T ¢ i

. = kinetic mechanism of CsPPDK and
Pi  ATP PPDE from C,; plants: non-classical
T 1. uni uni bi bi ping pong. In both

achemes: E, free enzgyme; EP, phospho-

E ,uEouEP  EP EPup

EP s EPPrp 3By Exp E

rylenzyme; EPP, pyrophosphorylenzyme,

TaeLe 1
Observed hinetic poiterns and apparent Michaelis constants

Subsirate Obeerved pattern
. . 3 . h KI'.‘* a ‘
Varied Variabls ficed Fined FENEPDEK rEJ‘:P;)ij CePPDKT PePPDES
mM
PEP AMP PP, parallel 0.024 £ 0012 parallel parallel
PEP FF, AMP parallel 0,032 + 0010 parallel parallel
AMP PEP PF; parallel 0.004 = 0.001 parallel parallel
AMP PP, PEP intersecting 0.023 = 0011 intersecting parallel
PP, PEP AMP parallel 0.062 = 0,023 parallel parallel
PP, AMP PEP intersecting 0.126 + 0,031 intersecting parallel

# Concentrations were PEP, 0.6 my; PP, 1 my; AMP, 0.6 mu.
* This work.

“ Koy gy
“Ref 1,
“ Ref. 1.

ucts Pyr, P, and ATP, respectively; K, is the equilibvivm constant of
the reaction; K, is the dissociation constant of the substrate or the
product that is indicated next as a subindex in capitals; K is the
Michaelis-Menten constant of the produet or substrate that is indicated.
In Equations 8 and 9, A is the equimolar concentration of each sub-
strate, For Equation 8, coef, = K K. +K, K.[QIK,, and coef,, = Ky +
K. + K, + K. |QVEK,, For Equation 3, coef, = KK, and coef,, = K,
K + K + K, |QVK;. The imtial velocity in these experiments was
determined at different coneentrations of P, and eonstant and saturat-
ing concentrations of AMP, PP, and PEP (1 m),

Pyrophosphorylation of rERPPDEK with “*PP—The reaction was
started by the addition of rERPPDE (0.4 mg of protein, equivalent to
1.04 nmol) to 500 pl of medinm containing 50 mu imidazole (pH 6.3}, 10
mu MgCl,, 4.5 mye NH,Cl, 2mu PP, (~14 2Ci; Perkin Elmer), and the
indicated substrates, The reaction was stopped after 0.5-1.5 & of incu-
hation at room temperature by the addition of 10% trichloroacetic acid.
Longer times of incubation (30 -60 &) did not inerease the **P, inearpa-
ration into PPDE. After centrifugation, the supernatant was removed;
the precipilated protein was washed another Gve times with 10% {ri-
chloroacetic acid. It was finally resuspended in 1.5 ml of 10% SDS and
mixed with 5.5 ml of water. The covalent incorporation of **P, into
rEhPPDK was determined i a Beckman L3 100C counter by measuring
the Cerenkov radiation,

Metabolie Role

Intracellular Content of Metabolites—Trophozoites of E. histolytica
strain HM1 IMSS were grown axenieally at 37 °C in TYI-8-33 medium
supplemented with 10% adult bovine serum and 3% of a vitamin mix-
ture. The eultured cells (~1 * 10% were collected by centrifugation,
resuspended in SHE buffer (250 mu sucrose, 100 mie Hepes pH 7, and
1 my EGTA) and washed twice with the same buffer, The cells were
then mixed with 3% (wiv) perchlorie acid/20 mne EDTA and centrifuged
al B00 = g for 2 min, The supernatant was recovered, neutralized, and
conserved at =70 "C until use, The intracellular concentration of sub-
strates and produets of the reaction eatalyzed by EhPPDE were deter-
mined by using standard enzymatic and colovimetric assays (20), except.
for AMP and PP, in which yEhPPDK was used. Beeause the true
substrates of PPDE, like PEP, PP, and ATF, are complexes with Mg™",
the total concentration of this metal was also determined. £, histolvtiea
trophozoites (1 % 107 eells/0.2 ml) were mixed with 1 ml of 70% nitrie

mean = 8.0, of fowr different enzyme preparations for rEhPPDE.

acid and 1 ml of 98% sulfuric acid and heated for 40 min. The magne-
sitm content in the digested extracts was determined by atomie absarp-
tion spectrometry in a Varian apparatus. The infracellular volume used
to calculate the metabolite concentration was 13 pl/107 cells, This
corresponds to the volume reported for bovine alveolar macrophages,
which are morphalogically very similar to trophozoites from E. histo-
Iytiea (21),

Determination of K, and AG—The determination of AG for the
reaction PEFP + AMP + PF, £ Pyr + ATP + P, required the measure-
ment of the equilibtium constant (K, ) at 37 °C and pH 6.3 (the as-
sumed in vivo conditions for E. histolytica). The K, of the reaction
catalyzed by EhPPDK was estimated in these conditions from the
concentration of P, and ATP at equilibrium, The initial concentrations
were 0,05 my PEP, 0.05 myd AMP, and 0,035 my PP,

RESULTS AND DISCUSSION

rERPPDK Purity and Stability—The densitometric analysis
of the 8D8-electrophoresis gel routinely showed purity greater
than 90% for all yEhPPDK used in these experiments, The
stability of the enzgyme stored in imidazole buffer was increased
by adding a commercially available mixture of protease inhib-
itors, Enzyme activity remained stable for at least 60 days at
room temperature (data not shown).

Kinetiec Mechanism—Initial velocities of ERPPDK were de-
termined at variable concentrations of one of the substrates
with fixed variable concentrations of the second and a constant
concentration of the third substrate. The kinetic patterns and
the apparent Michaelis-Menten constants obtained by non-
linear regression analyais are summarized in Table 1. The
patterns for PEF and PP, (concentration of AMP constant) and
PEP and AMP (concentration of PPy constant) were parallel,
indicating a ping-pong kinetic mechanism for PEF versus PPy
and AMP. The pattern for AMP and PP, (concentration of PEP
constant) was intersecting (Fig. 1); the same pattern was ob-
tained when AMP was the variable substrate, suggesting that
these substrates have a sequential kinetic mechanism in which
AMP or PP binds first (ordered mechanism), or one in which
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F1a. 1. Representative double reciprocal plot of the PPDK rate
versus variable PP; concentrations at fixed concentrations of
AMP and constant concentration of PEP. The data were globally
fitted to Equation 1. Concentrations of AMP were: B, 0.01 mug; A, 0.05
mn; 4, 0.08 mig; and O, 0.3 mw.

either substrate binds first (random mechanism). This inter-
secting pattern (Fig. 1) suggested that the reaction catalyzed by
EWFPDK involves a partial reaction in which a ternary AMP-
EP-PP, complex is formed.

These patterns (Table I) corresponded to those predicted for
a UUBB ping-pong kinetic mechanism. Identical double-recip-
rocal patterns were reported for the PPDK from C. symbiosum
under similar conditions (16), whereas the AMP/PP, patterns
were parallel for the enzyme from P. shermonii (15). This is the
main difference between these two kinetic mechanisms (shown
in Schemes 1 and 2).

FProduct Inhibition Studies—The intersecting pattern of the
AMP/PP, pair (Fig. 1) may result from three different sequen-
tial kinetic mechanisms: a random rapid-equilibrium, a steady-
state ordered or a steady-state random mechanisms (22). In an
attempt to discern between the three of them, initial velocity
data determined with different concentrations of P, were ana-
lyzed using Equations 10 and 11. Equation 10 predicts that in
a UUBB ping-pong mechanism, with a steady-state ordered
addition of AMP and PP, the second product (P;) will inhibit
the enzyme activity. In contrast, Equation 11 predicts thatina
UUBB ping-pong mechanism with a random rapid equilibrium
for the reaction between AMP/PP;, the effect of P, on the initial
rate is negligible in the presence of saturating and equimolar
concentrations of the three substrates. The equation consider-
ing a steady-state random mechanism between these sub-
strates was not derived because its analysis is exceedingly
complex. Thus, based on Equations 10 and 11, the hyperbolic
decay in the plot of apparent maximal velocity versus P; con-
centration (Fig. 2) suggested that the interaction of the enzyme
with AMP and PP, could not be explained by a random rapid
equilibrium mechanism.

To distinguish between steady-state random and ordered
mechanisms other product inhibition patterns were examined.
These were determined by measuring the initial velocity cata-
lyzed by PPDK as a function of a variable substrate, in the
direction of ATP synthesis. The results from these experiments
are summarized in Table IT The product inhibition patterns for
P, versus AMP and PP, and ATP versus PP, and AMP, were
noncompetitive (Table IT), indicating that P; and ATP, and PP,
and AMP bind to different enzyme forms and indicating that
substrates and products were reversibly interconnected. This
may occur in the pyrophosphorylated form of the enzyme
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fitted to the equation V; [F]A1 + [Py K) that was determined by modi-
fication of Bgquation 10 (3 = 0.004; V, (forward velocity) = .78 + 0.04
wmol/min/mg; K = KoK, K = 0,080 £ 0.002), The concentrations of
ANMEF, PEP, and PF, were constant and saturating (1 o).

&

(EPP), because the AMP/PP; and ATF/P; pairs participate in
the same reversible partial reaction. The noneompetitive inhi-
bition exerted by ATP against AMP (Table IT) also supported a
reversible conversion between these two ligands.

The release order for ATP and P; was determined from their
product inhibition patterns against PEP. The kinetic prediction
for an ordered mechanism between thege two products is that
the last product released should act as a competitive inhibitor
against PEP, whereas the first released product is an uncom-
petitive inhibitor. For a random mechanism, the prediction is
noncompetitive inhibition by both products. The inhibition
patterns (Table IT) showed that ATP and P, were released in
an ordered sequence, although in a non-classical manner,
gince the observed inhibition patterns did not strictly corre-
spond to those expected. The uncompetitive inhibition of P,
against PEP indicated that these ligands bind to different
enzyme forms and that P; was released before ATP. However
the noncompetitive inhibition of ATP versus PEP did not fit
the predicted pattern for the last released product. Alterna-
tive explanations for this noncompetitive inhibition are the
formation of dead-end complexes, the existence of an iso
mechanizm (23), or the existence of a non-clasgical UUBB
ping-pong mechanism (15, 16).

Evidence for the presence of dead-end complexes with ATP
came from noncompetitive inhibition by GMP with respect to
AMP (data not shown). The data suggested that GMP and AMP
bind to the same enzyme form (EP), but that GMP interacts
with another form, possibly the free enzyme, leading to a dead-
end complex. This finding agrees with the noncompetitive pat-
tern observed for ATP versus PEP and with the existence of
dead-end complexes.

Another explanation for the noncompetitive inhibition of
ATP versus PEP is an izo mechanism; this involves a rate-
limiting step associated with isomerization of the free enzyme
in the catalytic cycle. In this mechanism, the free enzyme that
binds the first substrate is conformationally different from the
free enzyme form that binds the last product released. Thus,
the inhibition pattern between the first substrate and the last
product is noncompetitive, instead of competitive (23). PPDE
exhibits two-site catalysis with two independent active sites
separated by 45 A, To complete a catalytic cycle the enzyme
undergoes a trangition between two different conformations,
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Taere II
Product inhibition patterns for rERPPDE
Product inhibitor Varied substrate Cosubstrates Obssrved pattern K Ky
mu ms ma
P, PEP PP, AMP (0.1) us = 72+ 08(3)
P, AMP BB, (1), PEP(0.6) N 44 = 8 B = 15 (3)
P, PP, PEP, AMF (0.6) NC 23=8 46=15(3)
ATP PEF PP, AMP (0.1) NC 0.14 = .01 17=8(3)
ATP AMP PEP, PP, (0L1) NC - 045 (2)
ATP PP, PEP, AMP (0.1} NC 51=1 16 =3(3)
Pyr AMP FEF, FP, (0.1) NC - 22,6 (2)
Pyr PP, PEP, AMF (0.1) NC 23 =05 0.4 = 0.1(3)
= U, uncompetitive inhibition.
* The mumber of experiments is shown in parentheses,
* NC, noncompetitive inhibition.
PEP Pyr AMP PR Pi ATP
i T v v t t
Scueme 3, Cleland diagram of the ki- ) R " B
netic mechanism of EhPPDK. E b EP EP EPwpe EPpp ©*EPPyp © Eupp  Eyre E

+

AMP & rEPsnr o Pyr

which have been identified by x-ray crystallography in the
protein from C. symbiosum (12, 24). A full catalytic turnover
involves a transition of conformer 1 to conformer 2 that brings
the dissociation of the products AMP/PF, from their active site,
preparing the enzyvme for catalysis at the PEF/Pyr active site
(25). The partial reaction involving PEF/Pyr in CsPPDK is
elower than the partial reaction involving ATP/P,. It has been
propozed that the movement of the central domain between the
C-terminal and N-terminal domains could be the rate-limiting
step (26), The high level of sequence identity among PPDKs
(50-60%) suggests a conserved structure and the same cata-
Iytic conformers for rERPPDE. The putative presence of two
different conformers for the free enzyme could explain the
noncompetitive inhibition by ATF with respect to PEP. How-
ever, a simpler explanation for the noncompetitive inhibition of
ATP versus PEP, which is supported by our data, is that EhP-
PDEK catalysis occurs through a non-classical kinetic mecha-
nism (two independent sites), like the one mentioned previ-
ously for CsPPDK. The binding order between AMF and I'P
was determined from the Pyr inhibition patterns. Competitive
inhibition by Pyr with respect to the first substrate and non-
competitive inhibition with respect to the second substrate is
predicted for a classical UUBB kinetic mechanism. The non-
competitive inhibition by Pyr with respect to PP suggested
that this substrate binds after AMP. However, the inhibition
pattern of Pyr with respect to AMP was also noncompetitive,
suggesting thatl the kinetic mechanism between AMP and PP,
could be random (because the Pyr inhibition with both sub-
strates was of the same type). Alternatively, these inhibition
patterns may correspond to and support the non-classical
mechanism mentioned above. Thus, Pyr may bhind to the hinary
complex EPapp, and AMP to the p EP complex since hoth
substrates bind to different sites (Scheme 3). There are exper-
imental data of Pyr inhibition against PP, at saturating con-
centrations of AMTP and of the inhibition patterns predicted
from the equation derived from Scheme 3 that support the
formation of the ., EP ;,p dead end cornplex (data not ehown).
The patterns of Pyr inhibition versus AMP and PP, were not
reported for CsPPDE, but they were determined for PePPDE
(15). This last enzyme exhibited noncompetitive inhibition for
Pyr versus both AMF and PP,

Pyraphosphorylation of rERPPDK with “*PP—It was found
that 21 + 3% of rERPI'DK bound *P, covalently in the pres-
ence of “*PPi + PEP + AMP in the reaction mixture and 5.7 +

0.7% with either SQPPU PRI + AMP ar 32F"F’i + PEP (Table
T1T). The higher incorporation of **F, into the enzyme in the
presence of “*PP; + PEP + AMP, compared with **FP, + PEP
(Table I11), suggests that the phosphorylated enzyme produced
in the first partial reaction (PEP — pyruvate) does not catalyze
the second phosphorylation from **FP, in the absence of AMP.
This finding suggested that the ternary complex EP-AMP-PP,
was essential for the pyrophosphorylation of rERPFDE. The
pyrophosphorylated PPDK form wae originally identified by
following the time course of catalysis of CaPPDK with
[y-"*P]ATP, in which the steady-state E-PP concentration di-
minished by increasing the Py concentration, which is the first
phosphate acceptor in the kinetic mechanism for the PEP syn-
thesis (13).

Although these resultz did not establizh the binding order
between AMP and PPy, they indicated that the second partial
reaction was sequential and corresponded to a UUBE ping-
pong mechaniem (supporting the data reported in Table | and
Fig. 1) instead of a TUU mechanism. The incorporation of P
into the enzgyme in the absence of PEFP was unexpected {Table
11T}, because, in all mechanisms, PEP iz the first substrate that
hinds to PPDK producing the phosphorylated form (EP), which
in turn reacts with either AMP or PP, However, this incorpo-
ration could be caused by the high concentration of **PP| used
(2 mm). This finding complicates the kinetic mechanism pro-
posed for rTERPPDE because it suggests that the free enzyme
may also bind PPy as the first phosphate group donor, It has
been reported that with 1 mu of each of the three substrates, 10
mu MgCl; and after 70 min of reaction in presence of EhPFDK
al. 25 °C, ADP is generated in addition to Py, pyruvate and ATP
at a concentration 10 times lower than that of ATP (6), ADP
could be synthesized by phosphorylation of ERPPDK in an
incomplete catalytic eyele, requiring only one phosphate donor,
perhaps PP, in addition to AMP. This chservation supports the
notion that PPi binds to the free enzyme, as shown here.
However, in order to simplify the kinetic scheme of EhPPDK
(Scheme 3) the PPenzyme complex and other dead end com-
plexes were disregarded.

Metabolic Role: Substrate and Product Concentrations—The
concentrations of metabolites invelved in the PPDK reaction
were determined in extracts of E. histolytice (Table TV). Using
these values we estimated the mass action constant (Ky,) of
12.7 in Equation 12.
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Tapie 111
Incorporation of **P, (fram PP} into rERPPDK

Percentage of P,
incorporated into

nmel “2[:5 Jnmiol
rEhPFDK rERPPDE

Aggay components
74 £20(3F

DZPP, (2 mn) 0.077 = 0,020

PP (2 mn) + AMP (0.6 m) 0.048 + 0,015 52x12(3)
B2PP, (2 mn) + PEP (0.6 m) 0.087 £ 0.012 6.2 05)
PP, (2 mn) + PEP (0.6 mn) 0.211 = 0.032 21.0 = 3.1(11)

+ AMP (0.6 ma)
* The number of experiments is shown in parentheses.

TapLe IV
Ci trations of metabolites related to the reaction
eatalyzed by PPDK
Concentrations determined in acid extracts of trophozoites from K.
histolytica These concentrations were caleulated by assuming that
amoehal trophozoites have an intracellular volume similar to that of
hovine alveolar macrophages, which is 13 gl per 1 < 107 cells (21),

Substrate nmol/td’ cells m
FEP 104 £ 4.04n = 3 08£02
AMP 123+52{(n=6) 095 = 0.5
PP, 53=14(n=6) 041 =012
Py 58=25(n="5 045 = 011
ATP 1372 60(r="T) 1.06 = 0.41
P 108.7 = 504 (n = 4) B.36 = 3.22

“ n, mumber of experiments.

BSIPIATEL
[PEPIFPI[AMP]

The total concentration of Mg** was 96 = 1.6 mm (125 + 9
nmol/107 cells). This concentration is high enough to assume
zafely that Mg-PEF, Mg-PP;, and Mg-ATPF (the true substrates]
are formed. Our data of the concentrations of PEP, Pyr, and PI
were in the same order of magnitude of those reported by
Reeves et al. (0.21 + 0.09 mm and 0.38 = 0.11 mm, 0.35 = 0.09
mM, respectively, Ref, 27). Aleo, the concentration of ATP was
in the same order of magnitude, but it was approximately two
times higher than the value reported before, 1.05 + 0.41 mum
{Table TV} and 040 + 0.08 mu (27). These differences may
result from using different E. histolytica strains andfor differ-
ent growth and incubation conditions.

PPDK catalyzes PEP synthesis in C, plants (10). It is local-
ized in chloroplasts of mesophyll cells, which have a pH of 8 in
the stroma, and where the reaction is coupled with pyrophos-
phatases and adenylate kinases (10). It has been estimated
that, under physinlogical conditions, the reaction catalyzed by

*sPPDK goes toward the synthesiz of AT (AG = —1 keal/mol,
Ref. 28). However, in that work the authors used the concen-
trations of the metabolites reported for E. coli and not those of
C. symbiosum (28-30).

A PEP synthesizing role has been proposed for PPDK in
other organisms such as P. shermanii and M. rosea from the
measurement of its activity in different growth media (1, 8).
Other authors have suggested that PPDK catalyzes synthesis
of ATP in parasite protists such as E. histolytica and Giardia
intestinalis because of the lack of pyruvate kinase in these
organisms. However, it is noted that recent works showed in
G. intestinalis (31) and E. histolytica trophozoites (32) have
zignificant pyruvate kinase activity. Thus, it was judged rele-
vant to evaluate the metabolic role of FPDK in E. histolytica
under near physiological conditions. At pH 6.3, 37 °C and the
initial concentrations of substrates and Mg®* (which were in
excess over those of the metabolites) described under “Experi-
mental Procedures,” the reaction catalyzed by PPDEK reached
equilibrium after 40 min (data not shown}. The equilibrium
concentrations were (1.04 mu for Py, and 0.015 mu for ATP and
pyruvate. The equilibrium concentrations of AMP (0.035 mn),

Ky = (Eq. 12)
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PEP (0.035 mm), and PP, (0.01 muM) were caleulated by sub-
tracting the coneentration of ATF at equilibrium from the
initial substrate concentrations. With thesze values, the equi-
librium constant for the reaction was calculated (K4 = 0.73;
AG" = + 0,19 keal/mol). This value differed from that reported
for the reaction catalyzed by CsPPDK (333 for the same reac-
tion at 25 °C, 5 mm MgCl, and pH 7, Ref. 28). In both cases, the
Ko was determined without considering the concentration of
protons. This parameter could be important because it has been
reported that the reaction catalyzed by ERPPDK requires 2
jemol of H™ for each pumol of ATP synthesized in the pH range
of 6.5-8.4, and in the presence of 8.3 mm MgCl, {a limiting
concentration when compared with the metabolite concentra-
tions we used), and presumably at room temperature (2).
Hence, proton consumption of the reaction at pH 6.3 (assay
conditions) was measured following the fluorescence of pyra-
nine. The value obtained was 1.7 = 0.1 pmol of H*, which was
in full agreement with that reported by Reeves (6). However,
proton consumption was not considered explicitly in the caleu-
lation of AG, since Ky, and K, were determined at pHl 6.3, and
the concentration of protons cancels in the equation for the
determination of AG (+2.7 keal/mol). Therefore, it seems that
in the assumed phy=iological conditions for amoeba trophozo-
ites the PPDK reaction is not te close to its thermodynamic
equilibrium, In consequence, net ATP synthesis catalyzed by
PPDK should be expected when substrates accumulate and
products diminish under particular metaholic conditions of the
trophozoites. The apparent lack of pyrophosphatases (34) to-
gether with an active vacuolar proton-transporting ATPase,
which acidifies the intravacuolar milien and that is involved in
the phagocytosis of bacteria and erythrocytes (33, 351, may
fulfill the required conditions for driving the synthesis of ATP
by ELPPDK.
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Resultados complementarios no publicados
IV. A. Mecanismo cinético

IV. A. 1. Ensayos con los inhibidores sin salida: AMPS y PNP.

En estos ensayos se utilizan moléculas estructuralmente parecidas a los
sustratos AMP y PPi, que no participan en la reaccién catalizada por la enzima,
por lo que se forman complejos sin salida entre la forma de la enzima
correspondiente y el inhibidor. A partir de los patrones de inhibicién de cada uno
de estos inhibidores respecto a los sustratos se desea obtener el orden de union
del AMP y PPi. Primero se determin6 que la EhPPDK no cataliza la reaccién con
ninguno de los dos inhibidores sin salida (recuadros de las figuras 5A y 5B) y
después se hicieron los ensayos de inhibicion. Los patrones graficos de lineas
intersectantes en los experimentos de inhibicion de AMPS respecto a AMP
correspondieron a un inhibidor de tipo no competitivo (figura 5A). EI mismo patrén
de inhibicién se obtuvo en los experimentos de PNP respecto a PPi (figura 5B). La
utilidad de usar inhibidores sin salida es que, en teoria, deben unirse a la misma
forma de la enzima a la que se une el verdadero sustrato y de esta manera facilitar
la determinacion del orden de unidn de los sustratos. Es esencial que la molécula

inhibidora sea un inhibidor competitivo del sustrato al que es analogo.
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Figura 5. A. Patron de inhibicion no competitivo de un experimento representativo
midiendo la velocidad de la EhPPDK variando la concentracion de AMP a
diferentes concentraciones de AMPS m 0 mM, O 0.15 mM, A 0.3 mM, V 1 mM.
B. Experimento representativo de la inhibicion de diferentes concentraciones de
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PNP (O O mM, ® 0.1 mM, A 0.6 mM) respecto a concentraciones variables de
PPi. En ambas figuras se muestra como recuadro la grafica de absorbencia a 340
nm con respecto al tiempo en las que se observa la actividad de la EhPPDK en
presencia de los sustratos verdaderos (> AMP y PPi), los sustratos analogos (+
AMPS y PNP) y los controles (#).

La inhibicién no competitiva del AMPS y el PNP con respecto al AMP y PPi
sugiere que estos inhibidores son capaces de formar complejos sin salida con mas
de una forma de la enzima. Este tipo de comportamiento no es util para
determinar el patron de union del AMP y PPi, por lo que se descarto el estudio con
este tipo de inhibidores y se utilizaron otras herramientas, tales como la inhibicion
por producto a concentraciones tanto saturantes como no saturantes del
cosustrato. Estos datos se especifican en el articulo publicado e incluido en esta
tesis (Varela-Gomez et al., 2004).

El AMPS y el PNP se utilizaron previamente para determinar el mecanismo
cinético de la CsPPDK (Wang et al., 1988). En este caso los inhibidores formaron
los complejos sin salida que se esperaban, produciendo patrones de inhibicidon
competitivos respecto al AMP y PPi respectivamente. Ademas los patrones de
inhibicion del PNP y AMPS respecto al AMP, PEP y PPi coincidieron con los
predichos para un mecanismo ordenado en el que el AMP se une antes que el PPi
(Wang et al., 1988). La discrepancia entre los patrones de inhibicion del AMPS y
el PNP entre la EhPPDK y la CsPPDK puede deberse a diferencias estructurales

que permiten que en el caso de la EhPPDK los inhibidores se unan a mas de una

forma de la enzima..
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IV. A. 2. Ensayos de velocidad inicial con moléculas analogas al AMP (CMP,

GMP y TMP).

Debido a que el AMPS y el PNP no dieron los resultados que se esperaban,
se utilizaron otros compuestos parecidos al AMP, tales como GMP, CMP y TMP.
Primero se determind si la enzima era capaz de utilizarlos como sustrato (figura
6A). y se encontré que la EhPPDK cataliza la reaccién solamente en presencia de
AMP. De estos nucleétidos monofosfato, el GMP es el que estructuralmente se
parece mas al AMP, razon por la cual se utilizé para determinar el patrén de
inhibicion con respecto al AMP. La inhibicién del GMP con respecto al AMP fue de
tipo no competitivo (figura 6B), al igual que el patrén de inhibicion del AMPS
respecto al AMP. Este patron no competitivo sugiere que el GMP, al igual que el
AMPS, son capaces de unirse a mas de una forma de la enzima y por eso el

patron de inhibicidon no es competitivo respecto al AMP.
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Figura 6. A. Trazo experimental en el que se muestra la actividad de la EhPPDK
en presencia de diferentes nucle6tidos monofosfato (2 mM cada uno): (--) AMP, (¢)
GMP, (+) CMP, (<) TMP. B. Grafico de dobles reciprocos en el que se muestra el
patron de lineas intersectantes de un experimento representativo en el que se
mide la velocidad de la EhPPDK al variar la concentracion de AMP frente a
diferentes concentraciones de GMP: B 0 mM, O 5 mM, A 10 mM, VV 20 mM.
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IV. A. 3. Experimentos de fluorescencia.

La fluorescencia se puede usar para seguir la unién de diferentes ligandos,
debido a que hay cambios conformacionales que afectan el microambinete en el
cual estan inmersos los aminoacidos aromaticos y por ende se modifica su
eficiencia cuantica, lo cual se refleja en los espectros de fluorescencia. Incluso se
pueden determinar los valores de las constantes de afinidad. Un ejemplo es el de
la determinacién de la unién de las fenotiacinas, al complejo de Ca**-calmodulina
previamente fusionada con la proteina verde fluorescente (PVF). Cuando estos
inhibidores se unen a la calmodulina, los cambios conformacionales de esta
proteina modifican el microambiente de la PVF y esta sefal es la que se registra 'y
analiza (Puckett et al., 2004). En otro caso se determin6 que el GTP, que es un
inhibidor de la adenilato ciclasa de mamifero, se une con mucha mayor afinidad a
la forma cataliticamente mas activa de la enzima. Estos estudios se hicieron
siguiendo la fluorescencia de un fluoréforo, llamado 2’(3’)-o-N-metilantraniloil
(MANT), fusionado al GTP (Mou et al., 2004). Los analisis conformacionales, junto
con otro tipo de estudios tales como “docking” de moléculas, permiten determinar
las caracteristicas de unién de los sustratos, como se reporté para la enzima
convertidora de angiotensina somatica | (Bersanetti et al., 2004).

Los espectros de fluorescencia de la EhPPDK en ausencia y presencia de
sus sustratos se muestran en las figuras 7 Ay B. El espectro de fluorescencia de
la enzima en ausencia de cualquiera de los sustratos posee dos picos principales
a 362y 385 nm y un hombro a 330 nm. Este espectro probablemente se debe a la

distribucion de los triptofanos (215, 527 y 852) en la proteina. También puede
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deberse a que se utilizdé una longitud de onda de excitacion de 295 nm, la cual
esta un poco alejada de la longitud de onda maxima de absorcion del triptofano
(280 nm) ya que con esta ultima se tenia una alta interferencia en los espectros de
fluorescencia en presencia de AMP. EI AMP es capaz de absorber una mayor
cantidad de luz a 280 nm, pero a 295 nm, esta absorcién es insignificante.

En la figura 7A se observan los espectros de fluorescencia de la EnPPDK
en ausencia de sustratos y en presencia de cada uno de los sustratos. En
ninguno de los casos se observa un corrimiento de longitudes de onda, lo que
habla de que la posible union de los sustratos a la enzima no modifica su espectro
de fluorescencia debido a que no existe un cambio conformacional que modifique
la sefial de los triptofanos. EIl Unico espectro en el que se ve un ligero cambio en
la intensidad de fluorescencia a 362 y 385 nm es en el caso de la mezcla EhPPDK
y 0.6 mM de PEP, pero este cambio no es significativo (Fig. 7A). Como se
observa en la figura 7A, todos los espectros de fluorescencia, independientemente
de las condiciones experimentales, se sobrelapan. El cambio, aunque pequefio,
en la intensidad de fluorescencia de la EnPPDK en presencia de PEP sugiere que
el PEP se une a la enzima, aun en ausencia de los otros sustratos. Estos
resultados apoyan los datos que indican que el PEP es el primer sustrato en
unirse. El siguiente paso era saber si habia alguna diferencia entre los espectros
de fluorescencia de las combinaciones PEP mas PPi y PEP mas AMP (figura 7B),
para asi determinar cual era el segundo sustrato en unirse. No se encontraron
diferencias entre los espectros de fluorescencia de las combinaciones de PEP con
los otros dos sustratos de la reaccion (fig. 7B). La principal diferencia se observé

entre el espectro de la enzima libre y el de la enzima en presencia de
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concentraciones saturantes de PEP y AMP, aunque esta diferencia no es
significativa (figura 7B). Debido a que los resultados de los experimentos de
fluorescencia no fueron claros respecto a determinar el orden de unién de los

sustratos se optd por utilizar otro tipo de técnicas para lograrlo.
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Figura 7. Espectros de fluorescencia de la EnPPDK para determinar el orden de
union de los sustratos. A. Se muestran los datos de cuatro experimentos junto
con la desviacién estandar de la EhPPDK libre (-~ ), enzima mas 0.6 mM PEP (——
), enzima en presencia de 3 mM PPi (--—--) y enzima en presencia de 0.6 mM AMP
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(------). B. Se muestran los datos de cinco experimentos en los que se observa el
cambio de fluorescencia de la enzima libre (— ) respecto a los ensayos en
presencia de 0.6 mM PEP y 3 mM PPi (- ) y en una solucién con 0.6 mM de
PEP y 0.6 mM AMP ().
IV. A. 4. Estabilidad térmica de la EhPPDK.

En esta seccion se presentan los experimentos en los que se estudio la
estabilidad térmica de la enzima en presencia y ausencia de los sustratos, con el
fin de determinar si la union de alguno de estos se refleja en una mayor o menor

estabilidad contra la inactivacién térmica. De los cursos temporales que se

muestran en la figura 8A, se calcul6é que la enzima, en ausencia de sustratos, tiene
la constante de inactivacién mas alta (kinac = 0.07 min™). Al incubar a la enzima en

presencia de 0.08 mM de PEP no se observd ningun cambio con respecto a la
enzima incubada sin sustratos (fig. 8A).

La EhPPDK se protegid contra la termoinactivacion al incubarla en
presencia de los otros dos sustratos (fig. 8A), principalmente con 0.08 mM de
AMP, ya que la constante de inactivacién fue de 0.046 min™. En el caso de la
inactivacién en presencia de 0.4 mM de PPi, la proteccién fue intermedia entre la
incubacién de la enzima con PEP y con AMP (fig. 8A) y el valor de la constante de

inactivacion es muy parecido al que se obtuvo con la enzima sin sustratos o en
presencia de PEP (kinac = 0.06 min™).

La proteccion que ofrecen algunos ligandos se debe en muchas ocasiones
a la union de estas moléculas a sitios especificos, con lo que se estabiliza la
estructura tridimensional de la proteina. De esta manera, en algunos casos, la

inactivacion térmica resulta mucho menor que en ausencia de ligandos. Por
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ejemplo, Yang et al. (2004) encontraron que una pirofosfatasa de frijol mungo era
mas resistente a la inactivacion térmica a 60 °C en presencia de sustrato (Mg?*-
PPi) (Kinac = 4.6 x 10 s) que en su ausencia (kinac = 8.3 x 10* s™) o que la
enzima incubada con el inhibidor isotiocianato de fluoresceina (FITC;Kinac = 14.1 X
10 s'1). Estos cambios en el comportamiento de la pirofosfatasa vacuolar
sugirieron que la union del sustrato favorece cierta conformacion de la enzima que
es diferente a la que favorece la unién del FITC. Estas dos conformaciones
podrian tener diferente estabilidad térmica debido a las diferentes interacciones
fisicoquimicas entre los residuos de aminoacidos de la proteina (Yang et al.,
2004). La presencia de sustratos también permitio incrementar la estabilidad
térmica de tres fosfoenolpiruvato carboxicinasas dependientes de ATP que difieren
en su estado de oligomerizacion (Ravanal et al., 2003).

Los siguientes ensayos se realizaron para determinar la proteccion de la
enzima al incubarla en presencia de diferentes combinaciones de los sustratos
(figura 8B) y de esta manera, encontrar cambios en la constante de inactivacion al
incubar a la enzima en presencia del primer sustrato (PEP, determinado a partir de
otro tipo de experimentos) y alguno de los otros dos sustratos para de esta
manera tratar de identificar el orden de unién entre el AMP y PPi. La prediccién
era que si el AMP y el PPi se unian al azar, estas combinaciones tendrian la
misma constante de inactivacion; en cambio, si la union fuera ordenada entonces
se obtendria una constante de inactivacidn mayor para la pareja del primer y
segundo sustratos que para el primero y tercero. Sin embargo, como se observa

en la figura 8B, no existe diferencia alguna entre las constantes de inactivacion de
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la enzima sola (kinac = 0.07 min™) y al incubarla en presencia de 0.08 mM de PEP

mas 0.4 mM de PPi 0 0.08 mM de PEP mas 0.08 mM de AMP (kinac = 0.07 min™).

El que no se hayan encontrado diferencias significativas no quiere decir
necesariamente que estos sustratos (AMP y PPI) no se unan a la enzima.

Posiblemente las interacciones especificas originadas a partir de la union
de estos sustratos no favorezcan la estabilidad de la enzima y en consecuencia no
protegen a la enzima de la desnaturalizacion térmica. No siempre los sustratos
protegen a la proteina; en ocasiones, los inhibidores analogos de los sustratos y
algunos productos de la reaccion protegen la estructura de las enzimas mucho
mas efectivamente que los propios sustratos. Por ejemplo, se determiné que una
fosfatasa acida de semillas de frijol castor (Ricinus communis L.) se protegié de
manera notable contra la desnaturalizacion térmica en presencia de 10 mM de
fosfato y 10 mM de p-nitrofenol-p-NP, los productos de la reaccién (Granjeiro et
al., 2004). Asimismo, se determin6 que la temperatura media de desnaturalizacion
(Tm) de la enzima se incrementé a 75 °C en presencia de los productos de la
reaccion,pero no se observo proteccion en presencia de los sustratos. Esto se
puede deber a las diferentes interacciones especificas que se forman al unirse los
productos y que no son las mismas que se forman al unirse los sustratos. Como
consecuencia, la estabilidad de la enzima aumenta en ciertas condiciones (en
presencia de productos) y la proteina no se protege de la inactivacion térmica en
presencia de los sustratos (Granjeiro et al., 2004).

Asi que no necesariamente la falta de proteccion ante la inactivacion

térmica de la EhPPDK (Figuras 8A y 8B) se debe a que el sustrato no se una a la
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enzima, ya que la misma unién de alguno de los sustratos puede favorecer una
forma de la enzima menos estable que la de la enzima sin sustratos o
simplemente no tener ningun efecto de proteccion, como se observé en presencia
de PEP, PPi, PEP junto con AMP y PEP mas PPi. Por otra parte, el AMP fue el
unico con el cual se encontré6 una mayor proteccion ante la inactivacion térmica.
El AMP podria unirse y favorecer una estructura proteica mas estable que la de la
enzima en ausencia de cualquiera de los sustratos. Sin embargo, no se puede
determinar la causa exacta de la proteccion de la EhPPDK por AMP.

Al incubar algunas enzimas en presencia de ciertos compuestos se obtiene
proteccion ante la inactivacion térmica, ya que estos modifican la fuerza iénica u
osmolaridad del medio de incubacion, con lo que se favorece la estructura nativa
de la proteina. Muchos microorganismos hipertermdfilos tienen una alta
concentracion de compuestos como el 2-O-a-manocilglicerato, que es un osmolito
cargado negativamente y que protege de manera importante la estructura de
diferentes proteinas a altas temperaturas (Faria et al., 2004). Por ejemplo, este
osmolito protege a la nucleasa A recombinante de Staphylococcus aureus de la
desnaturalizacion térmica, debido a que provoca la desestabilizacion de la
estructura desnaturalizada de la proteina y a su vez favorece la estabilizacion de
las interacciones especificas del estado nativo (Faria et al., 2004).

También se debe sefalar que la concentracion de los sustratos a la que se
incub6é a la enzima es importante, ya que de acuerdo con la concentracion
utiizada se puede proteger en mayor o menor grado a la proteina. Las

concentraciones de los sustratos que se utilizaron para hacer estos experimentos
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(fig. 8A y 8B) fueron cuatro veces el valor de la K, (Varela-Gémez, 2000), con el
fin de mantenerlos casi saturantes pero en la misma proporcidon respecto a su
constante de afinidad. Asi, al incubar a la EhPPDK en presencia de 0.4 mM de
PPi no se observd un importante efecto protector con respecto al ensayo control
(figura 8A), pero al incubar a la enzima en presencia de 2 mM de PPi (20 veces el
valor de Kn) se encontré una notable proteccion contra la inactivacion térmica

(Figura 9). La constante de inactivacién en presencia de esta concentracién de
PPi fue muy cercana a cero (kinac = 0.0003 min™).

De nuevo, este tipo de protecciéon puede deberse a la unién especifica del
PPi a la enzima o a algun efecto sobre la mezcla de reaccion (fuerza iénica por
ejemplo) que aumente la estabilidad de la enzima. En el articulo Varela-Gomez et
al., 2004 se reportaron unos experimentos en los que, mediante marcaje
radiactivo, se muestra que el PPi se une a la enzima libre en ausencia de los otros
dos sustratos. Una primera explicacion es que en nuestra preparacion de proteina
hay una proporcion importante (alrededor del 7%) de enzima fosforilada (EP) y/o
pirofosforilada (EPP) que, de acuerdo con otra serie de experimentos, es la forma
a la que se une el PPi o el AMP. La segunda explicacion es que la forma libre de
la enzima une al PPi pero con una afinidad muy baja. No se determind la
proporcion de enzima fosforilada o pirofosforilada presente en la preparacion ni la
constante de afinidad de la enzima libre por el PPi en ausencia de los otros dos
sustratos, pero con el experimento de la figura 9 se apoya la suposicién de que el

PPi se une a la enzima libre a altas concentraciones (20 veces el valor de Ky).
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Figura 8. Inactivacion térmica de la EhPPDK a 55 °C en presencia y ausencia de
de sustratos. A. Incubacion de la enzima control (0.15 mg/mL) en ausencia de
sustratos (®), en presencia de 0.08 mM PEP (A), en presencia de 0.4 mM de PPi
() y de 0.08 mM AMP (V). B. Inactivacion térmica de la EhPPDK frente a
diferentes combinaciones de sustratos, control (®), en presencia de 0.08 mM PEP
(A), incubada con 0.08 mM PEP y 0.4 mM PPi (¥) e incubada con una mezcla de
0.08 mM PEP y 0.08 mM AMP (O). En las dos graficas m es la pendiente y
corresponde a la constante de inactivacion.
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Figura 9. Experimento de inactivacion térmica a 55 °C en presencia de 0.15
mg/mL de EhPPDK como control (®) y en presencia de 2 mM PPi (O).
IV. A. 5. Inhibicion por producto a concentraciones saturantes del
cosustrato.

Los patrones de inhibicion por producto pueden modificarse de acuerdo con
la concentracidon del cosustrato, tal como se describié en la Introduccion (1.C.2).
Estos patrones se pueden predecir para un mecanismo cinético planteado. En la
Tabla VI se muestran los patrones de inhibicion por producto para cada sustrato, a
concentraciones subsaturantes de los cosustratos, para la EhPPDK (Varela-
Gbémez et al., 2004), la PsPPDK (hexa uni,Milner y Wood, 1976), y la CsPPDK (uni

uni bi bi,Wang et al., 1998.). También se presentan las predicciones de la
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inhibiciéon de pir contra PPi y Pi contra AMP a concentraciones saturantes del
cosustrato (AMP y PPi respectivamente) para el mecanismo propuesto para la

EhPPDK (esquema 1)

PATRONES DE INHIBICION

No saturante Saturante
Sustrato ORDENADO AZAR

Producto | variable | EhPPDK | CsPPDK | PsPPDK | Edo. estacionario | Edo. estacionario
Piruvato PEP NC n.d. C

AMP NC n.d. NC

PPi NC n.d. NC (AMP) IN (AMP) NC
Fosfato PEP IN NC NC

AMP NC NC IN (PPi) IN (PPi) NC

PPi NC NC C
ATP PEP NC NC NC

AMP NC NC C

PPi NC NC NC

Tabla VI. Patrones de inhibicién por producto obtenidos experimentalmente a
concentraciones subsaturantes del cosustrato para tres diferentes PPDKs. En las
dos ultimas columnas se muestran las predicciones de los patrones de inhibicion
para un mecanismo ordenado (ver esquema 1) y al azar entre el AMP y PPi para
el mecanismo de la EhPPDK. En estas dos columnas se consideran
concentraciones saturantes del cosustrato indicado entre paréntesis.

C: Competitivo, IN: Incompetitivo, NC: No competitivo n.d. : No determinado, (---):
no inhibicion.

99



RESULTADOS

PEP Pyr  AMP PPi Pi  ATP
" 0 \ " 0 0

PPi Pi Pi
E  ppeE ©pyEP EP EPavp  EPamp O EPPy\p <> Eaxre Eame E

+ +
AMP & pyEPsvp © Pyr

Esquema 1. Diagrama de Cleland del mecanismo cinético Uni Uni Bi Bi ping pong
propuesto para la piruvato fosfato dicinasa de E. histolytica con base en los
experimentos descritos en Varela-Gomez et al.,2004.

Los patrones de inhibicion por producto que se deducen de la ecuacién
para el mecanismo Uni Uni Bi Bi (Varela-Gomez et al., 2004) y los patrones de
inhibicion a concentraciones saturantes del cosustrato (Tabla VI) generaron una
gran discusion entre los revisores del Journal of Biological Chemistry y nosotros.
A continuacion se incluyen algunos fragmentos de los correos electronicos sobre

las principales observaciones del editor y revisor de la revista y las respuestas con

las que defendimos la evidencia experimental del articulo.
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Fecha: Tue, 02 Mar 2004 17:52:01 -0600
De: '"Dr. Ruy Perez Montfort" <ruy(@jifc.unam.mx>
Para: mvarela@ifc.unam.mx
Responder-a: ruy@ifc.unam.mx
Asunto: [Fwd: From the JBC re: Manuscript M4:01697]

———————— Original Message --------

Subject:  From the JBC re: Manuscript M4:01697
Date: Tue, 2 Mar 2004 15:03:50 -0500

From: ycoleman@asbmb.faseb.org

To: ruy@jifc.unam.mx

March 2, 2004

Dr. Ruy Perez-Montfort
Departamento de BioquAmica
Instituto de Fisiologia Celular
Ciudad Universitaria

Mexico, D.F. 04510, Mexico

M4:01697
Dear Dr. Perez-Montfort:

Your manuscript entitled "Kinetic Mechanism and Metabolic role of Pyruvate Phosphate Dikinase
from Entamoeba histolytica" with Drs. M. Varela-Gomez, R. Moreno-Sanchez and J.P. Pardo has
been reviewed by the Editorial Board. 1 am sorry to tell you that your manuscript was not
recommended for publication in the Journal, in its present form. The Reviewing Editor found a
significant amount of the data to be directly relevant to the mechanistic questions raised but has a
major concern regarding the interpretation of several product inhibition studies. The Reviewing
Editor decided not to check the derivation of the general equations that relate to the product
inhibition studies for the model proposed but is concerned about the predictive analysis of the data.
An example of this problem is if the last part of the mechanistic proposal is the departure of
inorganic phosphate prior to the departure of ATP in the process, then it should be predicted that
there is no phosphate binding site on the enzyme without the presence of ATP. If that is correct, the
analysis of the data is not correct and raises questions regarding the appropriate equation that would
suggest otherwise. There are some additional problems regarding nomenclature used in the
manuscript, the use of significant figures, and the terminology. The Reviewing Editor has
described most of these questions in detail in the accompanying critique. As a result of these
concerns, I must regretfully decline your manuscript for publication in the Journal, in its present
form. It is important to consider the product inhibition data and how it fits to the model proposed or
propose a model that better fits the data obtained. If you can add additional data that would satisfy
the concerns of our Reviewing Editor we would always be pleased to review a new version of the
manuscript. However, any revised manuscript will be returned to the same Reviewing Editor who
evaluated the original, so it is critical that the major concerns identified in the review be satisfied if
the manuscript is to be published in the Journal.

Sincerely yours,

Richard W. Hanson
for the Editorial Board RWH/yc
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Comments for author:

The manuscript submitted by Dr. Perez-Montfort and colleagues contains the results of kinetic
studies and some metabolic analyses to determine the kinetic mechanism and the metabolic role of
the interesting enzyme pyruvate phosphate dikinase from Entamoeba histolytica. The authors seem
to have done a good job in doing most of the appropriate kinetic studies although the same level of
rigor was not applied to the “metabolic studies”.

... There is a potential major flaw in the analysis of the product inhibition studies from an analysis
of data and interpretation. If my analysis is correct, there must also be a flaw in the equations 3a
and 3b. Before I would attempt to check the derivations, the authors should reanalyze and check the
equations and their applications. If the kinetic mechanism is as suggested, the inhibition patterns
from phosphate would be predicted to differ. Specific comments and details are listed below:

... p. 14, 1. 1-2: This is counter intuitive. If Pi binds only to E-ATP then in initial velocity steady
state studies in the absence of ATP, no inhibition is predicted. If the reaction at that point is random,
then the formation of E-Pi can take place and therefore inhibition. With these fundamental
concerns, please clarify the conclusions raised in this paper.

... p- 14, top: See previous comments. Doesn’t the data argue for a random process?
... p- 14, last 2 lines & p. 15, 1. 1-2: If Kicis the Kd for E + ATP, a value of 0.14 mM should be

sufficient to see effects of the proposed competitive inhibition against PEP and NC with AMP.
Please clarify.
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Richard W. Hanson, Ph.D.

Department of Biochemistry

Case Western Reserve University

Cleveland, OH 44106 RESULTADOS

Dear Dr. Hanson:

We are submitting an extensively revised version of the manuscript entitled “Kinetic
mechanism and metabolic role of pyruvate phosphate dikinase from Entamoeba histolytica™ for
publication in the Journal of Biological Chemistry. A previous manuscript we sent on February 16,
2004 was given number M4:01697. In your letter of response (dated March 2, 2004) you and a
member of the Editorial Board raised major concerns about that manuscript, which we have tried to
satisfy in this new version of our work.

A very important difference in this version is that new results from measuring the ATP
concentration, suggested by the referee (see point p. 11, top para.: ...), in addition to the Pi
concentration at equilibrium (that had already been measured in the first version of this work)
forced us to recalculate the equilibrium constant of the reaction catalyzed by PPDK. This new
value indicates that the PPDK reaction is not near the thermodynamic equilibrium in the conditions
we studied, instead of thermodynamically favoring the synthesis of ATP, as had been concluded in
our previous manuscript. The result of a negative AG value for the reaction in the previous version
of the manuscript was due to a miscalculation in the concentration of Pi that was corrected in this
new version as a result of measuring the ATP concentration. Thus, our discussion and conclusions
have been altered accordingly.

For the sake of clarity, we have decided to combine our responses to all to all the issues
raised by your letter and the referee’s comments.

Response to the referee’s and Dr. Hanson’s comments.
There is a potential major flaw ...
The section of Results and Discussion was re-organized as suggested. The text was carefully

edited. The major concern of the referee regarding the interpretation of several product inhibition
studies is answered below:

A P B C Q R
2 T 2 T T

E EA« EP F FB FBC—EQR ER E

The enzyme is complex and undergoes large conformational changes during the catalytic cycle.
Therefore, it is likely that PPi (B or C in the scheme above) and ATP (R) may react with other

enzyme forms. For example, it is possible that ATP can react with F, as well as AMP can react
with E. In fact, recent experiments in our lab showed that AMP (B or C) alone protects the enzyme
against thermal inactivation raising the possibility of the following reaction E + AMP <»>E™. The
same explanation may apply to Pi (Q). We did not want to include all of these possible interactions
in the EnPPDK kinetic mechanism because the kinetic scheme becomes extremely complicated.

Our goalwas to support one kinetic mechanism among several possibilities. This is statedonp. 18
lines 17-20.
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... p. 14, 1. 1-2: “This is counter intuitive. If Pi binds only to E-ATP then in initial velocity
steady state studies in the absence of ATP, no inhibition is predicted. If the reaction at that
point is random, then the formation of E-Pi can take place and therefore inhibition. With
these fundamental concerns, please clarify the conclusions raised in this paper.”

Certainly, in a rapid equilibrium enzyme, no Pi inhibition is expected in the absence of added ATP.
However, a different behavior is expected for an enzyme that follows a steady state mechanism. As
shown in Segel’s book, (Segel, 1. (1975). Enzyme kinetics. Behavior and analysis of rapid
equilibrium and steady-state enzyme systems. John Wiley & Sons, Inc. USA), the rate equation of
an enzyme with a uni uni bi bi ping pong mechanism (see scheme below) shows the denominator
with isolated terms in Q (which in our case corresponds to Pi). This indicates that even in the
absence of R (ATP in our reaction), Q may inhibit the reaction. The reason underlying this
unexpected result is that in a steady state kinetic mechanism there is a finite amount of ER (given
by the distribution equations) that can react with the product Q.

A P B C Q R
\ N SR T 7

E EA< EP F FB FBC—EQR ER E

In contrast, when the reaction achieves rapid equilibrium, then the concentration of ER is zero i the
absence of added R, and hence, there is no interaction between Q and ER and no inhibition. If
inhibition by Q is observed in a rapid equilibrium system, then there must be interaction of Q with
other enzyme forms but not with ER. Due to the similar structure of Piand PPi(C in the above
scheme), the most probable target structure is FB. However, at saturating concentrations of C,
inhibition by Q should not be observed since Q and C compete for FB. Therefore, our experiments
showed that inhibition by Pi at saturating concentrations of A, B and C was consistent with a steady
state mechanism, but not with either random or ordered rapid equilibrium mechanisms.

... p.14,last 2 lines & p. 15, 1. 1-2: ...

The ATP inhibition against AMP was re-evaluated by using higher ATP concentrations (2 mM). In
these conditions, ATP behaved as a noncompetitive inhibitor against AMP. This observation
supports the proposed kinetic model. In consequence, the text on the summary, p. 14 lines 10-16,
and Table II were modified to include these new data.
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Fecha: Mon, 30 Aug 2004 13:18:36 -0600
De: '"Dr. Ruy Perez Montfort" <ruy@ifc.unam.mx>
Para: Marcela Varela Gomez <mvarela@ifc.unam.mx>
Responder-a: ruy@ifc.unam.mx
Asunto:  From the JBC re: Manuscript M4:01697

———————— OrignalMessage--------

Subject: From the JBC re: Manuscript M4:01697
Date: Mon, 30 Aug 2004 13:53:46 -0400
From: ycoleman@asbmb.faseb.org

To: ruy@ifc.unam.mx

M4:01697

Dear Dr. Perez-Montfort:

The revised version of your manuscript entitled "Kinetic Mechanism and Metabolic Role of
Pyruvate Phosphate Dikinase from Entamoeba histolytica" has been reviewed again by the same
Reviewing Editor who evaluated the first version. The Reviewing Editor found this version to be
much improved, more comprehensible and the results more credible. Nearly all the questions raised
in the first review were clearly addressed in a positive manner and the Reviewing Editor was
pleased with your attention to detail in this draft.

However, there are still several concerns with this manuscript. Primarily there is a concern
regarding the proper use of significant figures. Please pay close attention to the presentation of
your quantitative data and make sure it adequately reflects the sensitivity of your measurements.
Most of the other criticisms are editorial in nature. Please carefully evaluate the comments of our
Reviewing Editor, modify your manuscript and return it to me (via our JBC website). [ will attempt
to expedite re-review and provide you with a prompt editorial decision. When you return to the
Journal with a revised manuscript, please provide me with detailed listing of changes made from the
original. ..

Sincerely yours,
Richard W. Hanson
for the Editorial Board
RWH/yc

Comments for author:

The paper that has been resubmitted by Dr. Perez-Montfort and coworkers has been significantly
revised, edited and additional information added in response to the initial review. The result is that
this version is considerably improved and strengthened. This presentation is much more
comprehensible. This family of enzymes is indeed quite complex as first reflected by initial work
from Dr. H. Wood’s lab. Subsequent work helps in our understanding of this important enzyme.
There are still some corrections and clarifications necessary in this version of the paper...

...Table II: If inhibition is assayed with Pi at higher concentrations of PPi versus AMP is UC
inhibition observed? Analogously, if inhibition by pyr against PPiis measured at higher AMP
would this also induce UC effects? These are interesting, potentially revealing experiments to be
considered. ..
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Richard W. Hanson, Ph.D.
Department of Biochemistry
Case Western Reserve University
Cleveland, OH 44106

9'" September 2004.
Dear Dr. Hanson:

...“Table II: If inhibition is assayed with Pi at.. These are interesting,potentially
revealing experiments to be considered.”

We considered the experiments that you suggested and we determined the nhibition
pattern of Pi agamst AMP at saturating concentrations of PPi It was determined that the
mixed type mhibition at unsaturating concentrations of AMP was not observed at saturating
ones where the pattern was UC (Figure 1) as you pointed out based on the kinetic
mechanism proposed for EnPPDK in our work.

About the product inhibition of Pyr against PP1i at saturating AMP concentrations, we did
not obtained an UC inhibition that could be predicted from the scheme of the kinetic
mechanism proposed. It was found a competitive one. We deduced a velocity equation
based on a lightly modified kinetic mechanism proposed for EhPPDK in our work (Scheme
III of Varela-Goémez et al. work). The only modification consists to assume that the Pyr-
EP-AMP complex is formed only by the Pyr addition to the EP-AMP complex. This
assumption was necessary to make simpler equation as possible, to reduce terms and to
predict more accurately the inhibition patterns. If we considered the formation of Pyr- EP-
AMP complex also by the binding of AMP to Pyr-EP complex, the resulting equation
contains quadratic terms that complicate a lot the analysis. From this equation we deduced
that Pyr should be a competitive inhibitor against PP1 assuming saturating concentrations of
AMP. This predicted pattern corresponded to that determined experimentally (Figure 2). It
is very relevant to mention that the predicted pattern for this inhibition is very different if

we consider the equation 3a of our work that corresponded to a Uni Uni (ping pong) Bi Bi
ordered mechanism. This equation does not consider the Pyr-EP-AMP dead-end complex
so the mhibition pattern is completely different. According to this equation, at saturating
concentrations of AMP should not exist Pyr inhibition against PPi. Because experimentally
we observed inhibition, we have to determined the other velocity equation considering the
dead end complex. These data are other evidences to strongly support the kinetic
mechanism that we are proposing to EnPPDK (Scheme III of the work).
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Figure 1. Uncompetitive inhibition pattern of phosphate against AMP at saturating
concentration of PPi (ImM; Km = 0.1 mM). At each phosphate concentration the free
Mg2+ concentration was 7mM.
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Figure 2. The competitive inhibition pattern obtained varying PPi concentrations at

different pyruvate concentrations and AMP saturating (0.6 mM; Km= 0.02 mM).

Hasta aqui terminan los resultados adicionales no mostrados en el articulo

Varela-Gomez et al., 2004 con respecto al mecanismo cinético; el siguiente
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apartado muestra los resultados adicionales referentes a la determinacion del

papel metabdlico.

IV. B. Papel metabdlico
IV. B. 2. Determinacion del volumen intracelular de E. histolytica.
IV. B. 2. a. Citometria.

Estos experimentos se realizaron para determinar de manera indirecta el
volumen de las células de E. histolytica. Se obtuvo el tamafo de los trofozoitos
tomando como referencia las sefales de citometria de esferas de tamano
conocido. La citometria de flujo utiliza los principios de dispersién de la luz,
excitacién y emision de luz por moléculas fluorocromicas, con lo que se generan
datos multiparamétricos de células y particulas que se encuentran en el intervalo
de tamafno de 0.5 a 40 um de didmetro
(http://www.biology.berkeley.edu/crl/flow_cytometry _basic.html). Este tipo de
técnica se diseid para el analisis cuantitativo de las propiedades fisicas de las
células o particulas seleccionadas (http://www.rudbeck.uu.se/cellanalys/flow.html).

En la citometria de flujo las células se dirigen hacia una fuente de luz laser
mediante un flujo hidrodinamico en una capa de amortiguador fisiologico (por
ejemplo, amortiguador de fosfatos: PBS). Cuando las células atraviesan la fuente
de luz, ésta se dispersa y las moléculas fluorescentes presentes se excitan, con lo
que alcanzan un nivel energético mayor que provoca la emision de luz con
propiedades espectrales especificas y propias de la molécula fluorescente. Esta

luz dispersada y la fluorescencia emitida por las células o particulas se convierte
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posteriormente en pulsos eléctricos que son procesados por amplificadores vy
finalmente convertidos en datos que pueden ser graficados
(http://www.biology.berkeley.edu/crl/flow_cytometry basic.html), como los que se
muestran en la figura 10. Los graficos de las figuras 10A y 10B son histogramas

o,

de un solo parametro en los que se muestra en el eje “x” la intensidad de la sefal

e N

detectada y en “y” el numero de eventos, es decir el numero de células contadas
(Nufez, 2001).

Asi, los eventos con fluorescencia especifica mas intensa se encuentran
recorridos a la derecha sobre el eje de las “x” y hacia la izquierda se encuentran
las células que emiten menor sefal de fluorescencia. Las figuras 10A y 10B
muestran dos histogramas con diferentes escalas de una muestra de trofozoitos
de amiba. Se observa una dispersién muy grande en la poblacion de trofozoitos, y
esto es mas evidente en la figura en la que se grafica la intensidad de
fluorescencia en escala logaritmica (Fig. 10B) que en la que se utiliza la escala
lineal (Fig. 10A). Esto se debe a que con la escala logaritmica se amplifican las
regiones de los extremos de la poblacion, es decir de los sesgos.

Los datos de las figuras 10A y 10B también se analizaron en histogramas
de dos parametros, en los que se representan dos mediciones de fluorescencia
diferentes, tales como la dispersion frontal (FSC-H) en “x” y la dispersién lateral
(SSC-H) en “y”. En este tipo de graficos, los datos se ven como nubes de datos
(Fig. 10C y D). Cada punto corresponde a un solo evento, es decir, representa la
medida de los parametros obtenidos de manera individual para cada célula. Esta

es una de las principales ventajas de la citometria de flujo, ya que permite medir la

fluorescencia de cada célula o particula, a diferencia de la espectrofotometria, en
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la cual se determina la absorciéon y transmisién de luz de un conjunto de
moléculas(http://www.biology.berkeley.edu/crl/flow_cytometry basic.html).

Se puede observar que existe una gran dispersion de los datos con
respecto a la fluorescencia emitida por cada célula. Por eso se observa una nube
de puntos sin una tendencia clara, con puntos dispersos en toda la escala de cada
uno de los ejes. Se observo el mismo comportamiento al graficar con escala lineal
(fig. 10C) o con escala logaritmica (fig. 10D). Esta gran dispersion indica que la
poblacién de amibas no es homogénea con respecto al tamafo de las células y
posiblemente al estado de crecimiento o division celular, ya que se obtuvieron de
cultivos en fase estacionaria. Estos primeros experimentos se realizaron con
trofozoitos procesados a temperatura ambiente, lo cual pudo favorecer la gran
variedad de tamafios y forma de la poblacibn de amibas. Para tratar de
homogeneizar a la poblacion de trofozoitos, estos se procesaron en hielo seco
para producir una forma esférica de las células en lugar de la ameboide irregular.
Para mantener esta forma se fijaron con formol y asi fue como se obtuvieron los
datos de citometria mostrados en la figura 11. Mediante este tratamiento con frio
se logré obtener una poblacién de células mucho mas homogénea, como se
observa en los histogramas de uno y dos parametros, con escala lineal de la figura
11A. Estos datos son mas confiables, por lo que se pueden interpolar con los
datos de una curva estandar construida con particulas esféricas de diametro
conocido. Los graficos de las figuras 11B y 11C se obtuvieron con particulas de 6
y 9.62 um, respectivamente. No se observaron diferencias significativas entre los

histogramas de un solo parametro de las particulas esféricas, por lo que no se
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pudo obtener el diametro de los trofozoitos esféricos y, en consecuencia, el
volumen de estas células. En los graficos de la Figura 11B se observa que hay
una poblacion muy homogénea de particulas de 6 um, ya que la mayoria se
encuentra agrupada muy cerca de la interseccién entre los ejes, con un valor
promedio de 99 de dispersion frontal (FSC-H), que en citometria representa el
tamano de las particulas o células. Solamente se observan unos cuantos puntos
dispersos que alcanzan valores mayores sobre el eje de las equis. Por otra parte,
en el caso de las particulas de 9.6 um (fig. 11C) se observd una mayor dispersion
de los datos del eje equis en comparacion con las particulas mas pequefas.
Ademas, no se observé una diferencia significativa entre los valores promedio de
dispersion frontal de estas particulas. Al obtener los datos de citometria para las
particulas mas grandes, de 20 y 65 um, se obtuvo el grafico de la figura 11D, en el
que se ve claramente que no existe ninguna diferencia importante con respecto a
los datos de las particulas mas pequenas. Las particulas de tamafo estandar
utilizadas en este tipo de experimentos estaban seguramente degradadas, de ahi
que no se encontro diferencia significativa entre ellas, a pesar de su diferencia de
tamano. Debido a que los resultados de estos experimentos no fueron claros, se

utilizé otro enfoque para determinar el volumen de los trofozoitos.
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Figura 10. Diferentes histogramas de datos de citometria de flujo de
trofozoitos de amiba. A. histograma de un parametro con escala lineal, B.
histograma de un parametro con escala logaritmica, C. histograma de dos
parametros con escala lineal, D. histograma de dos parametros con escala
logaritmica.
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Figura 11. Graficos de dos (izquierda) y un parametro (derecha) de los

experimentos de citometria de trofozoitos de E. histolytica fijados en formol y
procesados en frio (A), de particulas esféricas de 6 um de diametro (B), de 9.6 um
(C) y de 60 um de diametro (D). FSC-H : Dispersion frontal, SSC-H : Dispersion
lateral, Prom.: promedio.
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IV. B. 2. b. Determinacion con inulina radiactiva.

Para determinar el volumen intracelular con esta técnica, se utilizé una capa
de una combinacién de silicones de diferentes densidades (5= 0.997 g/cm?®) para
separar a los trofozoitos, ya que estos no atravesaban la capa de bromododecano
debido a su mayor densidad (5= 1.038 g/cm®). con respecto a la de las células. En
estos experimentos agua tritiada se distribuye dentro de las células debido al
rapido intercambio del agua entre el interior y exterior de las células. Cuando los
trofozoitos se centrifugan y llegan a la capa inferior compuesta por PCA, se
rompen las membranas y asi se cuantifica el agua tritiada que en su mayoria
venia del interior de las células. Asimismo, para no sobreestimar el volumen
celular, se cuantificd el agua radiactiva de la capa de hidratacion que rodea a los
trofozoitos y que permanece a pesar de la centrifugacion a través de la capa
hidrofdbica de silicdn. Por tanto, se incubaron las células con inulina marcada y su
presencia en la capa de PCA corresponde al agua tritiada que queda fuera de los
trofozoitos. La inulina es un polisacarido muy grande que no atraviesa la
membrana plasmatica, por lo que las cuentas de la inulina corresponden a las
moléculas de la capa de hidratacion que rodea a los trofozoitos. Sin embargo, de
las aproximadamente 60,000 cpm de [°H]-inulina, casi todas estaban en la capa
de PCA. Lo que se esperaba es que el numero de cuentas radiactivas de la
inulina fuera menor que el del agua tritiada, debido a que el volumen intracelular
es mayor que la capa de hidratacién de los trofozoitos. Esto provocod que la
cuantificaciéon del volumen intracelular fuera poco confiable (4.1 uL/10” células;

n=2).
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Los trofozoitos de E. histolytica tienen una alta velocidad fagocitica y
pinocitica y probablemente la elevada cantidad de inulina en la fraccion de PCA se
debid a que ésta fue introducida a la célula a través de endocitosis. Una
posibilidad para evitar este problema seria hacer estos experimentos a
temperaturas bajas, para disminuir la velocidad de fagocitosis. Sin embargo, a
esta temperatura, también se corre el riesgo de obtener valores poco precisos 0
no confiables del volumen intracelular, ya que a bajas temperaturas los trofozoitos
cambian su apariencia amorfa por una esférica y aparentemente disminuyen su
volumen. Otra posibilidad que se plante6 fue utilizar algun inhibidor del
citoesqueleto como el nocodazole para inhibir la fagocitosis. El nocodazole es un
agente antimicrotubulo, utilizado como droga antitumorigénica, que inhibe la
polimerizacion de la B-tubulina al unirse a un residuo de arginina que es clave para
la polimerizacion de esta proteina. La efectividad de este compuesto se obtuvo
cuantificando el numero de eritrocitos fagocitados por las células control y las
tratadas con nocodazole. Sin embargo, no hubo diferencia significativa en el
numero de eritrocitos fagocitados ni en la velocidad de fagocitosis entre los
trofozoitos control y los tratados con nocodazole. Aun a pesar de que se utilizd
cinco veces mas la cantidad de nocodazole recomendada para otro tipo de células
(fibroblastos).

Los trofozoitos de amiba tienen tamafios muy diversos que pueden ir desde
10 um hasta 70 um (Martinez-Palomo, 1982), por lo que la variacion y la dificultad
en la cuantificacion del volumen intracelular puede estar asociada no solo al tipo

de técnica utilizada sino también a la dispersién de tamafos que hay en una
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poblacion de amibas. La técnica del agua tritiada y de la inulina se utilizé
previamente para determinar el volumen de Euglena gracilis cepa Z y de sus
mitocondrias (Avilés et al., 2003). En este trabajo se reportd6 el volumen
intracelular de células de E gracilis Z control (2.4 + 0.4 uL/10” células) y de células
expuestas a 0.1 mM de cadmio (6.3 + 1.7 uL/10” células). De acuerdo con los
datos de los trofozoitos de amiba, el volumen de estas células es mayor al de las
células control de E. gracilis, o cual coincide con que las amibas son células mas
grandes que las E gracilis. Sin embargo, estos dos tipos de células tienen formas
completamente diferentes que seguramente también determinan el volumen
celular.

Es por eso que para el calculo de la concentracion de metabolitos
reportados en Varela-Gémez et al.,2004 se consideré6 mas adecuado utilizar el
volumen de células amorfas de gran tamafo, como los macrofagos alveolares de
bovino, con un volumen intracelular de 13 uL/10” células (Scorneaux et al., 1999).
El volumen de estas células se determiné utilizando *H,O y [*C]—carboxiinulina
junto con tilmicosina (Scorneaux et al., 1999). La tilmicosina es un antibiético con
el que se incubd a las células durante 4 horas y que las células endocitan, lo cual
permite tener un tercer parametro para obtener un valor confiable del volumen
intracelular. Este antibidtico s6lo entra a la célula por endocitosis, asi que su
cuantificacion permitido determinar el volumen intracelular considerando la tasa de

este proceso.
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IV. B. 3. Determinacion de metabolitos en extractos acidos de trofozoitos de
Entamoeba histolytica.

Los ensayos fluorométricos utilizando la reaccién de MK acoplada con PYK
y LDH no permitieron determinar la concentracion de AMP en los extractos acidos
de E. histolytica. En la figura 12A se observa el trazo fluorométrico para
determinar AMP con el ensayo de MK. Se observa una disminucion en la
fluorescencia del NADH al agregar LDH, lo cual se debe al piruvato presente en el
extracto; también se observa una disminucién al agregar PK como consecuencia
del ADP presente en el extracto (figura 12A). Este tipo de ensayo no se utilizd
para determinar la concentracion de piruvato ni la de ADP, ya que las condiciones
de la mezcla de reacciéon son las 6ptimas para la MK pero no para las enzimas
acoplantes (PK y LDH). Al agregar la MK se esperaba que la fluorescencia
también disminuyera, debido a la reaccion del AMP del extracto con el ATP, en
presencia de las enzimas acopladoras y la MK. Sin embargo, la adicion de MK no
tuvo ningun efecto sobre la concentracion del NADH presente en la mezcla de
reaccion. El ensayo de la MK también se limitd6 porque el ATP utilizado en la
mezcla de reaccion contenia por lo menos 10% de ADP contaminante, el cual es
ademas producto de la reaccién y en consecuencia inhibe la velocidad de la
catalisis del AMP y ATP a ADP.

Para determinar la concentracién de AMP se utilizé el ensayo de la PPDK.
Como se observa en la figura 12B, el trazo fluorométrico mostré una disminucién
importante en la fluorescencia del NADH al anadir la PPDK, debido a la presencia
de AMP en los extractos acidos de trofozoitos de amiba. Este mismo ensayo lo

us6 Reeves en 1974 para determinar las concentraciones de PEP y PPi (Reeves
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et al., 1974). En el ensayo con la EhPPDK (fig. 12B) no se observé la misma
actividad basal de LDH, como en el caso del ensayo con MK (fig. 12A) debido a
que las condiciones experimentales, principalmente el pH, favorecen mucho mas
la actividad de la LDH (pH 6ptimo 8) en el ensayo de MK (pH 7.8) que en el de la
EhPPDK (pH 6.3). Las figuras 12C y 12D son trazos representativos de la
cuantificacion de ATP y PEP en extractos acidos de trofozoitos de amiba. Las
concentraciones de estos y los demas sustratos se reportaron en el articulo de

Varela-Gomez et al., 2004 y que se incluye en esta tesis.
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Figura 12. Espectros fluorométricos representativos de los experimentos para
determinar AMP mediante la actividad de miocinasa: MK (A), AMP mediante la
actividad de EhPPDK (B), ATP mediante la actividad de la hexocinasa (HK)
acoplada a glucosa 6-Pi deshidrogenasa: Glc-6PiDH (C) y PEP con la reaccién de
la piruvato cinasa (PK) acoplada a la lactato deshidrogenasa: LDH (D).
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IV. B. 4. Consumo de protones de la reaccion catalizada por la EhPPDK.

Los experimentos con piranina permitieron determinar el consumo de
protones durante la reaccién de la sintesis de ATP por EhPPDK. La piranina es
un indicador fluorescente soluble en agua y muy sensible a cambios de pH,
sobretodo en el intervalo cercano a su pK, de 7.2 (Agostiano et al., 2004).
Primero se determiné que 3 uM de piranina no afectaba la actividad de la enzima
(Figura 13A). El siguiente experimento control consistio en determinar el cambio
de fluorescencia al aumentar la concentracién de proteina (Figura 13B) y, de esta
manera, establecer una relacion entre la fluorescencia debida al consumo de
protones durante la reaccién y la observada al agregar la proteina. Al aumentar la
concentracion de proteina en el ensayo, la fluorescencia de la piranina también se
incrementd, debido muy probablemente a que la enzima provee de un ambiente
hidrofobico, favoreciendo un rendimiento cuantico mayor del indicador. En un
trabajo en el que se determiné el cambio de pH producido por el centro de
reaccion durante el fotociclo de Rhodobacter sphaeroides, se sugirié que al utilizar
piranina como sonda, la concentracion de proteina deberia ser la mas baja posible
para evitar artificios en los trazos experimentales (Agostiano et al., 2004).

Para determinar el consumo de protones de la reaccion de la EhPPDK se
utilizaron 8.6 pug de proteina desde el inicio del trazo, para tomar en cuenta el
cambio de fluorescencia de la piranina en presencia de la enzima. En la figura
13B la concentracién de 8.6 ug corresponde a al punto intermedio de la grafica. A
pesar de que se utilizaron concentraciones mas bajas para construir este grafico,

éstas no se usaron para determinar el consumo de protones debido a que la
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actividad de la enzima no era suficientemente alta. La reaccion de la EhPPDK se
iniciaba con cualquiera de los sustratos una vez que se agregaba la proteina y se
obtenia una linea basal inicial. Cuando la fluorescencia se estabilizaba, se
agregaba una cantidad conocida de acido clorhidrico para determinar el numero
de protones que participan en la reaccion (recuadro figura 13B). La sintesis de
ATP catalizada por la EhPPDK consume protones, lo cual es evidente en el trazo
representativo mostrado en el trazo de la figura 13B. Se observa que la
fluorescencia de la piranina se incrementa al iniciarse la reaccion y disminuye al
agregar acido clorhidrico. Esto indica que la fluorescencia de la piranina
disminuye cuando el medio se acidifica, y aumenta cuando se basifica. Esta
evidencia permiti6 comprobar que en la sintesis de ATP se consumen protones, tal
como lo habia sefialado Reeves et al. (1968).

De este tipo de experimentos se cuantificaron 1.7 = 0.1 umoles H+ / 1 umol
de ATP sintetizado, lo cual coincide con lo reportado por Reeves (Reeves et al.,
1968). Es importante hacer notar que estos experimentos se realizaron con 0.5
mM de imidazol para mantener una baja capacidad amortiguadora y evidenciar el
cambio de pH. Aun mas importante, los experimentos se llevaron a cabo a pH 6.3.
Esto es relevante debido a que la piranina es un buen indicador fluorescente de
pH en el intervalo de 6.8-7.8, cercano a su pKa. En este intervalo de pH, la
dependencia entre la intensidad de emision y la concentracién de protones es
lineal, por lo que se puede calcular el numero de protones que participan en la
reaccion a partir del cambio en la fluorescencia (Agostiano et al., 2004). El pH

experimental que se utilizé en estos experimentos esta fuera de este intervalo de
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pH y no se determind el tipo de dependencia entre el pH y la intensidad de
fluorescencia de la piranina a pH 6.3. Aunque el valor que se determiné en este
trabajo coincide con el previamente determinado por procedimientos
experimentales diferentes (Reeves et al., 1968), seria conveniente estudiar la
dependencia lineal entre sefal de fluorescencia y el pH bajo las condiciones

experimentales ensayadas para la EhPPDK.
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Figura 13. Experimento control en el que se determindé que 3 uM de piranina no
tuvo ningun efecto sobre la actividad de la EnPPDK (A) y gréafico de concentracion
de proteina contra fluorescencia (B). En el inciso B también se observa como
recuadro, un trazo representativo de los experimentos con piranina para
determinar el consumo de protones de la reaccion catalizada por la EhPPDK.
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V. DISCUSION GENERAL.

El mecanismo cinético de la EhPPDK coincidi®6 mucho mas con el
mecanismo de la CsPPDK y la PPDK de plantas C4 que con el de la PsPPDK.
Estas enzimas pertenecen a diferentes especies y en consecuencia tienen
diferente papel metabdlico, dependiendo de las necesidades y condiciones de
cada organismo. Sin embargo, en todos los casos la reaccién que cataliza la
PPDK es la misma y a pesar de ello, se han reportado dos mecanismos cinéticos
diferentes.

El mecanismo Hexa (Uni) de la PPDK de P. shermanii se planted con base
en experimentos de velocidad inicial, en los cuales todos los patrones graficos
fueron paralelos, los patrones de inhibicion por producto entre AMP/ATP, PPI/Piy
Pir/PEP fueron competitivos (Milner y Wood, 1976) y las reacciones de
intercambio entre cada uno de los sustratos y sus productos fue independiente de
la presencia del otro sustrato (Evans y Wood, 1968). Por tanto, el mecanismo de
la PsPPDK se lleva a cabo a través de tres reacciones parciales en lugar de dos,
como se ha demostrado para las CsPPDK y C4PPDK. Ademas se sugirié que la
PsPPDK tiene tres sitios cataliticamente independientes uno para cada par de
moléculas involucradas en las reaciones parciales (AMP/ATP, PPi/Pi y PEP/Pir),
con lo que se explican los patrones competitivos de inhibiciéon por producto (Wang
et al., 1988).

En el caso del mecanismo de la PPDK de plantas se determind que el
intercambio entre AMP/ATP se incrementaba en presencia de Pi+PPi (2.3 umoles

ml™" 4min™ a pH 7), pero alcanzaba el maximo al agregar PEP ademas de Pi y PPi
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(9.1 umoles mI”" 4min™", Jenkins y Hatch, 1985). Lo que se esperaba era que el
intercambio ["*CJAMP-ATP no se diera en ausencia de Pi y PPi, en concordancia
con un mecanismo Uni Uni Bi Bi ping pong, pero se encontré que habia una
actividad de intercambio en los experimentos control (0.38 umoles ml™ 4min™).
Esto se interpret6 como una posible contaminacién de Pi y PPi y no como una
posibilidad de que se llevaran a cabo tres reacciones parciales, debido a que los
patrones de inhibicién por producto para la reaccién entre AMP y PPi apoyaban el
mecanismo Bi Bi Uni Uni y no el reportado para PsPPDK (Jenkins y Hatch, 1985).
El patrén de inhibicion entre Pir y PEP para C4PPDK (Jenkins y Hatch,
1985) no coincidié con el obtenido en esta tesis para el mecanismo Uni Uni Bi Bi
ping pong y este patrén de inhibicion no fue reportado para el mecanismo cinético
de la CsPPDK (Wang et al., 1988). Estas diferencias respecto a los patrones de
inhibicion entre EhPPDK y C4PPDK, asi como las diferencias entre los
mecanismos cinéticos reportados para la PPDK pueden deberse a diferencias
estructurales entre ellas. El mecanismo de tres reacciones parciales se propuso
para una enzima con tres sitios cataliticos separados e independientes; a la fecha,
esta hipdtesis no se ha comprobado, ya que no se ha determinado la estructura
cristalografica de esta proteina. En el caso de la CsPPDK, los datos de velocidad
inicial, inhibiciéon por producto, intercambio isotopico, formacion de complejos sin
salida con sustratos alternos, resonancia magnética nuclear y la estructura
cristalografica de la enzima silvestre (Herzberg et al., 1996) demostraron que el

mecanismo es Uni Uni Bi Bi ping pong (Wang et al., 1988; Thrall et al., 1993).
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La estructura cristalografica de la CsPPDK (ver figura 15 del anexo 2)
revelé dos sitios distantes de union a sustrato, uno para ATP/AMP y Pi/PPi
(dominio N-terminal) y el segundo para Pir/PEP (dominio C-terminal). Estos sitios
estan separados por 45 A y entre ellos esta el dominio que contiene a la histidina
catalitica (Herzberg et al., 1996). Se determinaron los residuos de aminoacidos
que participan en la unién del fosfato (McGuire M et al., 1998), ATP (Ye D et al.,
2001) y PEP (Herzberg et al., 2002). Es posible que los residuos de aminoacidos
que participan en la unién del Mg®*-PEP no sean exactamente los mismos que
participen en la union de piruvato. El sitio de unidén de piruvato se determind a
partir de la estructura de la proteina cristalizada con el fosfonopiruvato, un
inhibidor analogo al PEP (Herzberg et al., 2002). Los residuos que intervienen en
la unién del sustrato y del producto pueden ser diferentes, por lo que es probable
que en enzimas diferentes, como PsPPDK y CsPPDK, también exista este tipo de
diferencias que pueden ser la causa de que los patrones de inhibicién por
producto no coincidan, aunque se trate del mismo mecanismo cinético (EhPPDK y
C4PPDK). Pero sobretodo algunos cambios estructurales pueden ser los
responsables de la existencia de dos mecanismos cinéticos para PPDK.

El grado de identidad entre las secuencias de aminoacidos de la EhPPDK 'y
la CsPPDK y la PPDK de maiz es de 51% y 48%, respectivamente (Saavedra-Lira
y Pérez-Montfort, 1994). Este porcentaje de identidad indica que la secuencia de
aminoacidos de las tres proteinas mantiene un numero significativo de residuos
conservados (Saavedra-Lira y Pérez-Montfort, 1994). En consecuencia, se puede
sugerir que la estructura tridimensional de estas tres proteinas es muy parecida,

como se observa en la estructura hipotética de la enzima de amiba que se obtuvo
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utiizando como modelo la de CsPPDK con el programa computacional
Swissmodel (ver figura 15 en anexo 2). Este gran parecido estructural apoya que
compartan el mismo mecanismo cinético (Uni Uni Bi Bi ping pong), pero también,
la estructura hipotética de la PPDK de Propionibacterium acnes es muy parecida
(ver figura 15 en anexo 2). Sin embargo, en las secuencias de aminoacidos de
estas tres enzimas hay algunas diferencias en los aminoacidos que conforman los
sitios de unién de los sustratos, asi como en otro tipo de residuos que dan lugar a
asas mas largas en el dominio central como se observa en la estructura de la
EhPPDK (figura 15 anexo 2) aunque los residuos especificos que participan en la
union de los sustratos se conservan (figura 16 del anexo 2).

No sélo para la PPDK se conocen mecanismos cinéticos diferentes. Hay
otras enzimas que catalizan una misma reaccién pero a través de diferentes
mecanismos cinéticos. Por ejemplo, la fosfofructocinasa dependiente de PPi (PPi-
PFK) de G. lamblia tiene un mecanismo cinético Bi Bi ordenado para ambos
sentidos de la reaccion (Phillips y Li, 1995). En este mecanismo el PPi es el
primer sustrato en unirse y el Pi el ultimo producto en liberarse. Sin embargo, las
PPi-PFKs de E. histolytica, frijol mungo y Propionibacterium freudenreichii tienen
un mecanismo cinético al azar en equilibrio rapido (Phillips y Li, 1995). La 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSP) sintasa de Streptococcus pneumoniae
cataliza la fosforilacion de EPSP a partir de PEP mediante un mecanismo al azar,
gue no coincide con los reportados para la misma enzima de otros organismos (Du
et al., 2000). Con todo lo expuesto anteriormente, parece claro que a pesar de
que varias enzimas catalizan una reaccion mediante el mismo mecanismo

quimico, no necesariamente lo haran a través del mismo mecanismo cinético.
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Las enzimas como la PPDK, la a-glucano: agua dicinasa (GWD) y la
piruvato: agua dicinasa bacteriana (PPS) comparten los dominios de unién de
nucledtido y el de la fosfohistidina catalitica (Mikkelsen et al., 2004). En los tres
casos las dicinasas transfieren un grupo fosfato del ATP al a-glucano (GWD) o al
piruvato (PPS y PPDK) mediante la formacién de un intermediario fosforilado de la
enzima (Mikkelsen et al., 2004). EI arbol filogenético construido a partir del
analisis de los dominios de unidén a nucleétido de varias GWDs, PPSs y PPDKs
sugirié que estas dicinasas tienen un origen comun (Mikkelsen et al., 2004). De
acuerdo con este analisis, la familia GWD se origind después de la divergencia del
reino Plantae, la familia PPS s6lo se encuentra en bacterias y arqueas, la PPDK
es la mas ampliamente distribuida entre los phila, incluyendo eucariontes (plantas
y protistas parasitos) y procariontes (Mikkelsen et al., 2004). A pesar de que estas
dicinasas tienen un origen comun y comparten los dominios de union a nucleétido
y el de la histidina catalitica y que catalizan la fosforilacién de sus sustratos
mediante un mecanismo quimico casi idéntico, no comparten el mismo mecanismo
cinético.

En muchos casos se ha propuesto el estudio de los mecanismos cinéticos
de diferentes enzimas con el fin de disefiar farmacos en contra de determinados
organismos. Algunos de estos estudios se han sugerido para enzimas de
multiples protistas parasitos (Byington et al., 1997; Bruchhaus et al., 1996;
Saavedra-Lira, 1997; Garzon et al., 2004; Rodriguez et al., 2000), bacterias
patdgenas (Du et al., 2000) y hasta cucarachas (Brown y Grossman, 2004). Para

determinar si alguna enzima es un buen blanco terapéutico es necesario estudiar
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el papel de la enzima y su importancia en la regulacion de la via metabdlica en la
que participa. Para la EhPPDK soélo se habia sugerido su participacion en la
glicdlisis de la amiba en el sentido de la sintesis de ATP; sin embargo, de acuerdo
con los datos presentados en esta tesis, termodinamicamente se favorece la
sintesis de PEP catalizada por la EhPPDK en condiciones cercanas a las
fisiolégicas. Esto no indica que la EhPPDK no catalice la sintesis de ATP in vivo,
ya que existen casos como la formacién de oxaloacetato a partir de malato que no
esta favorecida termodinamicamente y sin embargo se lleva a cabo porque de lo
contrario no habria ciclo de Krebs. La reacciéon que cataliza la PPDK, como la de
todas las enzimas, es reversible y el sentido de la reaccion depende del pH, las
concentraciones de sustratos y productos y las reacciones a las que esta acoplada
la reaccion. Por eso dependiendo del organismo la PPDK trabaja en sentido
gluconeogénico (PEP) o glucolitico (ATP). La direccion que se favorece
termodinamicamente en condiciones estandar (25°C y pH 7) es la sintesis de ATP
(= - 3kcal/mol), por lo que se le denomina reaccion “de ida” (Fw: forward) y la
sintesis de PEP es la “reversa” (Mehl et al., 1994).

Las dicinasas de las que se hablé en parrafos anteriores, con las que la
PPDK comparte similitud estructural y un mecanismo de reaccién muy similar,
coinciden en la fosforilacion de una histidina catalitica que, de acuerdo con
estudios realizados con la CsPPDK y la enzima | de E. coli, tiene un AG° de
hidrdlisis (= -14 kcal/mol) muy parecido al del enlace enol fosfato de alta energia
del PEP (» -14.7 kcal/mol). EI AG de hidrdlisis del ATP es aproximadamente 6

kcal/mol menor que la energia del enlace fosfoamidato de la enzima pirofosforilada
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(E-PP). Esta barrera energética la supera la CsPPDK a través de la fuerte unién
del AMP, que permanece unido a la enzima pirofosforilada hasta que el PPi se
forma e incluso hasta que se libera (Mehl et al., 1994). Con esto se sugiere que la
enzima utiliza la union diferencial del AMP a EPP y EP para proporcionar al
piruvato un donador fosforilo de alta energia (Mehl et al., 1994). En las plantas C4
la reaccion de sintesis de PEP, catalizada por la PPDK, esta acoplada a
pirofosfatasas y miocinasas, lo cual favorece termodinamicamente la reaccién
reversa. El balance de energias de estas reacciones se muestra a continuacion,

junto con los valores de AG® de las reacciones participantes.

PEP + PPi + AMP <« pir + Pi + ATP
ATP - AMP + PPi  (AG°=-10.9 kcal/mol)
Pi + pir - PEP (AG°x 14 kcal/mol)

PPi > Pi + Pi (AG°= -4 kcal/mol)

AG°~ -1 kcal/mol

En el caso de la EhPPDK, la reaccién reversa no estda acoplada a
pirofosfatasas debido a que no hay evidencias experimentales de este tipo de
enzimas citosdlicas, asi que esto complica la explicacion de que la enzima cataliza
con preferencia la sintesis de PEP y no la de ATP. Ademas, analizando la

termodinamica de la reaccidn en sentido de la sintesis de ATP, considerando la
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hidrolisis de ATP, se encuentra que en condiciones estandar ésta reaccion es
termodinamicamente mas favorecida que la sintesis de PEP.

PEP + PPi + AMP — pir + Pi + ATP

PEP - Pi + pir (AG°~ -14 kcal/mol)
PPi —»> Pi + Pi (AG°= -4 kcal/mol)
AMP + PPi —> ATP (AG°= +10.9 kcal/mol)
ATP — ADP + Pi (AG°= -7.3 kcal/mol)

AG°~ -14.4 kcal/mol

Cabe senalar que las concentraciones de los sustratos y productos que se
determinaron en los extractos acidos de trofozoitos (Varela-Gomez et al., 2004) no
se obtuvieron a partir de células en un estado estacionario establecido al alimentar
una via especifica, como la glucdlisis, en donde es probable que la PPDK participe
de manera importante. Y esto debe tomarse en cuenta, porque las
concentraciones de los metabolitos se modifican de acuerdo al estado estacionario
de las células. La variacion en las concentraciones de los sustratos y productos
puede ser determinante para modificar el sentido de la reaccion catalizada por la
EhPPDK. La enzima de amiba es capaz de sintetizar ATP in vivo en los
trofozoitos de E. histolytica y una de las posibilidades es que se modifiquen las
concentraciones de los metabolitos.

En la amiba hay un consumo notable de ATP debido a la alta tasa de
fagocitosis y pinocitosis de estos parasitos y a la actividad de ATPasas de tipo

vacuolar (V-ATPasas) que se encargan de hidrolizar el ATP para acidificar el
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interior de ciertas vacuolas (Nelson, 1992). Se reporté una H*-ATPasa vacuolar
que se inhibe por bafilomicina A para E. histolytica (Yi y Samuelson, 1994) y
también una Ca?*-ATPasa vacuolar que tiene homologia con la enzima de
acidocalcisomas de Toxoplasma gondiiy Trypanosoma cruzi (Luo et al., 2001).

No se conoce mucho acerca de la bioquimica de las enzimas de amiba y
tampoco hay reportes sobre los parametros cinéticos de estas enzimas. Asi que
es necesario estudiar con mucho mas detalle aspectos como la participacion de
ATPasas vacuolares en la concentracion de ATP y determinar la concentracién de
los metabolitos relacionados con la PPDK bajo un estado estacionario en
presencia de glucosa para tener un dato mucho mas confiable del valor de AGj, vivo
de la reaccion catalizada por la EhPPDK. También es necesario estudiar el papel
que juega cada una de las enzimas para controlar la via metabdlica a la que
pertenecen y asi proponer los mejores blancos terapeuticos y construir modelos
matematicos. Para construir un modelo confiable es necesario conocer el
mecanismo cinético de las enzimas de la via y sus principales caracteristicas
cinéticas. Ademas, el mecanismo cinético es util para el disefio de farmacos ya
que mediante éste se pueden determinar diferentes blancos dentro del mismo
mecanismo cinético, ya que las diferentes formas de la enzima pueden tienen
diferentes afinidades por cada sustrato y en consecuencia por alguna molécula

analoga a estos que inhiba la actividad de esta enzima.
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VI. CONCLUSIONES.

El mecanismo cinético de la EhPPDK se lleva a cabo mediante dos
reacciones parciales. Es de tipo Uni (PEP) Uni (Pir) Bi (AMP/PPi) Bi (Pi/ATP) ping
pong no clasico, como el que se reportdé para las PPDKs de Clostridium
symbiosum y de maiz. Pero a diferencia de estos, para el mecanismo de la
EhPPDK incluye la formacion de un complejo sin salida ternario entre el AMP, la
enzima fosforilada y el piruvato (Esquema 3 de Varela-Gémez et al., 2004). Los
experimentos de inactivacion térmica también sugirieron la formacion de
complejos entre la enzima libre y el AMP y el PPi. La formacion de estos
complejos no se consider6 en el mecanismo cinético de la EhPPDK para no
complicar mas la ecuacion. El tipo de inhibicion no competitivo del GMP respecto
al AMP también es una evidencia que apoya la formaciéon de estos complejos sin
salida con la enzima libre. Por otra parte, la formacién del complejo entre la
enzima libre y el PPi se apoya de manera indirecta en los resultados de
pirofosforilacion radiactiva del ensayo control (7%).

En condiciones cercanas a las fisioldgicas, la reaccion reversa de la PPDK
es la que se favorece termodinamicamente, de acuerdo al valor de AG; sin
embargo, es necesario hacer un estudio mucho mas completo para determinar la
participacion de la EhPPDK en el metabolismo glicolitico de la amiba.

Los datos obtenidos en este trabajo respecto al mecanismo cinético y el
papel metabdlico de la EhPPDK constituyen una parte de la investigacion
bioquimica basica que se puede utilizar en un futuro para el disefio de farmacos

en contra de E. histolytica.

133



PERSPECTIVAS

VIl. PERSPECTIVAS.

Aunque el mecanismo cinético de la CsPPDK y la EhPPDK es del mismo
tipo, se encontraron algunas diferencias, sobretodo respecto a los patrones de
inhibiciéon por producto y a los patrones de inhibicion con los analogos de los
sustratos (AMPS y PNP). En la discusion se expuso ampliamente la posibilidad de
que estas diferencias se deben a cambios estructurales entre estas enzimas, por
lo que seria interesante obtener la estructura cristalografica de la EhPPDK y
compararla con la de la CsPPDK y la de Trypanosoma brucei. También puede ser
interesante la construccion de EhPPDKs mutantes para determinar los residuos de
aminoacidos que participan directamente en la unién de cada uno de los sustratos.

De acuerdo con los patrones de inhibicién por producto entre el ATP y el
PEP (no competitivo), se sugirié que el mecanismo de la EhPPDK podria ser Uni
Uni Bi Bi ping pong no clasico, como el reportado para la CsPPDK, o que el
mecanismo fuera de tipo iso. En este trabajo no se comprobé que el patron no
competitivo se debiera a un mecanismo iso, por lo que seria interesante hacer
experimentos de pre-estado estacionario para determinar la velocidad de cada uno
de los pasos del mecanismo cinético y de esta manera determinar el paso que
controla la reaccion.

Los experimentos para determinar el papel metabdlico de la enzima se
hicieron a 37 °C y pH de 6.3, condiciones cercanas a las fisiolégicas. Sin
embargo, no se conoce con precision el pH intracelular de los trofozoitos de
amiba, por lo que seria necesario determinarlo mediante el uso de sondas

fluorescentes sensibles al pH. Aunque la interpretacion de los resultados podria
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complicarse porque en el citosol de la amiba hay una gran cantidad de vacuolas
de muy diversa composicion. También habria que estudiar el metabolismo
energético de la amiba, ya que en general se conoce muy poco respecto al
metabolismo de este parasito. Otro aspecto sumamente importante es la
determinacién del volumen intracelular de los trofozoitos para no subestimar o
sobreestimar las concentraciones de los metabolitos. Estos experimentos podrian
hacerse también con inulina marcada y agua tritiada, pero disminuyendo la
velocidad de endocitésis con inhibidores del citoesqueleto, como la colchicina.

Los datos estructurales, cinéticos de pre-estado estacionario y estado
estacionario, el conocimiento del papel de la EhPPDK en los trofozoitos, asi como
su importancia en el control de la glucdlisis, son elementos importantes e

indispensables para el disefio de un farmaco en contra de este protista parasito.
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ANEXO 1

Los graficos de dobles reciprocos son la herramienta diagnéstica mas
utilizada para determinar patrones de velocidad inicial y de inhibicién. Estos se

(1]

construyen graficando el inverso de la concentracion de sustrato en “x” contra el

inverso de la velocidad en “y”. Cuando los datos reales que obedecen a una linea
hiperbdlica (Michaelis-Menten) son graficados en dobles reciprocos, se obtiene

, ., Ky, 1 1
una linea recta que corresponde a la ecuacion — 7[8]+ como se
%
demuestra a continuacion.
v [s]
1. ve———
Km+[S]

aplicando inversos a ambos lados de la ecuacion...

1 K, +[S]
VT Vs

rearreglando...

3 l:Kim_i_ [S]
v V[S] VI[S]
finalmente...

1 K 1 1
4. | ="M ° 4 - | = = b
(v v [s]v j y=mer

Km. o 1. po |

donde... y= l; m= @ a

v 4
Este mismo tratamiento lineal se puede hacer para cualquier ecuacion de
velocidad, por ejemplo de los diferentes mecanismos cinéticos o de los diferentes

inhibidores y para cada uno de ellos se obtendra una ecuacién lineal particular.
Por ejemplo, analicemos la ecuacion de un mecanismo bi bi ping pong:

v(A]B]

KalBJ+KglA]+[A]B]

V= (ver tabla II)

dividir entre [B] para dejar [A] como variable dependiente
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VapplA]

Ka,, +[A]

de esta ecuacion se obtiene la siguiente de dobles reciprocos
1 _Kiapp 11

V. Vapp [A] Vapp

vV =

si analizamos la pendiente, encontramos que

KA
m - Papp _ Ka
Vaop  V

por lo que la pendiente en los graficos de dobles reciprocos de un mecanismo ping
pong, no cambia al aumentar la concentracion del cosustrato B y se obtienen
lineas paralelas. El lector puede analizar de igual forma el resto de los
mecanismos cinéticos y los patrones de inhibicion para comprender que a cada
uno de ellos le corresponde un patrén grafico particular.
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ANEXO 2

Dominio Ct

Dominio His catalitica

Dominio Nt Dominio Ct

Dominio His catalitica

Figura 15. Estructuras cristalograficas modeladas para las secuencias de
aminoacidos de la EhPPDK (recuadro superior) y la PPDK de Propionibacterium
acnes (recuadro inferior), tomando como estructura base una de las reportadas
para la CsPPDK (Herzberg et al.,1988). La estructura de la EhPPDK en color
amarillo contrasta con la de CsPPDK en color azul y se observa en rojo las
diferencias principales entre estas dos estructuras. En el recuadro inferior, la
estructura de CsPPDK esta en amarillo y en verde la PPDK de P. acnes. Ct:
carboxilo terminal; Nt: amino terminal.
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R337

E323

Figura 16. Aminoacidos que participan en la union del PEP y piruvato en el
dominio carboxilo terminal (recuadro superior) y en la del ATP/AMP y Pi/PPi en el
dominio amino terminal (recuadro inferior). Las figuras se obtuvieron de los
modelajes de la figura 15 y la numeracion de los aminoacidos corresponde a la
secuencia de la CsPPDK. Estos cristales se obtuvieron en sulfato de amonio, en
cada caso se encontr6 una molécula de sulfato dentro de los sitios de unidn
(Herzberg et al, 1988). Los aminoacidos de posicion equivalente en la EnPPDK se
sobrepusieron y coincidieron plenamente con la posicion de los mostrados.
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