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*Quien no conoce nada, no ama nada. Quien no puede
hacer nada, no comprende nada. Quien nada coaprende,
nada vale. Pero quien coaprende tashién ama, observa,
ve... Cuanto msayor es el conocimiento inherente a una
cosa, ads grande es el asor... Quien cree que todas
las frutas saduran al aiseo tiempo que las frutillas
nada sabe acerca de las uvas.”

Felipe Teofrasto Bombast de Hohenheia,
Paracelso (1493-1541)
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I- FOTOSINTESIS: CONCEPTOS GENERALES

La conversion de la enerqia solar en energqia qQuimica es
llevada a cabo por los organismos fotosintéticos. Este
proceso posibilita 1la vida en la Tierra, a traves de 1la
reutilizacion de la energia y del carbono. Los seres viveos
dependen de la captacién de compuestos organicos (alimentos)
del entorno, los que proveen el esqueleto carbonado para la
biosintesis y la energia metabolica que dirige las reacciones
bioquimicas en las células. Pero la energia almacenada en los
alimentos es disipada irreversiblemente en calor a medida que
se efectda el trabajo biolégice. Dichos alimentos formaron
parte alguna vez de seres vivos vy, eventualmente, toda 1la
materia viva pasa a anhidrido carbdnico, agua y amonio (o
nitrogeno libre). Para’ qQue los compuestos organicos
por tadores de energia sean regenerados, se requiere el
ingreso de energia externa. La fuente cuantitativamente més
importante para los seres vivos es el sol, vy el proceso que
paosibilita su utilizacion es 1la fotosintesis.

Las plantas superiores, algas Y cierto tipo de
bacterias, son las encargadas de capturar dicha energia vy
utilizarla para 1la formacion de hidratos de carbono vy un
producto fundamental para la vida terrestre: el oxigeno. De
esta manera, se rggula en farma ciclica el contenido de Oz v

COz en 1la atmosfera a traves del proceso fotosintético. La



totalidad del COp es ciclada cada 300 afos y la del Op cada
10500 afos por los organismos fotosintéticos.

De la energia solar que alcanza la atmésfera, parte es
reflejada antes de penetrarla; de la que logra entrar, parte
no esta dentro de la region espectral adecuada y a su vez, la
que si lo esta, es reflejada en gran parte por oceéanos vy
desiertos. Estos factores determinan que la produccion de
biomasa por la fotosintesis muestre wuna eficiencia del 0.2%
(tomando como 100% al espectro visible) (56).

La ecuacion clasica de la fotosintesis de 1las plantas
puede representarse de la sigquiente manera:

Luz
COp + Ha0 —_— (CHa0)n + 0Op

Es una reaccion endergonica @G°= 2868 kJ/mol CgHja04). Desde
el punto de vista quimico, es una reduccien de COp. Una
ecuacien general que abarca tanto la fotosintesis bacteriana
—-en la cual no hay desprendimiento de Op— como la de las

plantas verdes es la propuesta por van Niel (148):

Lz
C0p + 2AH ————5 (CHp0) + 2A + 2Ha0

En esta ecuacion se incluyd por primera vez a ambos tipos de
fotosintesis en la reduccién fotoquimica de COp. Surge de 1la
misma que el Op es el producto de la fotslisis del ajua (595).

Estudios posteriores incluyeron en esta reduccion al N y S.



ATP
COp + [H] —m———» (CHR0),, + Ha0
NOg3~ + [Hl ——» R-NHp + Ha0
ATP
504,28~ ¢+ [Hl ————3p R-SH + Hp0

Para qQque estas reacciones ocurran son necesarias
determinadas estructuras y la existencia de compartimientos
en las ceélulas capacitadas. Dichas estructuras son variadas
segun el organismo fotosintético de que se trate. En este
sentido, el aislamiento de cloroplastos intactos Yy la
posterior separacion de sus componentes -membranas y estroma-
permitio determinar que solo en presencia de la 1luz se
producia desprendimiento de Op, mientras que otras reacciones
no requerian iluminacion. Las diversas reacciones Qque ocurren
fueron agrupadas en dos grandes categorias: i) las reacciones
dependientes de la luz o luminicas, en las que la energia

luminica es transformada, generando poder reductor y asimila-
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Figura 1. Reacciones oscuras y luminicas del cloroplasio



torio (ATP) con produccien de 0Op; vy ii) reacciones en la
oscuridad u oscuras, donde los productos de las reacciones
luminicas, son wutilizados para la fijacion de COo. Estas
reacciones en las plantas se llevan a cabo dentro del
cloroplasto (147).

Los organismos que realizan fotosintesis poseen
determinadas estructuras especializadas para tal fin. La 1luz
es captada por un sistgma antena o complejo colector de
energia, compuesta por los pigmentos que la transfieren a un
centro de reaccion (CR). En este se produce la transduccion
de la energia: la excitacion de un pigmento fundamental, la
clorofila (ver mds adelante) y la posterior separacion de
carqgas. Esto posibilita el transporte de un electrés a traves
de la cadena fotosintetica de transporte de electrones. En el
caso de la fotosintesis oxigénica, existen dos sistemas. Cada
centro de reaccién con su complejo colector, constituyen un
fotosistema (PS); existiendo dos que funcionan en serie en
plantas superiores, algas y cianobacterias. Los fotosistemas
I1 v 11 constituyen 1la base del esquema 2 en donde las
reacciones luminicas se combinan para la transferencia de
electrones del aqua al NADP*. El1 PSII es el responsable de la
produccion de Op (oxidacion del agua), mientras que en el PSI

se genera el NADPH (reduccian del NADP™),
11— COMPONENTES INVOLUCRADOS

Todos los organismos fotosintéticos (oxigénicos )



anoxigenicos) presentan una membrana especializada qQue
delimita un compartimiento. En cianobacterias, alqas Yy
Dlantas'superiores. dicha membrana es el tilacoide mientras
qQue en bacterias fotosinteéticas lo constituye 1la membrana
celular. Insertos en la estructura de la membrana se
encuentran los pigmentos y proteinras que son funcionales en

la fotosintesis.

A- Cloroplastos

En 1837 el. botanico aleman von Mohl dio la primera
descripcian definitiva del cloroplasto, como cuerpos
coloreados dentro de la celula vegetal. Mds tarde, en 1883,
Schimper utilizo el nombre de plastidos vy observo la
capacidad de dichas organelas para dividirse, proponiendo,
ademds, su origen endosimbiotico. En ése mismo aro, Mevyer
describlo unos corpusculos en el interior de dichos plastidos
a los qQue 1llamo grana. Las principales contribuciones en el
estudio de la estructura y funcion cloroplastica, comenzaron
hacia 1940 (20,73).

Los cloroplastos son organelas presentes solo en plantas
y algas. Su composiciéon quimica es variada, como se indica en

la tabla I.



Tabla I. Composicion quimica de cloroplastos
de espinaca intactos (53)

Componente Porcentaje del peso
seco del cloroplasto

Proteinas totales 60
insolubles en agua a7
solubles en agua 33
Lipidos totales 109
clorofilas 4.3
carotenoides * 0.9
lipidos no pigmentos 14.8
RNA 1.7-3.5
DNA ?
Aminoacidos libres 2.9
Or tafosfatos 0.7
lones (K*,Nat,MgS*, Ca®*,C17) 3.6
Polisacdridos 0.6
Hexosaminas 0.2
Almidan variable

Estan rodeados por una doble envoltura, las membranas externa
e interna, con permeabil idad limitada para sustancias
ionicas. Se observo que la membrana externa permite la
difusion no especifica, por lo aque el espacio intermembrana
seria accesible a los metabolitos del citoplasma. La interna,
en cambio, constituve la barrera funcional entre el interior
de la organela v ‘el citoplasma. Es permeable al COp y ciertos
acidos monacarboxilicos, mientras que posee sistemas

transportadores para el fosfato, compuestos fosforilados vy

acidos dicarboxilicos (61). Delimitados por la membrana
interna se encuentran: a) una fraccion soluble -
operacionalmente asi definida~ llamada estroma, donde se

llevan a cabo numerosas reacciones bioauimicas., y b) un

sistema de membranas que forman vesiculas con estructura de



bolsas & sacos aplanados: los tilacoides. La disposiciaon
espacial apilada de lo; tilacoides constituye las estructuras
llamadas grana por Meyer..

Al igual qQue 1la mayor parte de las ceélulas desprovistas
de pared, los cloroplastos son sensibles a la presion
osmotica; de modo qQue para su aislamiento en forma intacta es
necesaria la homogeneizacion del tejido en wuna solucion
isotonica. De ésta forma, Garnik en 1938 purifice por primera
vez cloroplastos, homogeneizando el tejido en sacarosa 0.5M vy
separandolos luego por centrifugacion diferencial. Este
metodo es la b;se de los wutilizados actualmente vy fue
fundamental en los avances de estudios estructurales vy
funcionales de la organela (20).

El sistema de membranas tilacoides separa al cloroplasto
en un compartimiento tilacoideo & lumen, comprendido dentro
de los sacos o bolsas apilados en las grama ¢ en las zonas no
apiladas. E] otro compartimiento es el estromatico (estroma)
Que esta delimitado por la membramna interna del plastido.
Este es un gel proteico cuyo principal componente soluble es
la ribulosa-1,95-bisfosfato carboxilasa (RuBisC0O) Yy las
enzimas del metabolismo del C, N y S. El estroma contiene,
ademads, almiden -usualmente en forma de ararnulos- ribosomas
708, material lipidico. 4cidos nucléicos e iones (ver tabla

.

B- Composicion y estructura de la membrana fotosintética



Las membranas tilacoides estan compuestas
aproximadamente por partes iguales de lipidos Yy proteinas,
organizados en un estado semi-fluido (39). La porcion
lipidica comprende a los galactolipidos como principal
componente estructural, vy 1los pigmentos participantes del
proceso fotosintético. Los polipeptidos, asgciados a la
membrana en forma integral o periférica, estan en gran parte
identificados. La mayoria de ellos funcionan, libres o
asociados a pigmentos, en el tr;nsporte fotosintético de
electrones y sintesis de ATP. En los comienzos se creyo gque
la membrana estaba estructurada en capas continuas de lipidos
y proteinas. Hacia 1960, con 1la ayuda de 1la microscopia
electronica, y en especial la técnica de criofracturacion de
membranas, se fortalecio la idea de que los componentes de la

membrana se agrupaban en particulas discretas (20).

1- Proteinas inteqgrales.

Atravesando las membranas tilacoides, se encuentran los
fotosistemas I Y Il. Estos fotosistemas estan constituidos
por polipeéptidos entre los Que se incluyen complejos
clorofila-proteina, que se estructuran en los complejos
central o antenma (LHC, Ver mas adelante). Ambos fotosistemas
estan conectados por el complejo de citocromo bgy Que se
encuentra también inserto dentro de la membrana. Por otra
parte, el complejo H*-ATPasa, que participa en la sintesis de
ATP, se encuentra separado \ constituye otra proteina

integral en la membrana. Estos complejos pueden cambiar su

10



posicion relativa dentro de la membrana por 1la accion de 1la
luz con lo cual originan la posibilidad de una regulacion

dinamica (2).

‘2- Lipidos estructurales

Los lipidos mds abundantes del cloroplasto, el mono—- vy
el digalactosil digliceérido (relacion 2:1)., constituyen el
gruesao de la matriz (bicaqa lipidica) de las membranas
tilacoides (figura ¢2). Estos diglicéridos. aue representan el
350% de los lipidos de la membrana. son ricos en acidos grasas
no saturados, en particular el acido linoleénico. Su
estructura anfipatica permite la formacion de 1la bicapa

lipidica, en la que, a diferencia de los fosfolipidos, la

Q Q
RCOCH: RCOCH,
9 9l
RCOCH RCOCH
|3 . |9
HCOPOCH,CHz N(CHy) HaCOPOCHZCHCHZOH
0- 6- OH
PC PG
H,COH H2COH
HO —CH: HO
9
HCOCR —CH,
™ | o OH HO o—CH;
H,CO¢R | o
MGDG / HCOCR
DGDG H,COER

Figura 2. Lipidos polares de la membrana tilacoides. PC.
fosfatidil colina, PG, fosfatidil glicerol, MGDG. monogalactosil
diglicerido, DGDG, digalactosil diqliceérido.

parte polar no estd cargada. Esta caracteristica permitiria
gue las membranas se estructuren en forma apilada. debido a

la ausencia de repulsion electraostatica (73).
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En las membranas tilacoides existen, ademas, en pequenas
cantidades, sul foglicolipidos % también fosfolipidos

(fosfatidilglicerol).

3- Pigmentos fotosintéticos
CLOROFILA.

Pelletier y Caventou (1817) separaron por primera vez el
pigmento verde de las plantas y lo llamaron clorofila. Luego,
Dutrochet (1837), observo Qque éste pigmento era necesario
para la fotosintesis. Los estudios de su estructura fueron
iniciados por Willstater Yy colaboradores en 1928 Yy
continuados por Fischer, Quien en 1940, determino la
estructura de la clorofila a (Chlg).

Todos los organismos fotosintéticos poseen clorofila
unida a proteinas formando complejos. La molecula de
clorofila es wun tetrapirrol con estructura de anrillo de
porfirina cuyo 4atomo central es el magnesio (figura 3). Unida
al anillo, posee una cadena de fitol -cuatro unidades de
isopreno—- que le confiere cardcter hidrofobico a la molécula.

Las variaciones estructurales en la diferentes
clorofilas son pequenas pero producen cambios muy
significativos en las propiedades espectrales. La absorcian
del pigmento en las reqgiones del azul y del rojo se debe a
las dobles enlaces conjugados del tetrapirrol. La Chl, posee
un maximo de absorcion a &63nm en acetona; pero in_vivo, éste

madximo se presenta a longitudes de o''\da mas largas.
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H
HaC=CH CHy en Chl, ¢ -c\f en Chlp
1]
H3C CHaCH3
H3C CHy
H
CHa
H
N
(!Ha / 0 CHa _
é c=0 —C-CH=CH
=0 Jx: CHp
H3
A Isopreno
Fitol

Fiqura 3. Estructura de la clorofila.

Este fenomeno se debe a la asociacion con proteinas y otras
clorofilas en la membrana tilacoidea. Evidencias
espectroscopicas indican que existen varias formas de Chl,.
La molécula de Chl desprovista de su atomo de Mg2+ central es
denominada feofitina vy participa en la transferencia de
electrones. Su maximo de absorcien se encuentra desplazado a

longitudes de onda mas cortas comparado con el de la Chl.

CAROTENOIDES.
Son tetraterpenos cuvyo espectro de absorcion abarca la
2ona del amarillo vy el rojo. Los principales carotenoides en

tejidos fotosintéticos son @B-caroteno, luteina, violaxantina

13



Y neoxantina. Se encuentran unidos a las membranas
fotosinteticas vy actyuarn como pigmentos accesorios, vya que
presentan un amplio espectro de absaorcion que complementa al

de la Chl. Poseenr una importante funcion protectora contra la

fotooxidacion de la clorofila, al neutralizar el oxigeno
singulete producido por la luz en presencia de un
fotorreceptor (55). Ademas, transfieren eficientemente Ila

energia de excitacion a los pigmentos accesorios y, & traves

de éstos, a laos centros de reaccion.

QUINONAS

Dentro de las membranas tilacoides se encuentran un
grupo de derivados Qquinonicos denominados plastoquinonas.
Estos compuestos pueden sufrir reacciones redox como
componentes de la cadena de transporte de electrones. Dichas
reacciones involucran, a su vez, toma vy liberacion de iones
H*¥, transportadndolos a través de la membrana. Como se vera
mds adelante. este transporte de HY sera utilizado en la

sintesis de ATP (seccién B-).

;7;\\\\\3~ » 2 QHp
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4- Complejos clorofila-proteinas

Diversos métodos fisicos 2 quimicos permiten la
separacion de proteinas asociadas & pigmentos (121). Por
electroforesis en geles, se pueden separar numerosos
polipeptidos, algunos de los cuales estdan asociados a Chl. EIl
caoamplejo del centro de reaccion (CR) Il, estda constituido por
diez polipeéptidos, que, ademas de poseer entre 40 y 60
moleculas de Chl, contiene a la Chl del centro de reaccion:
Pgoo- El complejo colector de luz II (Light Harvesting
Complex, LHCII), estd asociado al PSI]l y compuesta por 4 a 6
polipeéptidos unidos a Chl a, b y carotenoides.

Una vez separado el PSI, sus componentes se estudian
también por electroforesis en geles, en procedimientos Qque
implican la utilizaciéon de detergentes (121)., De esta manera
aparecen 13 camponentes qQue contiemen compolejos Chl-proteina
relacionados con el centro de reaccion [ (CRI) y LHCI. LHCI
estd constituido por cuatro polipeéeptidos que poseen entre 40
y 80 <clorofilas. El CRI contiene la Chl P7200 VY estan
presentes, ademas de 40 a 120 moleéculas de Chl por centro.
Los péptidos separados por electroforesis en gel, estan
asocliadeos in_vivo a comolejos de aproximscsmente 110 kDa,

resul tando en consecuencia mavor que el CRI!.

IIT- FUNCIONAMIENTO DEL APARATO FOTAOSINTETICO

15



El transporte fotosintético de electrones comienza con
la absorcion de fotones opor el complejo colector; esta
energia absorbida es transferida por los pigmentos accesorios
y los complejos colectores a los centros de reaccion de PSI vy
PSII. La excitacion por fa luz conduce a la oxidacien de Pggg
y Pyg0o Yy @ la concurrente reduccion del aceptar primario,
producieéndose una separacion de cargas. La determinacion de
la existencia de dos reacciones luminicas se debe a Emerson.
qQuien omserve aque la producciéen de 0p en algas caia a
longitudes de ondas mayores de 680 nm. Esto no ocurria si se
irradiaba simultaneamente a 650 vy 700 nm, indicando la

presencia de dos fotorreacciones actuando en serie (42).

A- Reacciones primarias y transporte de electrones

1- Esquema 2

Los componentes de la cadena de transporte de electrones
fueron ordenados por Hill vy Bendall en el esquema 2 como
muestra la fiqura 4 (68). En este esquema, dos fotosistemas
se combimnan para reducir al NADPY, utilizando coma reductor
al aqua. Debido a aque el proceso esta termodindmicamente
desfavorecido. su funcionamiento se deba al aporte de energia
captada por las dos fotorreacciones. El esgquema Z muestra los
niveles de energia del flujo electrdénico (estado redox).
2- Reacciones primarias.

Los centros fotoaquimicos que proporcionan el potencial

electroquimico para el funcionamiento de la cadena de

16



;rasnsporte de electrones son las Chl P50 Y Pg9o (RC I vy

In.

Eb(volls)
FOTOSISTEMA I FOTOSISTEMA I
-'16 = R S — |
- P100" \
Ao
-1.2+
2 }
L 1
P6B0* g?'S
-08f A\ v
L Ph i
) iy “eun
-04- QbA NADP+
- Qe AI;H'
™y P
ot 4{2
- Com|
Gt b pe
04t ~{0d
L 8Py
0,8H0—,
505:::;Psad
0" 8P

Figura 4. Esquema Z de la fotosintesis. Ph, feofitina, 8 vy Qpg,
sitios proteicos’ de la plastoquinona, @&Ha, plastoquinona
reducida, PC, plastocianina, Agp vy Ay, aceptores clorofilicos de
¢, Fyg4, ferredoxina, FNR, ferredoxina NADP-reductasa, SOA,
sistema de oxidacion del agua, Fe.S, sulfoferroproteina unida a
la membrana.

A su vez el sistema de pigmentas (LHC I y Il) facilita

el acceso de la energia luminosa a los centros de reaccion.,

hv
. P p*
Donf DI Po A-l\% kon
Dred cesee esese Ared

Fiqura 5. Esauema de la accion de la luz sobre un fotosistema.
P, pigmenta Chl del centro de reaccion (Chlgg), P*, Chlcg
excitado, P*, Chlgr oxidado, A, aceptor y D, dador de
electrones.
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La luz excita a P (690 6 700) y se induce la separacion de
cargas en dichos centros; posteriormente el electron faltante
es aportado por un dador de electrones D que, en el caso del
PSII, tpma a su ;ez uno originado en el agua; en tanto Que en
el PSI, el electron faltante es aportado por la plastocianina
(ver mdas adelante). Por otra parte, los acepntores reducidos

constituyen los reductores para la PR (PSII) o el NADP (PSI).

3- Fotosistema II.

El centro de reaccion del PSII (CRII), estd constituido
por una Chl dimérica (Pg9p) que recibe electrones del sistema
productor de 0Op. Una vez excitado, Pggpo reduce a la
feofitina, la que a su vez reduce a la plastoquinona Qn unida
a proteina. Esta ultima etapa requiere, ademds la captacion
de un protén. El catien Pg9o® es reducido por un complejo
Cuya dador final de electrones es el agua (16),

La direccion del flujo electronico implica la reduccian
y Oxidacion sucesivas de QA v Qg (en ese orden), las dos
plastoquinonas qQue se encuentran unidas a un ion Fe€* de una
proteina en la membrana tilacoide. Lueago, Qg es reducida a
plastohidroquinona (PAH2) , mediante l1a captacion de dos
protones, pasando a formar parte de las PR libres en la
membrana. E] sitio de Qg en el polipéptido de la membrana, a
su vez. recibe una molécula de PR oxidada del conjunto de PQ
libres (16).,

Joliot encontro aue los cloroplastos liberaban 0Oz luego

de ciclos de cuatro flashes de muy corta duracion (79). Se
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postuleo primero y se determino posteriormente, la presencia

de un complejo emzimatico responsable de la oxidacian

agua. Este complejo enzimatico, que contiene cuatro dtomos

manganeso, cataliza la

-

de cuatro oxidaciones sucesivas (15).

espacic
- intratitacoiceo

Figura & Esquema de la oxidacien del aqua por el PGll. Sp-%,,
estados redox del sistema de oxidacion del agua.

4- Complejo de citocromaos y plastocianina.

del

de

liberacion de una molecula de 0Op luego

Entre el conjunto de PQ y el PSI hay wun complejo de
proteinas inteqrales: citocromo-f, citocromo-b (S533) y una
sulfoferroproteina LFe-51. Este compleio posee sitios de
union para PGHy. Los protones liberados en la oxidacion de
PQH2, pasan al compartimiento tilacoideo (lumen),

se

produciendose la acidificacion del mismo y en consecuencia

establece un gradiente de concentracion de protones ( pHY) a

través de la membrana tilacoideas.
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GHo @ + 2H*
ce
2 PC (Cuf*) 2 PC [Cu*)
El transporte de electrones continda luego con la

reduccion ce Ja plastocianina (PC), una proteina qQue contiene
cobre v sirve de cCcador eilectronico para el PSI. La PC se

encuentra centro cel espacio tilacoideo.

S- Fotosistema I.

En téerminos generales, el PS] cataliza la transferencia
de electrones de la PC (lumen., a la ferredoxina (Fd), que es
una Sulfoferroorofexna Que contiene un centro (2Fe—-2S) vy esta
localizagca en ei estroma., rosteriormente. la Fd reduce al
NADP ™, La separacidon de cargas en el CRI comprende la
transferencia c¢c2 un eiectrorn cel Pypo (Chl dimérica) a una
serile ge aceptores secuenc:a.es: Ag. A} v X. Ay es una Chl
monomerica escecifi:ca v A] es vitamina Ky (83). El aceptor X
es un centro (Fe-51 con un potencial redox (Em)
extremagamente elecztronegat:ve (Em==-705mv), Por el contenido
de cisteinas d2 icS [polipecticos, se cree qQue la estructura
de X es (4re-4S5S). Hav, ademas otros dos centros ([(4Fe~4S5) de
potenc:al recox may2tr cue X: A (Em=-530mV) v B (Em=-590mV).

Recientemente se 1dentifico una oprofteina de 9 kDa cuvyos

Qrupos oprostet:ccs ;0n 0S5 centros (4Fe~-4S] v se postulo que
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los mismos corresponden a los centros Ay B (174). Finalmente
estos centros ceden su electran a la Fd y ésta a su vez
reduce al NADP ™ en una reaccion catalizada por la
ferredoxina-NADP reductasa (FNR) -enzima fuertemente asociada

a la membrana-.

B- Generacion de poder asimilatorio: produccion de ATP vy

NADPH

Los eventos fotoquimicos conducen a la generacion de
poderr asimilatorio (ATP y NADPH) requerido para la fijacion
de COp. Como consecuencia del transporte de electrones se
establece un Qgradiente protonico y una separacion de cargas,
posibilitanco la sintesis de ATP.

Has ta 1930 se creia qQue la Chl se encontraba
directamente relacionada con la reduccion de COgz (67). Van
Niel, estudiando las bacterias quimiosintéticas, observée Qque
podian reducir COo en la oscuridad v sin Chl (148). Esto

indicaba que la luz Yy la Chl podian disociarse de la

reduccién de COp. En 1939, Hill reporto que los cloroplastos

aislados eran capaces de producir 0Op con compuestos oxidantes
Qque no fueran CO0p: este tipo de reacciomes se las denoming

reacciones de Hill.

LUz
(cloroplastos)
eFed* ¢ Ha0 p 2Feftt + 2HY + % 0p

=3



Mas tarde, en 1943, Ruben demostro que el 0p que se
desprende oproviene del Ho0 v postule la necesidad de ATP vy
poder reductor. Esto coincidié con los requerimientos del

ciclo de Benson y Calvin, desarrollado posteriormente (18).

1- Fotofosforilacion

La conversion de ADP y Pi en ATP llevada a cabo dentro

del cloroplasto. se denomina fosforilacion fotosinteética o
fotofosforilacion, para diferenciarla de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial. De esta manera., se genera un

compuesto capaz de liberar energisa qQquimica para ser utilizada
en las numerosas reacciones oscuras. Existen distintos tipos

de fotofosforilacion.

CICLICA
En 1954, Arnon, Allen v Whatlev descubrieron la
fotofosforilacion <ciclica (13) En ésta reaccion no hay

consumo ni produccion de Oz v el proceso es catalizado por la
Fd reducida en condiciones aercbicas o anaerdbicas. La
fotofosforilacion ciclica estd asociada con el PSI va que
inhibidores del PSII como el DCMU, no impiden la produccion
de ATP. La 1innibicion por antimicina A indica que los
electrones provenientes de la Fd reingresarian en la cadena
QE transporte de electrones en algun luagar entre 1los dos
fotosistemas (citocromo bggz). Actualmente se asume que la
acumulacién de NQDPH -no oxidado por el ciclo de Benson vy

Calvin- favoreceria la fotofosforilacieon ciclica. Esto
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posibilitaria la formaciém de ATP sin reduccion de NADPY ni

produccion de 0.
NO CICLICA

Esta forma estd asociada al transporte de electrones de
un dador (HZO) a un aceptor (NADP* o ferricianuro). Puede
funcionar alternmativamente wun reductor de bajo potencial
redox como el diclorofenolindofenol (DCIP), bloqueando al
mismo tiempo el PSII con DCMU (figura 7).

Se establecio experimentalmente le existencia de dos
pares redox en el transporte lineal de electrones,
responsables oge la sintesis de ATP. Estos dos ‘"sitios"

corresponden a la generacién de H* a partir de: a) la oxida-

4 0p ¢+ Hp0 g———— HR0p 0z
%__“~

Q%L//’/,,de"‘—i;;ii;-‘;€:;:;1"(/NADP

DCMU Cit by ) CJ
@ NADPH
A(“(f\fg\\ ANTIMICINA A
r PQ
ATP |
P700
PS II
—
P90
/"~‘§T’A’ATP
Haa % 02
PS I
Fiqura 7. Esquema de fotofosforilacion. A, ciclica, B.

seudaociclica. €, no-ciclica (39),
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cion de plastoquinonas de la membrana tilacoides vy b) la
oxidacion del aqua por parte del PSII.
SEUDOCICLICA

En 1951, Mehler describioc una reaccion en la cual el Oa
funcionaba como aceptor de electrones. En ésta reaccion hay
captacion y produccieon de 0Oz simultaneas, que no pueden ser
medidas por metodos convencionales. Este transporte de
electrones ssudociclico es una variante del no-ciclico vy se
especula acerca de su existencia in_vivo. Los electrones son
transportados en forma lineal sin reduccion de NADPY pero
retornan al 0o, actuando la Fd como intermediario
autooxidable (39). Desde el punto de vista fisioldgico, este
transporte seria importante cuando hay exceso de NADPH que no
puede ser reoxidado por el ciclo de Benson y Calvin.,

En esta reaccion se produce peroxido de hidrogeno
(Hz0z). ademas de radicales superoxido, toxicos para el
cloroplasto.

h.v
Ha0 + % 02 ¢+ Fdregg ———» Fdgy + Halp

En presencia de catalasa se produce OE- por lo qQque no existe

intercambio neto de dicho qgas.

h.v
Ha0 + 02 + Fdgyx —_—p Fdreg + Hp0p + 5&02

catalasa
Ha0a2 — Ha0 + % Op

=1



2- @uimiosmosis: diferencia de potencial electroquimico o
fuerza protonmotriz.

La excitacion de la Chl por la luz. oromueve un electron
a un estado de energ:ia superior. Lueqo. el transporte de
dicho electron, involucra una serie de reacciones
consecutivas con las que alternan reacciones que implican la
reduccion dependiente e independiente de protones, causando
una distribucion asimétrica de dicho cation. Hind y Jagendorf
demostraron que el medio en el Que se encuentran los
cloroplastos sin envol tura, se alcaliniza al iluminar;
volviendo a acidificarse en la oscuridad (69). La hipétesis
Quimiosmotica de Mitchell explica todos estos hechos, de
fundamental importancia ‘en la sintesis de ATP (105). La
novedad de la hipotesis de Mitchell no radica en la
traslocacion de HY acoplada a un flujo electrénico, sino en
la proposicion de aque la ATP sintetasa de las membranas
mitocondrial v fotosintética también trasloca HY. Esto
permitiria la qeneracion de un qradiente electroquimico o
fuerza protonmotriz (fpm) qQue se utiliza para la sintesis de
ATP. Este Qgradiente posee un componente electrico AY (debido
al desbalance de cargas) y un componente quimico 2 ApH
(2=RT/f= 60OMV). Por lao tanto, la fuerza orotonmotriz es la

sumatoria de dos componentes:

fpa = qu + ZApH
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Existen cuatro requerimientos basicos'para la hipotesis
Qquimiosmotica:

1) las cadenas de transporte electronico fotosintético (v
respiratoria) deben traslocar H*:

11) la ATP sintetasa debe funcionar como una ATPasa
reversible traslocadora de H™:

i11) las membranas transductoras de energia deben tener una
baja conductancia protonica efectiva:

iv) las membranas transductoras de enerqgi:a deben poseer
transportadores especificos de metabolitos y la capacidad de
mantener la estabilidad osméetica en presencia de un alto
potencial de membrana.

En determinados sitios de la cadena de transporte de
electrones. los HY son liberados dentro del espacio
tilacoideo. opDroduciendo wuna acidificacion del mismo vy wuna
alcalinizacion del estroma (figura 8). Luego de la
iluminacian, la diferencia de pH entre el estroma vy el
compartimiento tilacoideo es de 3 a 3.5 unidades. En 1la
oscur idad. los pH intratilacoideo v estromatico retornan
lentamente 5 su valor inicial. Esta variacion del pH es
funcion del transporte de electrones v, en presencia de
detergentes que permeabilizan la membrama a los protones. no

puede ser detectada.

3- Mecanismo de sintesis de ATP.
Un agradiente protonico Qqenerado artificialmente puede

llevar a cabo la sintesis de ATP por las membranas tilacoides
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en la oscuridad (78). Esto coincidia con la hipotesis
quimiosmotica de Mitchell donde la sintesis de ATP esta
asociada con la disipacion del gradiente praotonico a traves
de wuna ATRPasa funcionando en forma reversible. Esta enzima
consta de dos factores acoplantes (Racker): el CF; (factor de

acoplamiento) que se encuentra del lado estromdtico de la

.membrana tilacoide vy el CFp aque atraviesa la membrana

tilacoide . El CF, esta compuesto por 5 tipos de subunidades
proteicas (3ax:3B:7:8:€), y puede ser liberado de la membrana,
catalizando en este estado sélo la hidrélisis del ATP. El CFo
se encuentra inserto en la membrana y est&d formado por tres
subunidades polipeptidicas, una de las cuales es un

proteclipido. La sintesis del ATP comienza con la union de

*J1 Comp. |~
S Cit. bt Nss

] espacio intra-
tilacordal

‘membrana
“tilacord

estroma

¥
ATP] H' ADPsPj

Fiqura 8. Esquema de transporte de protones y sintesis de ATP.
PSII. fotosistema II, PSI, fotosistema I. PC (Cuf€*), plastocia-
nina oxidada, @, plastoquinona, PGHp. plastoiuinona reducida.
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fosfato y ADP a CF). que actua a traves de las subunidades @
en forma catalitica y las o« en forma requlatoria. Por otra
parte, CFy participa en el pasaje de los protones a traveés de
la membrana.

Existe una hipotesis alternativa propuesta por Bovyer,en
la cual la sintesis de ATP se lleva a cabo en forma
esponrntanea en el si1tio activo de CF; sin necesidad de
energia. Los protones actuarian indirectamente, produciendo
un cambio conformacional en CF;. causando a la vez la

liberacion cel ATP. En esta etapa se disiparia la enerag:ia

(ean.

4- Reduccion del NADP*
FERREDOXINA

Hitil v conliaboradores demostraron aque una fraccion
proteicae de extractos acetonicos de hojas. era capaz de
regucir la metanemoqglobina 67.12). Posteriormente fue
descripta como piri1din nucleotido reductasa totosintetica por
San Pietro v Lang (131). Luego del aisiamiento de una
proteina de tipo [Fe-S] de bacterias opor Mortenson, Arion v
Tagawa descubrieron unaiorotexna Que era capaz de catalizar
la reduccion de NADP™ en cloroplastos iluminados (12). Esta
ferredoxina es similar a las bacterianas. tiene un peso
molecular de 11000 y su qgrupo prostetico estd compuesto por
dos atomos de Mmierro y dos de azufre por molécula. Posee un

potencial redox de —-430 mV v cataliza la transferencia de un

e8



electrén por vez. Se encuentra débilmente asociada a la
membrana en el PSI.
FERREDOXINA-NADP REDUCTASA

Al purificar Fd soluble, se observa que la misma no
reducia por si sola al NADP', Sin embargo, dicha reaccion
ocurrio en presencia de mempranas tilacoides lavadas. Fd v
NADP* bajo iluminaciéon. Esto indicaba la presencia de un
factor asociado a las membranas. capaz de llevar a cabo 1la
reduccion del nucleotido. La Fd-NADP reductasa es una
flavoproteina fuertemente unida a las membranas cuvo espectro
de absorcion presenta picos a 275. 385 vy 456nmm. Su afinidad
por el NADP* es tres ordenes de magnitud mayor que por el
NAD* y se la considera NADP*-especifica bajo las condiciones

fisioloqgicas.
C- Fotosintesis bacteriana

1- Cianobacterias

Estos organismos realizan fotosintesis oxigénica con dos
reacciones luminosas muy similares a las de las plantas. Su
aparato fotoqQuimico consta de tres complejos
macromoleculares: i) el ficobilisoma, Qque sirve de antena o
colector al PSII: 1i) wun PSII. similar al de los
cloroplastos: iii) vy un PS] desprovisto de complejo antena
(LHCI)., también semejante al de plantas. Los genes de los
componentes ooliuéotidicos de PSI, PSII. complejo ATPasa vy

citocromo bg_f de las cianobacterias. presentan un alto grado
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de homolaogia en su estructura primaria con respecto a los
correspondientes de los cloroplastos (52).

Los ficobilisomas son complejos proteicos constituidos

por ficabiliproteinas (apoproteinas con qrupos bilina) Yy
proteinas de wunion (sin Qqrupo prosteéetico). Los estudios
espectroscopilcos Y de fraccionamiento indican que el

ficobilisoma esta en intimo contacto con el PSII. y le
transfiere la eneragia exclusivamente a este. La generacion de
poder asimilatorio (sintesis de ATP v NADPH), ocurre del

mismo modo que en las plantas.

2- Procloraofitas

San algas unicelulares procarioticas cuyo anico
representante es Prochloron. No posee ficobiliproteinas ni
carotenos pero si¢ Chl a y b, formando parte del complejo
colector. tLa membrana fotosinteética se encuentra plegada vy
apilada como en cianobacterias, y al 1igual que éstas vy las

plantas. lleva a cabo fotosintesis oxigénica.

3- Bacterias puarpuras
Existen dns tipos de bacterias purpouras: las sulfurosas
y las no sulfurpsas. Entre las primeras se encuentran las del

genero Rhodospirillaceae, aque utilizan alcoholes vy 4&cidos

dicarboxilicos como dadores de electrones. Entre las del
seqQundo qgrupo. las del genero Chromatiaceae wutilizan sulfuro
de hidrogeno (SHp). El acarato fotosintético se encuentra

localizado en invaginaciornes de la membrana citoplasmatica,
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farmando vesiculas semejantes a los tilacoides. Poseen un
solo fotosistema y el complejo colector contiene complejos
bacterioclorofila (BChl)-proteinas 8800-850 Y Bg7o Que
incluyen el centro de reaccion: Pgygp. Los electrones circulan
en forma ciclica a traves de las quinonas para retornar a
Pg70-

La traslocacion de protones genera una diferencia de pH
de dos unidades. originando el gradiente protonmotriz
necesario para la sintesis de ATP, Por otra parte, el NAD?
seria reducido por la accion conjunta de un transporte
invertido de electrones para el cual es necesaria la

hidrolisis de ATP,

4- Bacterias verdes

Las bacterias verdes poseen clorosomas como estructuras
fotosintéticas. Estos son vesiculas intimamente relacionadas
con la membrana citoplasmatica por una membrana basal. Esta
membrana aparentemente posee el complejo antena y en la placa
basal el complejo BChl-proteina. El centro de reaccion es la
BChl Pg4o. que al ser excitada reduce a un aceptor oprimario
con un potencial redox muy electronegativo. A diferencia de
las bac terias parpuras, este aceptor puede ceder sSus
electrones al NAD via Fd. El deficit electronico que se
produce en el CR seria compensado por una cadena de
citocromos que recibirja electrones del SHz: esto causa el

deposito de azufre molecular S99 (bacterias verdes sul furosas.
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IV— CICLO REDUCTIVO DE LAS PENTOSAS FOSFATO

O CICLO DE BENSON Y CALVIN

Los productos de la transformacion de la enerqgia
luminosa en energia Quimica -1levada a cabo por el aparato
fotosintético- son el ATP y el NADPH. Estos compuestos son
necesarios para la sintesis de otros compuestos capaces de
almacenar la energia quimica: los hidratos de carbono. Los
productos finales de la fotosintesis son los polisacdridos,
tanto estructurales como de reserva. La reduccidn del COp
atmosfeérico ocurre por medio de una serie de reacciones que
se conocen como Ciclo Reductivo de las pentosas Fosfato

(CRPP) o Ciclo de Benson y Calvin por sus descubridores.
A- Estudios iniciales. Formulacion del ciclo

Fue elucidado en la década del 50 por Calvin, Benson vy
conlaboradores. Para realizar los estudios se valieron de dos
herramientas fundamentales: 1los marcadores radiactivos vy la
cromatoarafia en papel. El !4C fue inicialmente aplicado en
este tipo de estudios por Ruben y Kamen (129). En cambio, la
cromatografia en papel se wutilizaba para la separacion de
aminodcidos vy azucares (100) y los compuestos marcados se
revelaban por autorradiografia (43). La disponibilidad de lac
les permitio sequir la in&orooracidn de 1"COE a cultivos del

alga Chlorella. Luego de iluminar 13 suspensiéen del alga,
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detenian las reacciones enzimaticas con etanol caliente

" (80%). Las muestras eran secadas y posteriormente analizadas

por cromatografia en dos dimensiones (18). Se observo que el
primer compuesto marcado Que avarecia era el 3-fosfoglicerato
(PGA), un compuesto de tres carbonos (C3): Esto sugeria aque
ocurria una adicion de COp a un compuesto de Cp. Mas tarde,
con la identificacion de 1la ribulasa 1.5-bisfosfato (RuBP)
como el aceptor de COp. se comprendio que habia una adicion
C1+Cg para dar 2Cg.

El posterior analisis de la distribuciéen del l4C en los
distintos intermediarios completo la secuencia de reacciones

que comprenden el CRPP (figura 9).

3[C02 6(ATP]
6PGA 6 ADP
AD
)
3RUBP 6PPGA "
6ADP 6
\ .
i i
RSP 20nnp 2 soar|—3h el S REE
s7P®
®\ “-SBP.
’)®
2XUsP E4P almidon

{en cloroplasto)

Figura 9., Ciclo Reductivo de las Pentosas-Fosfato (CRPP). 1)
RuBisCO, 2) PGA-quinasa. 3) NADP-GAPD, 4) Triosa-P-isomerasa, 9)
FBP-aldolasa, 6é) fBPasa., 7) SBP-aldolasa. 8) S8Pasa., ?) y 10)
Transacetolasas. 11) Pentosa-P-epimerasa. 12) Pentosa-P-
isomerasa, 13) PRK,

B- Etapas del ciclo. Enzimas participantes

1- Carboxilacion
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RIBULOSA-1,5-BISFOSFATO CARBOXILASA

El COz se une a la RuBP para dar dos moleculas de PGA.
Esta reaccion es catalizada oor la enzima ribulosa—-1.5-
bisfosfato carboxilasa-oxigenasa (RuBisCO) . aque es la
proteina mAs abundante del planeta (&41). Su presencia en
extractos de chlorella fue demostrada en 1254 por Benson
(126) vy Horecker (154). La reaccion comprende la adicion
simultdanea de C0p., agua y una dismutacion (oxidorreduccion
intamolecular).Su actividad enzimdtica consta de dos procesos

(94): activacion y carboxilacion.

ACTIVACION
lenta rapida
E + COp ——p» ECOp + MgT* — o E-COp—Mg
Inactiva Inactiva Activa
CARBOXILACION

E-COp-Mg + RuBP+ *CO, —p E-COp-Mg + *PGA + PGA

El Oz puede competir can el COp. 1o aque permite que esta
enzima pueda funcionar también como oxigenasa. La misma
produce una molécula de PGA y una de c2-fosfoglicolato (Cp):
caenstituyendo est; reaccion en inicio de la fotorrespiracion
(33). In vitro. cuando la concentracioen de CDE es alta vy la
de Op baja. predominara la actividad carboxilasica.

El pH vy 1la éemneratura influyen sobre estas reacciones
pero jin vivao la actividad de carboixilasa serd 4 a S veces

mayor que la de oxigenasa. (Km Og= 250 pM: Km COp = 10 pM).
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En el siguiente esquema se muestran las etapas de la reaccidn

de carboxilacion de la ribulosa l,S5~-bisfosfato.

CHoO0PG(OH) o
CHpOPO(OH) 2 0 CHpOPO(OH) 2 HCOH
C=0 *Co;p *C-COH HO®*C=0
HCOH —————— 3 HO CO0 +HO* — »p
HCOH HCOH HO*C=0
CHa0PQ(OH) 2 CH=0PQ(0OH) o HCOH
CHzZ0PO(OH) o
RuBP Intermediario 2(PGA)
Ua ‘
CHo0PO(OH) o
HO-0-COH CHZ0PO(OH) o HOC=0
C=0 + H0 —p»  0=COH + HCOH + H20
HCOH CHoOPO(OH) 2
CHa0PO(OH) 2
Intermediario 2-fosfoglicolato 3d-fosfoglicerato

2- Reduccion

El] PGA producto de la carboxilacion es fosforilado a
DPGA por la fosfogliceratoquinasa (115). La reduccion del
DPGA a G3P es llevada a cabo por la NADP—qgliceraldehido 3-P
deshidrogenasa (NADP-GAPD) que funciona en direccion inversa

a su contraparte glicolitica (NAD dependiente)

0=C-0PO(0OH) o 0=CH
HC + NADPH7 —_— > HCOH + HOPO(OH)o + NADP
CHa0PO(OH) o CHa0PO(OH) 2
1,3 Difosfoglicerato Gliceraldehido
3-fosfata

E<ta reaccion es la Junica en el (CRFP que utiliza el

poder -2ductor (NADFPH) generado por la cadena fotosintética
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ge transporte de electrones. En esta etapa se consume la
mavor parte de la energia proveniente de las reacciones
fotogQuimicas: ATP y NADPH (17). La enzima presenta un peso
molecular de 600000 ern plantas superiores vy estd constituida
por dos tipos de subunidades de peso molecular 43000 y 37000.

Lna enzima presente también en la qlucolisis. la triosa
fosfato isomerasa. cataliéa la conversion de G3P a DHAP. Las
triosas fosfato son combuestos clave en la formacion vy
distribucion de hidratos de carbono en las hojas. Participan
en la sntesis de almidon intracloropldstica, son traslocadas
al citosol para la sintesis de sacarosa Yy Sson necesarias en
la regeneracion de RuBP como se explica en la seccion

siguiente.

3- Regeneracion

Para aque la incorporacion de COp pueda continuar debe
ser regenerado su sustrato aceptor. El primer paso es la
condensacion galdelica de G3P y DHAP catalizada opor 1la FBP
aldolasa (25). €l eauilibrio de esta reaccion estd desolazado
hacia l3 formacion de FBP. La serie de reacciones que
contindan, involucran comouestos de 3 a 7 carbonos, ern donde
las reacciones <claves son catalizadas ©por tres enzimas
regulatorias:
FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA

Esta enzima cataliza la hidrolisis de FBP a fructosa 6-

fosfato (F6P) v Py libre.
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CHa0PO(OH) 2 CHo0H
c=0 C=0
HOCH Mgt HOCH
HCOH + Ha0 _ HCOH + HOPQ(QH) o
HCOH HCOH
CHa0PO(0OH) 2 CHz0PO(0OH) o
Fructosa 1,6-bisfosfato Fructosa 6-fosfato
(FBP) (F6P)

La enzima es un homotetramero de peso molecular 170000 vy
su estructura primaria es diferente de la citosolica. La
activacion de 19 misma resulta de una disminucion del pH
optimo y un aumento en la afinidad por el FBP v Mg2+.
SEDOHEPTULOSA-1,7-BISFOSFATASA

Es la segunda reaccion del CRPP donde se libera fosfato
dando, ademas sedoheptulosa 7-fosfata. La enzima de espinaca
es altamente especifica para SBP v requiere un metal

bivalente.

CH0PO(OH) o CHo0H
c=0a C=0
HOCH Mg+ HOCH
HCOH + Hz0 » HCOH + HOPO(OH) o
HCOH HCOH
HCOH HCOH
CHZ0PO(OH) o CHo0PO(OH) 2
Sedoheptulosa !,7-bisfosfato Sedoheptulosa 7-fosfato
(SBP) (S7P)
FOSFORRIBULOQUINASA

A traves de una condensacion aldédlica. una isomerizacion
y una epimerizacion de los intermediarios provenientes de las
etapas anteriores, se llega a la RuSP que es el sustrato de

la fosforribuloquinasa (PRK) (127). Esta rea-:cion, al iqual
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que la catalizada por la RuBisCO. es exclusiva de Ilos
organismos autotréficos. Por otra parte, constituye la dltima
reaccion de la fase regenerativa del CRPP donde se obtiene

RBP, el sustrato de la etapa de carboxilacion.

CHo OH CHoOPO(OH) 2

€=0 C=0

HCOH + ATP _ > HCOH + ADP

HCOH HCOH

CHo0PO(OH) 2 CHo0PO(OH) 2
Ribulosa S-fosfato Ribulosa 1,5-bisfosfato

(RuSP) (RuBP)

La reaccion requiere ATP vy constituve un sitio de
regulaciéon metaboelica. La PRK tiene un peso molecular de
240000 y estd requlada por las concentraciones de ATP, ADP, vy

AMP .,

4- Formacion de productos

Por cada tres moleéculas de COp que entran al ciclo se
sintetiza wuna triosa fosfato. Estas a su vez pueden: a)
traslocarse al citosol para sintetizar sacarosa: b) ser
metabolizadas dentro del cloroplasto para dar origen al
almidon: c) reingresar en la etapa regenerativa formando
parte de intermediarios en forma autocatalitica. De esta
magnera. el aumento en el ingresoc de las triosas fosfato en el
ciclo produce un aumentao de aceotor de COz.

La mavoria ce los oprocesos en los seres vivos dependen
directa o indir2ctamente de compuestos derivados de la

asimilacion fotosintetica del C. Debe existir, entonces, un
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proceso Quimico basico autosuficiente Qque pueda producir vy
aumentar su sustrato. El Junico mecanismaoa que poseen las
plantas para convertir los productos de la fotosintesis en

sustrato adicional, es el CRPP.

V- REGULACION DEL CICLO

La asimilacién fotosintética de COp; es wun proceso
altamente controlado «cuva regulacion puede darse a tres
niveles:

i) catalitico (modulaciéon de las actividades enzimaticas)

ii) accion de masas (influencia de las concentraciones de
metabolitos)

iid1) transporte (intercambio de metabolitos entre el
cloroplasto y su entorno celular) (39).

Debida al objetivo de la presente tesis se desarrollara,
en las secciones subsiguientes, la modulacien de las
actividades enzimaticas, can énfasis en los mecanismos

mediados por la luz.

A- Estudios de la regulacion enzimatica por la luz en hojas

intactas y con cloroplastos aislados

Como se vio anteriormente. las reacciones "oscuras"
(asimilacion de CO0p) se diferencian de las "luminicas" por

ser independientes de la luz ((11)., Esto fue cuestionado
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cuando se observe aue la actividad de ciertas enzimas del
alga Chlorella dependia de la transicién oscuridad-luz (118).
LLos estudios con <cloroplastos aislados presentan mavor
facilidad de manelio con resoecto' a Jlas algas va que su
ruptura por shock osmotico es inmediata. De esta manera. las
actividades enzimaticas fueron determinadas con precision.
Estos estudios regquerian i el aislamiento. iiy la
iluminacion v ii1i) la ruptura de los cloroplastos: finalmente
se efectuaba el analisis de las actividades enzimaticas
correspondientes. De esta forma se encontro aque la
iluminacien de dichas organelas estimulaba la actividad
especifica de las enzimas requlatorias del CRPP: FBPasa.
SBPasa. NADP-GAPD. PRK (1.30.46). Posteriormente. este efecto
fue observado can otras enzimas pertenecientes a los
metabolismos del C. N v 5 (84.133). Experimentos posteriores
mostraron qQue la activacion por la luz era compartida por
varias enzimas cloroolasticas pertenecientes a otros caminos
metabolicaos (172):

- del carbono (FPEP-carboxilasa. piruvato-rPi diguinasa. NADP-
malato deshidroqenasa. alicerato quinasay

- del azufre (adenilil-sulfato quinasa)

- del nitreageno tnitrato reductasa. nitrito reductasa.
Qlutamino sintetasa)

- de los alcaloides derivados de la auinolizidina (lisina

decarboxilasa. l7-oxoasparteina sintetasa).
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Estos mecanismos ocurren tanto en organismos qQue

efectuan fotosintesis oxigeénica -cianobacterias. alaas v
plantas- como en aquellos que realizan fotosintesis
anoxiaeéenica -bacterias fotosinteticas—- (28).

Tres hechos condujeron a postular qQue el eTtecto de 1la
luz sobre las enzimas era 1ndirecto. kn primer luqgar. la
estimulacion de las enzimas presentaba una espectro de accion
similar al de la fotosintesis. indicando a la Chl como
fotorreceptor (4). En sequndo lugar. la estimulacion no ersa
afectada por blogueantes de la sintesis proteica. eliminando
la posibilidad de un aumento oriqinado en la sintesis de novo
de la respectiva enzima. Finalmente. se observe aque las
enzimas Nno poseian nindun cromeforo susceptible de excitacion

paor la luz.

B— Sistema LEM

Anderson v colaboradores determinaron que inhibidores de
los fotosistemas [ v 1l bloQueaban la accion de la luz sobre
las enzimas. Sin embarao. los efectos tanto de un
desacoplante de ta fosforilacion (FCCP) como de un
antagonista de la Fd (LSHD). dependian de la enzima analizada
(S). El primer 1nhibidor actuaba sobre 1a NALF-GAFD. mientras
qQue el sequndo. lo hacia sobre la FHFasa v SHFPasa. ksta serie
de experimentos condu.io a los autores a postular la

exi1stencia de dos si1stema;s mediadores del etecto Juminico.

LEM (Light erfect Medic tor) . cCuvos componentes serian
proteinas unidas a - membr ana ti1lacoide. del lado
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proteinas unidas a la membrana tilacoide. del lado
estromatico (4.5.8) (fiqura 10). LEFM 1 actuaria sobre alucosa
6-F deshidroaenassa (G6PD) . NADP-GAPD . PRK % malato
deshidroaenasa (IMDH) 3 LEM 11 lo haria preferentemente sobre

FBPasa v SBPasa.

LUz

Fiqura 10. Sistema LEM. Fd. ferredoxina. SFTE. sistema foto-
sintetico de transporte de &, A. aceptor (172).

C—- Estudios in vitro

La ausencia de sintesis de novo de dichas enzimas
durante la estimulacion por la luz. indica que se trata de un
proceso de activacion enzimatica. De Jla misma manera. al no
poseer estas proteinas cromoforos dentro de su estructura v
correlacionar el proceso con la fotosintesis. implica que el
sistema fotosintetico de transporte de electrones actua como

mediador del efecto activador de la luz. Surage. entonces. la
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prequnta de cuales son los cambios que la luz opera en el
cloroplasto para gue las enzimas. modifiguen su actividad.

La itluminacion de los cloroplastos trae como
consecuencia la variacien de la concentracion de iones v
metabolitos en el estroma. siendo de particular importancia
la disminucion de la concentracion de H' (aumento de oH) v el
aumento en la concentracion de Mgé* (50,60.62.86.155). Se
produce tambien una modificacion del estado de redox de las
proteinas (140)., Para determinar los efectos de la luz sobre
las enzimas., se estudia 1n vitro 1la accion de aaquellos

componentes cuva concentracion varia en la transicion

ascuridad-luz
1— Caracteristicas estructurales
Las caracteraisticas estructurales de las enzimas

requlatorias pueden resumirse en la tabls 11.

Tabla Il. Estructura cuaternaria de las enzimas del CRFF.

Subunidades
knzima Nusero Peso molecular
Fructosa-1l.6-bisfosfatasa 4 46000
Fosforribuloquinasa e 44000
6liceraldehido-3P 2 (y) 37000
deshidrogenasa e (8) 43000
Ribulosa-1,5-bisfosfato 8 56000
carboxilasa 8 14000
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Los agentes. perturbantes de la estructura proteica. como
el SLS. provocan la disociacien de las enzimas con perdida
total de sus actividades. Iratamientos menos drdasticos «con
perturbantes o baljas concentraciones de metabalitos., qeneran
nuevas formas oligomeéricas con caracteristicas cineticas
diferentes. For ejemplo. a pH H8.4-9.0, se disocia la forma
tetramerica de la FHFasa dando un dimero que retiene el 204
de la actividad (53.90).

En la NADP-GAFD., tanto de plantas superiores como de
algas verdes. el proceso de disociacion esta ligado a su
requlacion va Qque wmodifica la actividad NADF-dependiente,
permaneciendo inalterada la ligada al NAD. En presencia de
baijas concentraciones de RAIF, NADMFH o Pi, la forma nativa
‘(peso molecular 600000) pasa a una forma de menor peso
molecular (16V000), aumentando 10 veces la actividad NAbDF-
dependiente (44,125.1591). Alternativamente. en el ataa
Scenedesmus obliquus. la disociacion de l1a NADF-GAPD (560000)
causada por DIl v NADFH da como resultado un tetramero con

actividad NADP-GAPD v un dimero con actividad FRK (11&).

2- Caracteristicas cineticas

Las enzimas requlatorias del CRPP poseen velocidades de
activacion vy desactivacion lentas comparadas con la velocidad
de catdlisis. Ekste fenomqno fue descripto por Frieden con el
nombre de histiérgsis enzimatica (99) vy se puede esquematizar

de la siquiente manera:
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v

act
€i > &,
Ro.5
\"
cat
bustratos — Productos
So.5

De esta manera. la enzima pasa de una forma inactiva a
una activa, y es®a udltima es la que actua en la catalisis.
Dado que Vit << Veat: resulta posible estudiar ambos
procesos por separado. Fara ello. se incuba a la enzima con
metabolitos en condiciones que no permiten la catalisis:
analizando lueqo su capacidad para transformar los sustratos.
Sobre eésta base experimental. se define como wmoduladores a
aquellos compuestos que modifican la primera etapa ¢ fase de
modificacion. Los metabofitos qQue actuan en la sequnda etapa
o fase catalitica, son los sustratos o cofactores. Asimismo,
podemos definir dos constantes cinéticas:

Ap.5: la corncentracion de modulador que aumenta la actividad
especifica a la mitad dé:su valor maximo:

S0.5: la concentracion de sustrato ¢ cofactor por la cual la
actividad enzimatica alcanza la mitad de la velocidad maxima

(64 .69).
3—- Moduladores de la actividad especifica

1) lones
La luz produce un cambio en la composicion de iones del

estroma: la concentracién de H'Y disminuve y la de Mga’
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aumenta. Estos iones modulan in vitro la actividad de
RuBisCO. FBPasa. SBPasa vy PRK. &n particular, la FbFasa
presenta una variacion en el pH oéptimo de activacien con
respecto a la catalisis (138).

Hor otra parte, la luz estimula la entrada de C(Ca2+ a
traves de la membrana interna del cloroplasto. aumentando la
union de dicho cation a las membranas tilacoides (d47). Sin
embarao, el Ca€* posee un comportamiento dual in vitro: actua
como modulador positivo en la activacion de FBFasa vy SbFasa,.
mientras que 1inhibe la fase catalitica de ambas enzimas
(64,65.,87,169). No se ha establecido aun con certeza el rol
enzimaticas en los

del cac* sobre las actividades

cloroplastos (128).

ii) Metabolitos intrinsecos de

Las enz2zimas son activadas
NADF. NADPH, Pi, 1.3-DPGA, G3F
(SBPasa); COp (HuBistO). En

producida por un compuesto

los cloroplastos

por sus respectivos sustratos:
(NADP-GAPD): FBP (FBPasa): SBP
ésta modulacion. la accion

dado (modulador primario) es

potenciada por concentraciones subestimulantes de un seaqundo

metabolito (modulador secundario). kste erecto, conocido como

histieéresis concertada. adquiere importancia en la reaqulacion

enzimatica va que permite la disminucion del A0_5 para

determinados moduladores. acercandolos al ranqo de las

concentraciones in vivo (l1é68).

1iii) Sistema ferredoxina-tiorredoxina
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lLa purificacion de las enzimas del CRFF permitio
establecer la existencia de factores solubles proteicos que

participaban en la estimulacion de la actividad enzimatice

por la luz (137,161). En presencia de membranas tilacoides,
tres proteinas solubles -ferredoxina (Fd) . ferredoxina
tiorredoxina reductasa (FTR) y tiorredoxina (Th)—- causan la

estimulacion de la actividad espacifica de varias enzimas
cloroplasticas (24 ,.,26,28,74,.,84,101,104,139,145,146,158,161-
163.165). Este sistema se lo conoce como sistema ferredoxina -
tiorredixina (Fd-Th) y estd presente en plantas C3 v C4e.
cianobacterias y alaqas (26,28.161,167,173). Un aspecto clave
de este sistema es la presencia de un compuesto capaz de
reducir a la Fd. Alternativamente,. un reductor no
fisioloaico, el DTT., estimula Ja actividad de las enzimas,
requiriendo solo la presencia de Th (138,27). La
participacion de un proceso redox y la ausencia de arupos
prosteticos. involucran a las uniones disulfuro como los
arupos modificados por el ;istema Fd-Th en el proceso de
activacion por la luz (132.134). En relacien a éste fenomeno
se encontro que compuestos ;53 capacidad de modificar arupos
-SH inhibian el proceso de activacien enzimatica. Resulta
evidente. lueqo, que Jos aqrupos -5-5- participan en los
procesos redox acoplados a la cadena fotosintetica de
transporte de electrones (7). Recientemente se ha demostrado
en la NADP-MDH que el sitio de reaulacion por la luz via Ih

seria un puente disulfuro ubicado en la reaqion i{-terminal de
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Ferredoxina
Ferredaxina—-tiorredoxina
e -reductasa (5-5 — 2 SH)
Clorofila lTiorredoxina f Tiorredoxina =
ﬁ (S-§ - 2 SH) (6-5 - 2 SH)
Z| FBPasa g
Z| SBPasa Z| NADP-MDH
2| PRK g| CFj-ATPasa
5| NADP-GAPD Z| 6-6PDH
Z| NADP-MDH =
= CF ;—ATPasa &

|

i!-
|

Figura 11. Esquema del sistema Ferredoxina-Tiorredoxina. Enzimsas
soduladas.

Segun éste modelo, 1la Fd es reducida por la 1luz por
medio de la cadena fotosintetica de transporte de electrones.
La Fd reducida, reduce a la Th en una reaccion catalizada por
la FTR. A su vez, la Th reducida interacciona con la enzima
correspondiente, estimulando su actividad especifica.
TIORREDOXINAS.

La Th fue estudiada inicialmente como participante en la
reduccion de ribonucleotidos a deoxirribonucleotidos y en la
de sulfoxido a sulfato en levaduras (71,72). Esta proteina de
bajo peso molecular (12000-15000) se encuentra en todos los
seres vivos y posee un sitio activo altamente conservado:
cys—gly—-pro—cys-. . n las plantas superiores, las

tiorredoxinas estan jresentes tanto en los cloroplastos como
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cys—qly—-pro—-cys-—. En las plantas superiores, las
tiorredoxinas estan presentes tanto en los cloroplastos como
en el citoplasma de las celulas de las hojas. Al no tener una
actividad enzimatica inrinseca, se hace necesaria la
determinacion a través de una reaccion auxiliar. Ekl ensavo
utilizado en los sistemas fotosinteticos se basa en su
capacidad de activar una determinada enzima. De esta manera.
se establecio la presencia de dos |h en los cloroplastos:
- la Th-f, que activa preferentemente a8 |ls FBPasa. SBFasa.
PRIK. NADP-GAPD v la H'-ATPasa;
- la Th-m, con mavor capacidad estimulatora sobre la NADP-MDH
(35.76,167).

La estructura primaria de ambas es diferente.
presentando la forma -m un 44% de homologia con la de

Escherichia coli. La Th-f muestra importantes diferencias

estructurales con las anteriores (80,97). Se han encontrado
otras proteinas definidas como Ih en triqo (149). Asimismo
una del tipo -f, cuyo peso molecular es de 28000, fue

detectada en Scenedesmus ebliquus (88).
FERREDOXINA-TIORREDOXINA REDUCTASA
Fosee un peso molecular de 38000 vy cataliza la reduccion

de la (h por Fd

S si
7 s
Fdrgg ¢ 8H" ¢« Th| — & Fdoy + Th
NS SH
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Se establecio que es wuna sulfoferroproteina con un
puente disulfuro que participa en la reduccon de la Th. Formsa
un complejo por uniones electrostaticas con la Fd (70). Su
presencia se ha determinado en una bacteria anaerobica
estricta -Clostridium pasteurianum- en la cual contiene un
qrupo flavina que interviene en el proceso de reduccion.
(58). Dada su importancia en |la requlacion enzimatica vy 1l
escasa informacion acerca de sus caracteristicas,
distribucion v mecanismo de accion, son actualmente objeto de

estudio.

iv) Relacion entre los sistemas LEM y Fd—-Th

Hasta ahora se vio que hay dos sistemas descriptos
responsables de la estimulacion de las enzimas del CRFP por
la luz: LEM y Fd-Th. l.a diferencia entre ambos sistemas
reside en la naturaleza de los factores que participan en Ia
transferencia del poder reductor desde el FSI hasta la
enzima. E]l] sistema Fd-Th requiere el aqQregado de Fd v Ih
exogenas para consequlr la activacion. k!l analisis reciente
de los factores estromaticos del sistema LEM, mostroe 1la
presencia de un comple.io compuesto por +d. FTKR y Th (47).
LueqQo, durante el proceso de activacion por la luz, la Fad vy
la Ilh no se hallarian |Jibres en el estroma, sino que se
encontrarian formando un complejo. La asociacion entre las
proteinas v de eéstas con las membranas. sugiere que I3
diferencia entre ambos sistemas residiria en la forma ‘je

preparacion de Jos mismos.
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v) Interaccion sinéraica entre los moduladores enziamaticos

En el estroma, los sistemas de activacian mencionados
(iones ' metabolitos. sistema Fd-1h) actuan en forma
simultanea. Como consecuencia. las constantes cineticas se
veran afectadas por un sequndo componente. Este
comportamiento histeretico se observoe en el caso de ta NALF-
GAPD: el A, 5 para los moduladores -ATP. NADPH v P;,- es
disminuido por bajas concentraciones tanto de |h reducida
como de otros metabolitos (168). For otra parte, para la
FBrasa. se han estudiado numerosos metabolitos que actuan
sobre los dos procesos Qque componen la actividad de \|la
enzima: activacion v catdlisis (66,138,142). Etl andlisis de
la actividad enzimatica mediante un ensavo en dos etapas,
facilita la deteccion de compuestos con efectos opuestos. Por
ejemplo: la fru&tosa cd.o-bisfosfato vy el Cat estimulan la
activacion e inhiben la catdlisis de la FBPasa. Se observa,
ademas. que la 1h disminuve el Ay, 5 para FBP., sin modificar
ni el Ag,y5 para el Ca2* ni el So.5 Para FBP 6 MdE' (tabla
III). Si bien el analisis de la tablae indica que existen
nuUMerosos mecanismos por los cuales 1la FUOPasA puede ser
estimulada in vitro. su posible etecto 1in_viva. requiere
mayor estudio. E&n particular, la presencia de la F2.6LF no
fue establecida en el estroma de los cloroplastos, en tanto
qQue las poliaminas sOoNn incorporadas lentamente desde el
citoplasma hacia el cloroplasto por efecto de la 1luz (8e).

Estos datos fisiologicos hacen dudar sobre su participacion

in viveo.
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Tabla [II. Etecto de los moditicadores sobre las reacciones
que cosponen la actividad de la FBPasa.

Etecto
Modificador Modulacion Catalisis
tiorredoxina activador ninguno
fructosa l,46bisfaosfato activador sustrato
sedoheptulosa 1,7-bisfosfato activador sustrato
glucosa 1l,6bisfosfato activador ninguno
fructosa 2,6bisfosfato activador inhibidor
cF activador inhibidor
Mn S+ activador cofactor
Mg 2+ activador cofactor
espermidina inhibidor ninguno
esperaina inhibidor ninguno

VI- ESTUDIOS SOBRE MODIFICACIONES HIDROFOBICAS

EN LAS ENZIMAS DEL CRPP

La modificacion enzimatica por |la luz resulta de un
cambio en la estructura de las enzimas. La activacion de la
NADP-GAPDL proviene de la conversion de la enzima a una forma
de menor peso molecular (13895). Alternativamente, el peso
molecular de la +FBPasa permanece invariable lueqo de su
activacion por metabolitos o el sistema Fd-I'h (69

Las caracteristicas del microentorno de una enzima son
determinantes de la actividad de la misma. Le
microheterogeneidad en la superficie de las proteinas se debe

a la superposicion o interaccion entre qQrupos o dominios

Se



polares y no polares. Esto genera un ambiente adecuado paraA
la unien de los efectores y/o0 sustratos.

En el laboratoriP- del Instituto de Investiqgaciones
Bioquimicas se realizaréh'estudios tendientes a determinar la
influencia de las modificaciones hidrofobicas de las enzimas
del CRPP sobre la actividad de las mismas. Se observe que las
constantes de activacien para los efectores (Ap .5’ de la
FBPasa son disminuidas po la presencia de solventes
organicos. La efectividad de dichos solventes correlaciona
con el coeficiente de particion octanol/aqua, Qque es una
medida de la hidrofobicidad del solvente (34). Fosteriormente
se determine el mismo etecto activador de los cosolventes
sobre otras enzimas cloroplasticas: NADF-GAFD, PRK y NADP-MDH
(335,166). Por otra parte, la NADH-GAPD presenta una
activacion pronunciada por el deteraente CTAD (bromuro de
cetiltrimetilamonio). Esta activacion se obtiene a
concentraciones inferiores a la concentracion micelar critica
(cmc) del detergente y no requiere 1a presencia de un
reductor (DTT) «171).

Uno de los factores que determinan la conformacion de
las proteinas globulares en solucion es su grado de
hidratacieon (aqua unida). Ello estabiliza une contormacion
dada por la interaccion del agua con los AQqrupos polares
(40,130)., Por otro lado, 1l0s qQrupos no polares interaccionan
entre si, ocultadndose de la solucion: su contribucion a la

estabilidad contormacional resulta de su tendencia a aleijarse
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de la superficie vy alojarse en el interior de la proteina
(repulsien por el aqua) (11l0).

Con el propeosito de analizar las interacciones
hidrofobicas intramoleculares por madificacion del aqua unida
a la proteina, se estudio el efecto de aniones caotroepicos
sobre la actividad de alqunas enzimas del CRPFP. Ekstos aniones
alteran la estructura del aqua por tener Jgran tamaro y en
consecuencia baia densidad de carqQa (59,150). A
concentraciones bajas estos 1tones interaccionan con las
proteinas por uniones electrostaticas no-especificas, ésto
estabiliza dichas macromoléculas vya que se eliminan las
fuerzas electrostaticas repulsivas dentro de la proteina.
Este fenomeno oturre a fuerzas ionicas debaijo de 0.2 y es
independiente de la naturaleza del ion. A concentraciones
mayores estas sales si presentan efectos ion-especificos:
unos estabilizan la estructura proteica («cosmotropicos: SUQE
FT) v otros lia desestabilizan «caotrepicos: SCN ., Cl04")
(36,152).

Se vio que las enzimas FBFasa y NADRP-GAFD son
estimuladas por dichos agentes, teniendo luqgar una
disminucion de los Ay, 5 para los moduladores (l4l,142,171).
Los aniones caotropicos pueden ser ordenados de acuerdo a su
efectividad molar para la activacion de eatas enzimas. Dicho
ordenamiento coincide con la serie liotropica o serie de

Hofmeister (3o0,142)

SCN < Clz0uoo < Clgs < 17 < Br < CIF < SQ,¢
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Tanto los cosolventes comn los aniones caotropicos
inhiben los procesos <cataliticos mostrando que si bien
reemplazan a la.Th en la activacion, su efecto difiere en 1la
conversian del complejo E-sustrato a E—-producto. tllo suqgiere
un distinto tipo de interacciones intervinientes en |Jos

procesos de activacion y catalisis.

VIiI- OBJETIVOS DE LA PRESENTE TESIS

Del conjunto de resultados expuestos, surqgen comn

objetivos principales de esta tesis los siguietntes:

A— Andlisis cinéticos

- Estudiar los cambios conformacionales que producen la Th,
los cosolventes Yy los aniones caotropicos durante la
activacion de 1la FBPasa. Con este proposito, se busca
modificar quimicamente 1la enzimal y analizarlas desde el puntao
de vista cinético y estructural. Estos estudios permiten
realizar un andlisis comparativo de los diferentes mecanismos
de activacion.

- Analizar la accion de otro agente perturbante de la
estructura proteica, de caracteristicas fisicas: la presion.
£stos estudins no efectuados anteriormente coit  enzimas

cloroplastica; permitirian conocer el etecto de un modulador
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fisico sobre las dos etapas: activacien vy catadlisis. Por este
motivo, se extienden estos estudios a otras enzimas

regulatorias.

B— Andlisis estructurales

Si bien lag enzimas del! CRPP se definen comn solubles
por la forma en Qque son purificadas, ello no implica que en
el estroma se encuentren en tal estado. Se sahe que cambios
en la composicion del medio para lisar los cloroplastos,
altera la fraccion de enzimas que precipitan Jjunto a las
membranas tilacoides (112). eEn el presente traba.jo se
analizan las posibilidades de interaccion de la FBPasa con
estructuras supramoleculares, determinando la naturaleza de
dichas interacciones v la accion de los efectores sobre las
mismas. FPor este motivo se estudia la union de esta enzima
(modelo de enzima activada por el sistema luz-Fd-Th) a las

membranas tilacoides y las micelas de detergentes no ionicos.
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I- MODIFICACIONES QUIMICAS EN LA FBPasa

La incubacion de la forma nativa (inactiva) de la FBPasa
con un tiol, un azucar fosfato y un cation bivalente, genera
la forma activa de la enzima. La tiorredoxina del
cloroplasto, los solventes orgdnicos Yy los aniones
caotropicos contribuyen a la estimulacion de la actividad
especifica disdinuyendo el AoS (constante cinéetica de
activacion) para azucares bisfosfatos. Contrariamente, la
fase catalitica no es modificada por 1la tiorredoxina y es
inhibida por los solventes organicos y los aniones
caotrapicos (34,64,65,142). Exberimentos efectuados
previamente en el laboratorio, demostraron que el patraon de
elucien en columnas de filtracien por geles de la FBPasa
activada -en presencia de DIT, FBP, Ca2* y alternativamente
Th, 2-propanol o6 tricloroacetato- no varia con respecto a la
enzima nativa (34,65,142). Esto indica que no ocurren cambios
en el peso molecular de la enzima (disociacion) durante dicha
activacion. Al no ser modificada la estructura cuaternaria de
la FBPasa por dichos tratamientos, la reactividad de las
cadenas laterales de aminoacidos a reactivos especificos de
grupo constituye wuna metodologia sensible para detectar
modificaciones en la conformacion de la proteina. La
existencia de una reactividad diferente a los modificadores
quimicos indicaria la posibilidad de distintas conformaciones
dependientes de ]a forma de activacion utilizada. Con este

proposito se anailizaron reactivos especificos de grupos
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carboxilo -Reactivo K de Wnodward (RKW) - y de grupos
histidilo -dietilpirocarbonato (DFPC) - para el analisis
estructural y cinetico de las diferentes vias de activacian
de la FBPasa (19,109,157).

La reactividad de estos grupos (carboxilo e histidilo)
no fue analizados anteriormente en esta enzima. La atencion
se diriqio principalmente a los grupos -SH puesto que suigen
de la reduccion de uniones -S-5- durante la activaciadn por la
luz. (9,27,122).

La actividad de la FBFasa, por ser una enzima
histereética, puede determinarse por ensayo en dos etapas o,
alternativamente en una sola etapa (ver procedimientos
experimentales). El ensayo en dos etapas se efectua
preincubando la enzima con los mocduladores y posteriormente
determinando la actividad catalitica a bajas concentraciones
de FBP vy an*. El ensayo en una etapa, en cambio, se lleva a
cabo directamente en presencia de altas concentraciones de

FBP y Mg2*.

A—- Efecto del reactivo K de Woodward (RKW) sobre la FBPasa.

El reactivo K de Woodward (N-kEtil-S-fenilisoxazolium-3'-
sulfonato) es una sal de isoxazolium que puede reaccionar con
grupos carboxilo a temperatura amhiente y en soluciones
acuosas (173). En esas condiciones el RKW torma un enol éster
por reaccion con un grupo carboxilo, produciéndose una serie

de reacciones indicadas en ']l sigquente esquema:
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En base a estas reacciones quimicas bien establecidas,
surge la posibilidad de utilizar el RKW para el estudio de la
modificacion de grupos carboxilo en Ja FbPasa. La union RKW-
proteina produce vartaciones en el espectro de absorcion que

permiten sequir dicha reaccion espectirofotometricamente (19).

1— Andlisis cinético.
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lLLa ceterminacion

cineética del orden de inactivacion por

un inhibidor irreversible, se basa en el método descripto por

Levy (117) donde

k
E + l —— F—I

Este método no asume

la formacion de un complejo disociable

entre enzima e inhibidor, debiendo tomarse consideraciones

adicionales segun (118)

Kj
E.]

———

kap = k3 . [E.1] =

Esta ecuacion representa una bhipeérbola, donde k

k3
— = E-I

k3

K;/7011 +1

ap ©s la

constante de inactivacién aparente, K; es Jla constante de

disociacion para el

inhibidor y k3 es 1la constante de

inactivacion irreversible. En el grafico l/kap vs. 1/11) k3

es la ordenada al orijaen y K; constituye la pendiente de la

recta (93,103).

La incubacion de

la FBPasa nativa con RKW disminuye la

capacidad de 1la enzima para hidrolizar 1la fructosa 1,é-

bisfosfato, medida a

(ensayo en una etapa)

altas concentraciones de FHF y MgS‘

(figura 12a). Dicha disminucion de 1la

actividad sique una cinética de seudoprimer orden ya que la

concentracion del inhibidor esta en excesc con respecto a la

enzima. Esto ocurre durante los primeros 100 segundos, Juego

de los cuales la

hidrolisis rdpida del

inactivacien se detiene debido a la

reactivo al pH del ensayo (116).
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Figura 12. Inactivacion de la FBPasa por el RKW. l.a enzima
{10ug) fue tratada con RKW a 23° C en 0.25 ml de 0.1 M MOPS-NaOH
pH 7.8. A los tiempos indicados se tomaron alicuotas de 0.025 mi
y se midio la actividad remanente a altas concentraciones de
Mqa+ y FBP (ver procedimientos experimentales). Actividad
control: 10.0 pmol Pi.min"!.mg prot~!

La constante de inactivacion aparente (kap) estimada de las
pendientes de la fiqura 12a, muestra una dependencia
hiperboelica de la concentracien de RKW (fiqura 12h). Este
resultado es indicativo de un proceso de union reversible
entre el 1inhibidor y 1la enzima, previo a la inactivacioén
irreversible (29,93)

K, k3
{FBPasa) + RKW — _ » (FBPasa) RKkW 5 FBPasa—RKW

donde FBPasa se refiere a la forma nativa de la enzima, K; es
la constante de disociacion del comple. o enzima-reactivo y kg3

es la constante de velocidad de la i1nactivacion irreversible.
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Los valores de K, y de k3 son 30 mM y J.6x 1078 sgeg™!,
tomados respectivamente de la pendiente y la ordenada al
origen del grafico de l/kap vS. 1/L11) (figura 1h) .,
Resul tados similares se obtienen cuando la actividad
remanente de la FBPasa -lueqo del tratamiento con RKW- se
mide activando la enzima con los moduladores y midiendo lueqo
la actividad catalitica (ensayo en dos etapas). Estos
resul tados se muestran en la figura 3. indicando que el RKW

reacciona con la forma nativa de la enzima, lo que impide su

T v T T I
Woodward’s Reagent K
{mM)
»
~ 100 o o— = 0
]
€ 75 7
g
i TR J S Sy
3
z R T - 6
4
g 25 — .
g Tl e 12
-
) t { |
0 1 2 3 4 5
Tiempo (min)

Figura 13. Inactivacion de }a FBPasa por RKW. Se procede del
aismo modo que la tiqura 12 y la actividad remanente se wmide en
dos etapas como se indica en procedimientos experimentales.
Actividad control: 10.0 wmol Pi.min !,ma prot !

posterior activacion y en consecuencia su capacidad

catalitice.

2- Proteccion de la inhibicion po'r activaciéen de la enzima
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Para determinar el efecto de la proteccion poi
moduladores a la inactivacion mediada por wmodificacion

quimica (RKW), se procede sequn el siquiente esquema:

Contraol
tiespo
30 min variable CcO ain 2 ain
i } — + |
buffer reactivo activacion catdlisis
Activada
tieapo
30 min variable 20 ain 2 ain
L l J| 1 ]
. . { . | R L A
incubacion reactivo activacion catdlisis
con ’
soduladores

Si la enzima es activada incubando con DTT, FBP y CaS* y

alternativamente tiorredoxina, tricloroacetato ¢ 2-propanol,

- 1 T
f 100 Thioredoxin i
Q ®
*‘-:’ 75 2-Propanol .
2 Trichloroacetale
@ s0r _
QU
[+ 4
h=]
n
225
5 -
oy
ﬁ Control
(-9
o
Q
- 1 1
0 1 2

Tiempo (min)

Figura 14. Efecto de 1la activacion de la FBPasa sobre 1la
inactivacion por HKW. l.a enzima (10ug) se incuba a 23° ( por J0
min en 0.22 ml de MIPS-NaOH pH 7.8 solamente (control) o
conteniendo las mezclas de activacien de [h, @2-propanol o
tricloroacetato. Lueqo se trata ron RKW (4 wM) y, a los tiempos
indicados, se -toman alicuotas (e 0.085 ml y se ensaya la
actividad remanente en dos etapas con Ja respectiva wmezcla de
activacion como se indica en proc. exp.. #ctividad control: Q.0
Hmo 1 Pi.min~!.maq prc:»t:"J



se obtiene una proteccién a la inactivacien por el RKW
(figura 14). Lueqo de incubar 2 minutos con el reactivo
especifico de carboxilos, la actividad especifica de las
formas activas decae un 20%, mientras que la inactivacion de
la forma nativa es de 80%

Estos resultados indican que las formas, generadas por
activacian via tiorredoxina, cosolventes o aniones
caotropicos, muestran una respuesta similar al RKW, la cual

difiere de la observada con la forma nativa.

3- Andlisis estructurales. Espectrofotometria Uv

La modificacion de los grupos carboxilo en las proteinas
puede ser determinada espectrofotométricamente por un aumento
de la absorbancia a 278 y 343 nm, correspondiendo el pico de
278 nm a la forma enol-éster (19,120). E]1 espectro de
absorcien de la FBPasa nativa tratada con RKW muestra dos
picos positivos a 278 y 343 nm cuya relacioen de absorbancias
(Ap78nm: A343nm) es 2.1 (figura 15). Por otra parte, si se
trata a la FBPasa activada con el RKW, 1la relacion de
absorbancias es mayor de 4. Esta relacion da una estimacion
del grado de modificacion quimica pero no puede ser utilizada
para determinaciones cuantitativas de union del reactivo,
debido a la formaciéon lenta del derivado imido, el cual es
producto del rearreglo del enol-éster en medio basico vy

muestra un maximo de absorcien a 242 nm (19). Sin embarqo, en
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base a estudios con otras proteinas, se puede inferir que

variaciones considerables de estos valores, indican que el

T T 1 T
min
0
20 A A: 005
L]
-y
E 120
n
a
g
360
baseline
| ] 1 1
340 360

Longitud de onda (na)

Fiqura 13. Efecto del RKW sobre el espectro de absorcion de la
FBPasa. La enzima (150 nuq) se incubo a 23°C por 30 min en 0.2 ml
de Hepes-NaOH pH B.1 (nativa) o en el mismo buffer conteniendo
la mezcla de activacion por tricloroacetato (activada). Lueqo se
agregoe Ipg de RKW, se incubé 10 min, se filtre por Bio-Gel P, (I
x40 cm) y se determino e! espectro de absorcien segun proc. exp.

grado de modificacion por el RKW de la forma nativa de la
FBPasa es mayor qQque el de la forma activada.

Los compuestos nucleofilicos -por ejemplo hidroxilamina
(NHoUH) , eéster etilico de la glicina, metoxamina- tienen la
capacidad de desplazar el RKW unido a las proteinas,
eliminando las diferencias espectrales (19,120,43) . RPara
confirmar la presencia de grupos carboxilo reactivos en la
FBPasa., la enzimg nativa es tratada primero con 6.3mM RKW
hasta completar la reaccion, para lueqo ser tratada con el

éster etilico de la glicina (0.4M). Como se muestra en la
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figura 16, el aumento de absorbancia debido a la modificacien
por RKW disminuye lentamente luego del agregado de]

nuclesfilo. Pasadas las 3 horas, la absorbancia a 343nm es la

0.3 .

T

0.2

native

Absarbancia

0.1F "\

—m———
-

-
Sew
-
YRy

270 350 230

Longitud de anda (nm)

Figura 16. Espectro diferencial de absorcién de Ja FBPasa
tratada con RKW, Juego del agregado del etil ester de la
glicina. Se agregaron 0.8 ml de solucien en las diferentes
posiciones. En "muestra”, 100ug de enzima, I100umol de Mops-NaOH
pH 7.8 y Sumol de RKW en una celda y el mismo buffer como unico
agregado en la otra. En "referencia”, la enzima en una celda vy
el RKW en la otra, ambos en Mops-NaOH. l.0s espectros fueron
registrados a los tiempos indicados !luego del agregado de 0.2 ml
de 0.2M etil eéster de glicina. (ver detalles en proc. exp.).
mitad del valor madximo inicial. Finalmente las absorbancias
en la region de 340 nm se aproximan a la linea de base seaun
lo esperado para el desplazamiento nucleofililico (38).
No obstante, se determino que el desplazamiento del RKW
por el éster etilico de la glicina no permite recuperar la
actividad catalitica de la FBPasa. Por este motivo, la

reversion del espectro no estda acomparnada de la recuperacion

de la actividad. Esta ausencia de reversion puede deberse a:

68



(i) que los grupos -CNOH modificados -involucrados en la

actividad—- sufran un rearreqlo a la forma imido que no puede

ser desplazada por tratamiento con el nucleofilo (ver

formulas), o bien (ii) que el desplazamiento nucleofilico de

lugar a un cambio conformacional en la enzima. En relacioen a

esta modificacion en la estructura terciaria, es de destacar

que altas concentraciones del ester etilico de la glicina

(1M) impiden la activacian ge la enzima.

B- Efecto del dietilpirocarbonato (DEPC) sobre la FBPasa.

Il
v/\m (CaHstic0) 20 N/\N—C—meHs I

\\ / \\ / (230-250 na)
Prot Prot
Histidilo
(Catis0C0) 20
0
I |
HsCp0—C—N N—C—0Catlg
Prot 11
(220-240 nm)

El dietilpirocarbonato (DEPC) reacciona principalmente

con residuos de histidilo de las proteinas dando derivados N-

carbetoxilados (o N-etoxiformilados), seaun se muestra en la

ecuacien y su hidrolisis ocurre segun:

pH neutro
(CaoHs0CD) 0 + HpO —_—p & Clip v 2 CoHsOH

DEPC Etanol

Esta reaccioéon puede ser seqguida espectrofotométricamente pues

genera un cromoforo que presenta un maximo de absorbancia e~n
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la region de 230 a 250 nm. El1 numero de residuos modificados

puede ser determinado utilizando el coeficiente de extincidn

molar €p40 am = 3200 M~l. cm™l (157). El DEPC puede tambien
reaccionar con residuos de tirosilo, dando derivados QO
carbetoxilados, Que progucen una disminucion de la

absorbancia con un minimo en la reqidén de 275 a 280 nm (€39
am = 1310 M~ l.em™!). Al iqual que el RKW, la unién DEPC-

histidilo o DEPC-tirosilo puede ser desplazada por un

nucleofilo como NHaUH (esquema).

1- Analisis cinético.

La forma activa de la FBPasa se obtiene incubando la
forma nativa con 1os moduladores en buffer Tris~HCl. Sin
embargo, en los ensayos con DEFPC se utiliza el buffer MAIFS-
NaOH en reemplazo del Tris, ya que este ultimo reacciona con
el DEPC. Esta modificacion experimental condujo al analisis
de los efectos que la misma poseeria sobre la activacion
enzimatica. En la tabla |V se observae que la activacidon en
presencia de buffers anionicos es menor que la obtenida en
presencia del TIris. Las causas de este fenomeno experimental
no fueron analizadas.

Tabla IV. Activacion de FBPasa en diferentes
huffers aniaonicos

Buffer ' Actividad (%)
Tris-HC] pH 7.9 100
Mops—-NaOH pH 7.8 45
Tricina-NaOH pH 8.4 33
HEPES-NaUH pH 7.9 40
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Con el fin de determinar la sensibilidad de la FBPasa a
reactivos especificos para grupos histidilo, la forma nativa
de la enzima se incuba en buffer MOPS-NaOH pH 7.8 con DEPC vy
luego se transfiere a una soluciéon que contiene DTT, FRP,
cac* Y TCA en Tris-HCL a pH 7.9, para su activacidn vy
posterior ensayo de la actividad. La 1inactivacion de la
enzima por el DEPC a pH 7.8 y 23°C depende del tiempo y de Ja
concentracion del modificador quimico (figqura 17a). Durante
los primeros 2 minﬁtos_ de incubacion, la reaccion de la
FBPasa nativa con DNDEPC sigue wuna cinética de seudoprimer
orden; en tiempos mas prolongados se produce una desviacion
de la linealidad debido a la inestabilidad del reactivo a ptl

7.8. En cambio, la actividad permanece inalterada si se omite

el DEPC.

T T T T T I { 1] 1
; A DEPC T
- {(mM)
£ 100 o o—0 160

5.2 )

8 75} 7.5 - -'E
g 10 -
= 440 -
g 50' 21 -
: X 1§
2 X
Y Th a2 120
L 25} 4
g §

1 1 1 1 1 1 1 1 [

0 1 2 3 4 0 0.1 0.2 0

Tiempo (min) (pePc)~! (at~1)

Figura 17. [nactivacion de la FBPasa por DEPC. | a enzima (10unq)
se incubo con e! DEPC en 0.25 ml a 23° con Mops—-NaOH pH 7.8. A
los tiempos indicados, se tomaron alicuotas de 0.085 ml y se
ensayoe la actividad en dos etapas como se detalla en proc. exp..
Actividad control: 16,0 umol Pi.min!.mq prcﬂ:"'I
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Efectuando los mismos andlisis y consideraciones que en

el caso del RKW el grafico de inversas l/kap vs. 1/LDEPC] es
lineal y se obtiene una ordenada al origen finita (fiqura

17b) . Aparentemente una molécula de FBPasa reacciona

reversiblemente con una de DEPC, dando un complejo con una Kj

de SO mM~l, La constante de velocidad (kgz) para la formacién

del complejo inactivo (irreversible) es de 4.2 x 10-3 qu"

(29,93,103).

2- Proteccion de la inhibicion por activacion de la enzima.
Si la inactivacion de la FBPasa es consecuencia de 1la
reaccion del DEPC con grupos esenciales para la conversion a
su forma activa, seria pﬁobable Que al incubar la enzima con
los wmoduladores hubiera una proteccion o retardo de 1la
inactivacioen. Para el andlisis de ésta posibilidad se procede
secuencialmente de la siquiente manera (ver seccion I[-A-2):
i) se activa la FBPasa en buffer MOPS-NaOH pH 7.8, con DIT,
FBP, Ca y alternativamente Th-f, tricloroacetato o 2-
propanol; ii) se la trata con DFPC; iii) se la incuba en una
solucion de activacion similar a la de i) pero en buffer
Tris-Hcl pH7.9; }, finalmente iv) se ensaya su actividad a
bajas concentraciones de FBP vy Nqa’. En la fiqura 18 se
muestra que la actividad de la FBPasa -activada ﬁnr ICA 6 Ih-
decae un 50% por la accion del DEPC en &6 minutos; mientras
que tanto para la enzima nativa como para la activada por 2
propanol, la misﬁa inactivacion se loara en 2 minutos. ksta

diferencia en la inactivacion mediada por el DEPC suqiere que
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Figura 18. Efecto de la activacien de la FBPasa sobre la
inactivacion por NEPC. l.a enzima (10uqQ) se incuba a 23° por 30
min en O0.22 ml de MOPS-NaOH pH 7.8 <solamente (control) ¢
conteniendo las mezclas de activacien de [Th, ¢&-propanol o
tricloroacetato. Luego se trata con DLDEPC y, a Jos tiempos
indicados, se toman alicuotas de 0.025 ml y se ensaya Ja
actividad remanente en dos etapas con la respectiva mezcla de
activacion como se indica en proc. exp.. Actividad control: 10.0

Hmo ] Pi.min'l.mq prot*!

;: T T T T T
~ 100
H 7,0 T
$ 5 "
& Tratada con T
! moduladores
g sof :
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X 25F 4
"
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Figura 19. Efecto del tratamiento con DT, FBP, (af*
tricloroacetato a pH 7.0 sobre Ja inactivacion de l|a FBPasa por
DEPC. La enzima (10ngq) nativa o tratada con wmoduladores fue
incubada a 23° U con Mops-NaOH pH 7.0, y su ac:ividad remanente

se determino sequn proc.exp.. Actividad coitrol: 7.0 pmol
Pi.min"!.mg prcn:"l
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las distintas formas activas de la FBPasa pueden poseer
diferentes conformaciones.

En otros experimentos se vio que la FBPasa es inactivada
por el DEPC a pH 7.0 con un tg.,5 de 5 ming la incubacion con
los moduladores vy tricloroacetato no consiquen proteqger
contra la inactivacion (fiqura 19). Debido a que a pH7.0, los
modul adores son incapaces de estimQIar a la enzima, solamente
los cambios mediados por la tiorredoxina o tricloroacetato

que la activan a pH7.9 previenen la inactivacion por DEPC.

3~ Andlisis estructurales. Espectrofotometria diferencial al
uv.

La N-carbetoxilacién de residuos de histidina en las
proteinas, produce un aumento de absorbancia en el rango de
240 a 249 nm mientras que la O-carbetoxilacien de grupos
tirosilo disminuye la absorbancia en la reqion de 280 a 290
nm (137). En experimentos control se determino mediante el
analisis espectrgfotométrico que ni Th, ni TCA, ni e’ @2
propanol, afectan la N—carbetoxilacion de histidina libre.

El espectro diferencial en el UV de la FDBPasa nativa
tratada con DEPC a pH 7.8, muestra diferencias positivas de
absorbancia correspondientes a region de 240 a 245 nm,
mientras que entre 282 y 283 nm las diferencias fueron
neqativas (fiqura 20). §&i se utiliza el coeficiente de
extincion molar .del derivado N-carbetoxilado de histidilo
(€p42nm= 320C M l.em™l) y O-carbetoxilado de tirosilo

(€29785Am~ 1310 M’l.cm'l), se pueden calcular 7 moles de
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histidina vy 16 moles de tirosina modificados por el DEFC,

mol de FBPasa nativa a pH 7.8.

por

Absorbancia

pH 19

240

280 320

Longitud de onda (na)

Figura 20. Espectro diferencial
tratada con DEPC. En | m]l se incuba la enzima

al UV de la FBPasa a pH 7.8

(100ug) a 23° en

Mops-NaOH pH 7.8 y 7umoles de NEPC., Posteriormente se registran
los tiempos 1ndicados, como se

los espectros diferenciales a
detalla en proc. exp.

' ' 1N T
JF V- —~
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1 \
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[ OOSF_ ;’ \ -
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' ¥
]
O 1 1
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Figura 21. Etspectros diferenciales de la FBPasa nativa vy
incubaron en 0.8 m)] Ja enzima

activada tratadas con DEPC. Se
(100nq) a 23°C por 30 min en Mops-NaOH pH 7.8 solamente (nativa,

linea llena) o en presencia
tricloroacetato (activada,
trataron con DEPC (7umoles)

diferenciales sequn proc. exp..

de

linea punteada).

Y

la mezcla de activacion por
Fosteriormente se

se reqistraron los espectros
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Cuando se activa a Jla enzima con TCA previo a 1la
modificacién con DEPC, se determinan 11 histidinas y 18
tirosinas por mol de FBPasa. Si bien éstos valores podrian
ser mayores debido a la contribucion negativa de las
tirosinas O-carbetoxiladas sobre el espectro de las
histidinas N-carbetoxiladas Y viceversa, establecen
claramente diferencias de las formas nativa y activada de 1la
FBPasa en la reactividad de éstos residuos (figura 21).

Paralelamente, al realizar los espectros diferenciales a
pH 7.0, se observa que la FBPasa nativa presenta

modificaciones en la absorbancia a 242 nm solamente.

Absorbancia

240 280 320
Longitud de onda (na)

Figura 22. Espectro diferencial de la FBPasa tratada con DEPC a

pH 7.0. Se trata a la enzima en Mops-NaOll pH 7.0 y se procede
como en la fiqura 20.

Utilizando el €a4anms» Se calcula que a pH 7.0, reaccionan 5
moles de histidina por mol de enzima y no se observan cambios

en las tirosinas (280 nm) (figura 22).
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Con el proposito de correlacionar 1las modificaciones
estructurales con la perdida de actividad de la FBPasa, se
analiza la reaccion del DEPC con ambos residuos, siqQuiendo
los cambios de absorbancia a 242 y 280 nm en funcien del
tiempo. Simultdneamente, se toman alicuotas para ensayar la
actividad de FBPasa remanegte. Como se muestra en la fiqura
23, en presencia de DEPC, la N-carbetoxilacien de histidinas
es el proceso mas rapido (tp 5= 0.4 min); la inactivacioén

ocurre mas lentamente (tgp 5= 1.0 min), siendo el ultimo

‘"proceso en completarse la O-carbetoxilacion de tirosinas

(t0.5= 3.0 min).

1 T 1 1 !

T

100 A245nm 7

inactivation —

Variaciéen Porcentual

1 | ! 1 Il

0 2 . 6 10
Tieapo (min)

Figura 23. Efecto del UEPC en funcién del tiempo sobre Ja
modificacion de residuos de la FBPasa. Se incube la enzima
(100ug) a 23°C en Mops-NaOH pH 7.8 en Jas reldas muestra vy
referencia del espectrofotometro de doble haz. Luego se tratsé la
“muestra”“ con NEPC (J1lmM) y se reqgistraron las absorbancias a
245 y 280 nm a los tiempos indicados. l.a actividad remanente se
ensayélen dos etapas. Actividad control: 10.0 pmol Pi.min“l.mq
prot”

4— Desplazamiento nucleofilico de la union DEPC-enzima.
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Los derivados N- y O(O-carbetoxilados, producto de la
reaccian del DEPC con residuos histidilo Yy tirosilo
respectivamente, pueden ser desplazados por nucleofilos como
NHa0H (157). Asimismo, es conocido qQue el DEPC puede
reaccionar con qgrupos -SH, pero esta unian no puede ser
desplazada por nucleofilos (92).

En experimentos no mostrados, se oservoe que a ambos pH -
7.0 y 7.8-, el espectro diferencial de la FBPasa tratada con
DEPC es anulado, revirtiendo a la linea basal 1luego de
agregar NH0H 0.5 M., Para analizar si la reversion espectral
muestra una recuperacion de la capacidad catalitica de la
FBPasa, se la trata con DEPC y luego con NHioOH,
‘Posteriormente, se toman alicuotas para determinar la
actividad remanente en presencia de altas concentraciones de

FBP vy Mq2+. Los datos que se muestran en le fiqura 24 indican

T v ] T —I' RS
g 100 .
3
§ 1
! 60;1 -
-4
° NH,0H pH 10
L] H .
2 {
4
«® 20k ‘
4 pH 1.9

1 1 1 1 Y

0 0 2 &
Tieapo (min)

Figura 24. Efecto de la hidroxilamina sobre Ja actividad de lJa
FBPasa tratada con DFPC. L.a enzima se i1ncube con 2mM DEPC en
Mops-NaOH al pH indicado, sequn se describe en proc. exp.. Lueqo
de 10 min se agreqgaron 0.02 ml de 0.8M NHaOH-1.2M imidazol (pH
final 7.0) y se analizo la actividad enzimdtica remanente en dos
etapas. Actividad control: 10.0 umol Pi.min“ldng prot'l
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que la reversion del espectro no es reflejo de la
recuperacion de la actividad a pH 7.8. Por el contrario, en
exper imentos similares efectuados a pit 7.0, la enzima
recupera parcialmente su acfividad (40%).

C—- Conclusiones.

La actividad especifica de la FBPasa es estimulada por
DTT, FBP, Cac+ y alternativamente 1Th, cosolventes, aniones
caotroepicos vy, como se verd mas adelante, alta presion.
Lueqo, perturbantes de la estructura proteica -no
involucrados en reacciones redox— ejercen sobre la FBPasa una
activacion similar a una proteina, tiorredoxina, cuya funciaon
primaria estaba exclusivamente ligada a la reduccioen de -5-5-
a -SH (71). De esto surgen dos preguntas: i) es l1a
conformacion de ia FBPasa activada diferente a la nativa? ii)
poseen las diferentes formas activas similares
conformaciones?. Para contestar la primer pregunta, se
analizé el efecto de reactivos especificos de grupo, previo y
posterior a la activacion de la FBPasa. (Con respecto a la
segunda pregunta, se comparo la accion de modificadores
qQuimicos sobre las formas activas generadas por incubacien
con modul adores fisioloegicos (Th-F) y no fisioloegicos
(cosolventes y aniones caotrépicos).

Luego de Ja reaccieon con RKW y DEPC, se produce la
inactivacion de la FBPasé y la capacidad catalitica no puede
ser recuperada. Lé incubacien de la enzima con moduladores o

el ensayo a8 altas concentraciones de FBP y Mga* muestran que
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la enzima no es funcional. Los estudios espectrofotométricos
indican que la inactivacion de la enzima nativa por el RKW,
.se debe a la modificacien quimica de los grupos carboxilo.
Por otra parte, a pesar de que las variaciones espectrales
debidas al DEPC indican modificaciones tanto en histidinas
como en tirosinas, la N-carbetoxilacion de 1las primeras
precede la inactivaciéon, mientras que la O-carbetoxilacion de
las segundas es un proceso posterior. Consecuentemente, los
qQrupos histidilos son esenciales para la activacion
enzimdtica de la FBPasa, mientras que la modificacion de los
grupos tirosilos producen cambios espectrales durante 1la
etapa de activacion sin ser directamente responsables de 1la
inactivacien por DEPC. E]l requerimiento de histidinas en la
actividad enzimatica fue inferido de datos de secuencias de
aminodcidos que muestran dos residuos de histidina
conservados en varias FBPasas conocidas (98).

La inactivacion por RKW y DEPC puedé ser proteqida por
incubacion con Th-F o tricloroacetato, indicando que una
exposicion diferente de los residuos es la responsable de la
perdida lenta de la actividad. Por otra parte al preincubar
la enzima con ¢2-propanol, no se produce la inactivacion
mediada por RKN,'en tanto que el DEPC mantiene su efectividad
de inactivacian. Por lo tanfo, la reactividad de la forma
activa de la FBPasa al DEPC depende de la via de activacion
utilizada mientras que para RkW es indistinto. Estos
resultados indican que en la FBPase¢ activada, los moduladores

protegen a los grupos carboxilo esenciales a) para la



»
activacion enzimdtica é'b) para la catélis;s. Por otra parte
los moduladores condicionan la exposicion df grupos histidilo
esenciales. Sobre esta base se concluye que: i) la
conformacion de:la enzima activadae es diferente de la nativa

Yy 11) las diferentes formas activas poseen distintas

conformaciones.

A pH 7.0, donde el proceso de activac%dn no ocurre, los
moduladores no previenen la inactivacion por DFPC. A este pH
reaccionan solamente lpqurupos histidilo pues no se obhservan
modificaciones en -fa;ﬁé;idrx del espectro que corresponde a
las tirosinas las tiroginas. Se observab ademas que la
inactivacion de la enzima nativa es mas pronunciada a pll 7.8
que a pH 7.0. Al mismo tiempo a pH 7.8 no hay reversian del
efecto del DEPC por NHZ0H mientras fque ocurre una
recuperacion parcial a pH 7.0. Estos resultados indican una
fuerte dependencia del]l] pH en el cambio conformacional de la
FBPasa, y en consecuencia en la activacion,.

En relacion con este analisis, se’ encontro en el
laboratorio que la reaccion de FBPasa con:iodoacetamida es
independiente dé los moduladores uwtilizados (l143). Eksto se
determiné tratando 34 Ila enzima -nativa & activada por las
diferentes vias- con l"(.‘.4iodoacet:amida, realizando lueqo una
digestion triptica de la FBPasa vy analizanJ; finalmente los
fragmentos por electroforesis en geles de poliacrilamida. Se
observe, entonces, que la enzima nativa no incorpora l"C,

mientras que la forma activada si1 lo hace. Los diqeridos

triptitos de la FBPasa activada presentaban.e] mismo patron
SN
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electroforeético. En estudios preliminares se observée que los
moduladores condicionan la respuesta al cloruro de dansilo
(Hugo Labate, resultados no publicados). Es decir que se
obtienen actividades especificas similares en presencia de
Th-F o perturbantes no-fisioleqicos. Por otra parte, si bien
la reactividad de la enzima al RKW e 1iodoacetamida es
independiente del modulador utilizado, no lo es frente al

DEPC y cloruro de dansilo.

.
)
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I1- ALTA PRESION.

Los cosolventes Yy aniones caotropicos modifican la
composicion de 1la solucioen, alterando en consecuencia la
hidratacion de las proteinas; ello determina cambios en las
interacciones intramoleculares (no-covalentes). De esta
manera, el aumento de la actividad de las enzimas
regulatorias del CRPP seria producido por la modificacioen de
la cantidad de agua unida a la proteina. La alta presion
hidrostatica (APH) constituye otra aproximacioen para alterar
el estado de hidratacion de_:las proteinas (108,133). Los
efectos de la presion sobre las proteinas se pueden presentar
como cambios en la estructura terciaria y cuaternaria
implicando modificaciones en la exposicion de los grupos
reactivos, o bien como cambios en el equilibrio de reacciones
proteina-ligando. El comun denominador de estos efectos es la
alteracion que produce la APH,sobre las interacciones intra e
intermoleculares que confieren estabilidad a las
macromoléculas. Estudios realizados sobre reacciones
bioquimicas modelo sugieren qQue las interacciones ionicas vy
las hidrofobicas son las principales modificadas por la
presiéen; por el contrario, los puentes de hidrogeno son
escasamente afectados por egte perturbante (77). Estos
resul tados pueden resumirse en la tabla qQque se presenta a

continuacion
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Cambios de volusen (AV)
sentativos de reacciones

asociados con ej)emplos repre-
bioquimicas relevantes (77).

Reaccion

AV (cm3.m0l17))

Protonacion/forsacion
de par ionico

Uniones hidroageno

Hidratacion hidrofabica

Hidratacion de grupos polares

Asociacion protéica (microtubulos)
Desnaturalizacion protéica (mioglobina)

EFECTO DE LA PRESION SOBRE LAS PROTEINAS

General:

toda la sacromolécula

- ALTERACION DE
LA ESTRUCTURA

- TIPO DE EFECTO

~ DETERMINACIONES

TERCIARIA: Cambio con—
formacional {Local: dominios

CUATERNARIA: Asociacion—disociacion

Reversible
Parcialeente reversible
Irreversible

- Polarizacion de fluores-
cencia intrinseca.

- Corrimsientos espectrales

ESTRUCTURALES |- Cambios de rendimsiento
cudntico

- Variaciones en el tiempo
de vida msedia

- Estimulaciaon
CINZTICAS
- Inhibician
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En el cuadro se resumen los efectos de la APH sobre las
proteinas descriptos hasta el presente y los meéetodos de
estudio empleados (77,153, esta tesis), indicando el tipo de
efecto y el nivel al que actua dicho perturbante fisico.

Se determino, en otros estudios, que la APH induce
cambios en la estabilidad estructural de las enzimas
oligoméricas, lo que eventualmente llevaria a una disociacien
y @a la concurrente modificacion de la actividad de las mismas
(77,83,135).

El efecto de APH no fue estudiado hasta ahora en las
enzimas cloroplasticas, por lo que se busca comparar las
modificaciones -mediadas por éste perturbante fisico- sobre
las constantes cineticas afectadas por perturbantes quimicos
(cosolventes y aniones caotrépicos). Por lo tanto, se propone
analizar los efectos de APH sobre enzimas del CRPP, requladas
por el sistema Fd-Th: FBPasa, NADP-GAPD y PRK, Cuyas
actividades son estimuladas en presencia de solventes
orgadnicos o aniones caotropicos (ver introduccioéon, seccion
VI). En forma paralela en estos estudios, se ensaya el efecto
de la presion sobre la RuBisCO. La actividad de esta enzima
no es modulada por la Th (75) y se descaonoce el efecto de los
perturbantes quimicos (solventes organicos Y aniones
caotropicos) sobre la activacion de esta enzima. De esta
manera, el anadlisis de la RuBisCO resulta relevante como
control en estos experimentos por: 1) no estar regulada por
el sistema Fd-Ih, 11) encontrarse en el estroma del

cloroplasto v i1ii) pertenecer al CRPP.
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Los estudios realizados anteriormente sobre la accion de
APH en la actividad de enzimas fueron efectuados teniendo en
cuenta una sola etapa como componente de la actividacd
enzimatica; siendo ésto valido solo en el caso de enzimas que
Nno son regulatorias (o histereticas). Para estudiar los
efectos cineticos de APH sobre las enzimas cloraplédsticas, se
.analizan separadamente lps dos etapas de la reaccien de las
enzimas histeréticas: ac%ivacién % catalisis. Es de destacar
Que asi se estudiaron, previamente, los efectos de otro
perturbante fisico, la temperatura, donde los graficos de
Arrhenius fueron curvados para la activacién y lineales pars

la catdlisis (34,159).

A- Fructosa-l,6-bisfosfatasa.

Al incubar la FBPasa en presencia de DTT, FBP y CaZ* e
incrementar la presion hidrostadtica, se observa la actividad

de la enzima aumenta hasta llegar a un maximo a 70-100 bar. A

presiones mayores -supraoptimas—- su actividad comienza a

Tabla V. Requerimientos de la activacien por presion

Moduladores (a 80 bar) Actividad (%)
DTT, FBP,Ca* 100
DTT, FBP 11
DT, Cal* 5
FBP, Cac* 8

Actividad control:5.0 umol Pi.min"l.mq prot—!.
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disminuir (figura 25). En experimentos control se observe que
la activacion mediada por APH es estrictamente dependiente de

DYT, FBP y Ca®*, como se indica en la tabla V

100» l l 4
z 7Sk :
2] P
Q fatalisis
<
~ S0t 4
2
3
=2
>
Z a5} Activacien |
&

1 1 1 1
o] 500 1000 1500 2000

Presion (bar)

Figqura 25. Efecto de la presion sobre la activacion y catdlisis
de la FBPasa. Activacion: Ja enzima (20uq) fue incubada a <3°C
en 0.2 ml de una solucion que contenia (en pmoles): Tris-HC]1 pH
7.9, 103 DTT, 1.0; FBP, 0.24; CaClp, 0.01. luego de 10 min, Ja
presion se libero y la actividad se ensayo en dos etapas como se
indica en proc. exp. (Catdlisis: 20ug de enzima se incubaron en
0.1 ml de mezcla de activacion &Z-propano! por 10 min. A
continuacioen, se inyectaron 0.9 ml de mezcla de catalisis y se
introdujo en la bomba de presion. luego de S min, se libero Ja
presion y se determino inmediatamente el P; liberado segun proc.
exp.. Actividad control: 5.0 wmol Pi.min"!.mq prot~!

Resulta importante el estudio de la reversibilidad de)
efecto de APH debido a qué los efectos desgriptos sobre las
enzimas oliqomeéricas, 50N de tipo revérsible: a altas
presiones las enzimas se disocian cdn perdida de su actividad

catalitica pero al retornar a la presion atmosfeérica la

recupera. Para analizar este efecto. se incrementa la
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actividad especifica de la FBPasa aplicando alta presion vy
retornando inmediatamente 3 la presion atmosfeéricasa. Se
determina 1a actividad de la enzima tomando alicuotas a
diferentes tiempos. A tiempo cero (retorno a la presion
atmosfeérica) se obtiene un valor de 4.6 pmol Pi. min".mg
prot~! que aumenta 2 veces si la incubacion se extiende por
60 min; la enzima control, que no fue expuesta a AFH, aumenta
6 veces en el mismo periodo debido a la activacion lenta en
presencia de DIT, FDP vy Caa*; no obstante, la actividad

especifica es menor (fiqura 26).

140 bar

1 bar

10 ]

Actividad FBPasa
(pmol Pi.mg prot'l.nin-')

1 1 1

(o) 20 40 60
Tiempo post-presion (min)

Figura 26. ~Activacion irreversible de la FBPasa mediada por alta
presion. Se procedio de la misma manera que la figura Z5, pero
se incubo a 140 bar y se tomaron alicuotas a los tiempos
indicados lueqo de liberar la presion. La actividad se determino
lueqo con la mezcla de catdlisis del ensayo en dos etapas (ver
proc. exp.). En la curva control (! bar) no se aplicé presion y
se determino la actividad de la misma manera.
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Actividad FBPasa

Se observa que la enzima no solo no retorna a su valor basal
de actividad, sino que ésta sique aumentando. kstos datos
indican que la presion no modifica el equilibrio entre las
formas activa e inactiva de la FBPasa; aparentemente aumenta
la velocidad con la que se produce la conversion.

El andlisis del efecto de APH sobre la catdlisis muestra
qQque presiones menores a 700 bar estimulan este proceso
levemente, mientras que a valores mayores, el efecto es
claramente inhibitorio (figura.ES).

En los estudios realizados con Th, cosolventes y aniones
caotropicos sobre la FBPasa, el efecto estimulatorio tiene su
origen en una disminucion del Agpg, 5 para FBP, permaneciendo

sin modificaciones el Ap g para el Ca2* (34,65,142). Con el

T T T T T T T T T T
a b
-— 30 ™~ L o
T
£ 100 bar 100 bar
[ ]
T
-
s 2o} .
b
Q.
? ! bar 1 bar
=
- lof s
i
Q 1 1 I A 1 1 1 1 i 1

-0.8 0.4 0 0.4 0.8 -2.0 -1.5 1.0 1.5 2.0
log [FBP1 (a) log (Ca2*]1 (aM)

Fiqura 27. Efecto de la presion sobre la activacion de la FBPasa
mediada por FBP.y Ca€'. La FBPasa (20uq) fue 1ncubada como se
indica en la figura 25 (activacien), a las concentraciones de
Cac* y FBP indicadas. Para los controles (1 bar) se procede de
la misma manera pero sin aplicar la presion.
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objeto de determinar el Agp 5 de un modulador, se incuba a la
enzima con concentraciones crecientes de dicho compuesto,
manteniendo constante las concentraciones de los otros
moduladores. Lueqgo, se determina la actividad catalitica en
presencia de bajas concentraciones de FBP vy Mga+.

En la figura 27, se observa una disminucion del Ag. g5
para FBP de 1.5 mM a 0.3 mM al incrementar la presion de 1 a

100 bar. Por otra parte, variaciones similares de presioen no

producen modificacién del Ag.s5 para CaC*.

B- Gliceraldehido—-3P-deshidrogenasa.

ta NADP-GAPD es una enzima multimérica de peso molecular

Actividad NADP-GAPD Relativa

(o} 200 1000 13500 2000
Presion (bar)

Figura 28. Efecto de la presion sobre la activacion de la GAPD
(reduccion de piridin nucleotido). La NAD(P)-GAPD (40ug) se
incubo a las presiones indicadas en 0.2 ml de v.IM Iris-HC]l pH
7.9. Luego de S min, se tomo una alicuota y se inyects en la
solucion para el ensayo de activijad -reduccien de NAD(P)-
descripto en proc. exp..
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600000, que interviene en la fase reductiva del CRPP. En 1la
reduccion del gliceraldehido 3-P actuan tanto e! NADP como el
NAD ; 1a reaccion en la que participa el NADP constituye la
actividad funcional en el cloroplasto y estd regulada por la
luz (160).

Al someter a esta enzima a presiones mayores que 700
bar, la actividad NADP-dependiente en el sentido de la reduc-
cion (oxidaciéen de piridin nuclesdtide) aumenta & veces,en
tanto que la actividad ligada al NAD, permanece inalterada
(figura 28).

En el sentido opuesto -reduccién de piridin nucleoctido-
se observa un resultado similar: la actividad dependiente del

NADP es incrementada por Jla presion mientras que la ligada al

NAD no se modifica (fiqura 29). Resulta importante destacar
i | |
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Figura 29. Efecto de la presion sobre la activacioen de la GAPD
(oxidacion de piridin nucleotido). Se incubo Ja enzima como en
la figura 28 y la actividad -oxidacion de NAD(P)- se determine
sSeqQun proc. exp..
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que la activacion por APH, al iqual que por metabolitos,
cosolventes y aniones caotropicos, no requiere la presencia
de un reductor (DTT) (171).

Para estudiar la reversibilidad del efecto, se procede
igual que con la FBPasa. Primero se somete la enzima a3 alta
presion y lueqo se libera la presion; se analiza, lueqgo, la
actividad de la enzima a distintos tiempos. Esta se mantiene

sin modificaciones en los primeros minutos, pero a diferencia

0.5}
)
(S
vl
g.
y 0.3} 1200 bar
14
sd
i
d
0.1}
1 1 1 1
0 30 &0 90 120

I iempo post—presion (min)
Fiqura 30. Actividad NADP de la GAPD luego de la activacion por
presion. Se incubo la enzima como se indica en la fiqura 28; al
liberar la presion, se tomaron alicuotas a los tiempos indicados
para determinar la actividad GAPD.
con la FBPasa decae un 30% lueqo de &2 horas de incubacion a
presion atmosferica (figqura 30).

En la sactivacion de esta enzima i1n vitro participan

varios moduladores; el A, 5 para un metabolito (primario) es

modificado por: i) un sequndo metabolito, ii) Th reducida ¢
iii) un cambio en le composicien del medio por incorporacion
2



de un solvente orgdnico o un anien caotropico (168,171). Este

fenomeno se conoce con el nombre de histieresis concertada;

afecta la actividad NADP- y no se observa para la actividad

NAD-dependiente.

Estudios previos determinaron que la NADP-GAPD es

estimulada por metabolitos presentes en los cloroplastos

(ATP, NADPH, Pi, 1,3 dilPG) vy Th, cosolventes o aniones

caotropicos (160,166,168). Con el fin de analizar el efecto

de la APH sobre el mecanismo de activacien concertada, se

incuba a la enzima con los moduladores y se incrementa 1la

presion, determinandose luego la actividad catalitica a

presion atmosférica. Como se observa en la fiqura 31, cuanda

{ | | 1 I
0.6
I bar
5: >
1
£
%.' 0.4} ]
315
> 1200 bar
29 o2 .
&
345 bar
1 —J 1 | |
(0] 40 80 120 160 200

[P;] (mM)

Figura 31. Inactivacion concertada de la NADP-GAPD mediada por
la presion y el P;. La enzima (40ng) se incube bajo presion como
se indica en la figura 28, en presencia de las concentraciones
de Py indicadas. Luego de S min se deternino la

actividad.
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la GAPD es incubada con O0.!1M Pi -a presion atmosférica-, la
actividad NADP- dependiente aumenta &6 veces. Sin embargo, ‘al
incubar la enzima por 35 minutos a 350 6 1200 bar, la
actividad especifica decae a valores basales a medida que
aumenta la concentracion de Pi. Se ébtienen resul tados
similares cuando se analiza el efecto concertado de AFH vy

otro modulador de la enzima, el ATP (fiqura 32).

J

1 bar

7 | r Y

W 345 bar

1 1 I 1 l

0 2 4 6 8 10
[ATP] (mM)

-

Actividad NADP-GAFD Relativa
w

Figura 32. Inactivacien concertada de la NADF-GAPD mediada por
la presian y el AIP. Se procede de la misma manera que la figura
31 en presencia de las concentraciones de ATP indicadas.

Estos resultados difieren respecto de los obtenidos con
moduladores fisioleqQicos -Th—- & quimicos ~cosolventes vy
aniones caotroépicos-. Los mismos, en presencia de
metabolitos, activan en forma concertada a la NADP-GAPD.

El estud:o del efecto de APH sobre la fase catalitica nn
puede ser llevado a cabo en el sentido de la oxidacion del

NADPH, debidc a que en este proceso participa una enzima
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auxiliar -fosfoglicerato Quinasa- necesaria para la
generacion del sustrato (1,3-diPGA). Este aspecto complica el
andlisis por cuanto la accion de APH se ejerce
simul tdneamente sobre las dos enzimas. Este inconveniente se
evita analizando dicho efecto en el sentido de la reduccion
del NADP, donde no se utiliza enzima auxiliar. En la fiqura

33 se compara el efecto de APH sobre la activacion y la

9
-

Activacian

5

Actividad NADP-GAPD Relativa
w

Catalisis
1 1 1
o 500 1000 1500

Presion (bar)
Figura 33. Efecto de la presion sobre la catdlisis de la GAPD en
el sentido oxidativo (reduccion de NADP). (omparacien con el
efecto sobre la activacion. La enzima (40uq) se incubé con la
mezcla de «catdlisis-oxidacion (arseniato y NADP), como se
detalla en proc. exp.
catalisis de la NADP-G3APD medidas ern el sentido oxidativo

(reduccion del NAD).

C-- Faosforribuloquinasa y ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa

PRK y RuBisCO son dos enzimas caracteristicas de
organismos autotroficos y difieren en sus mecanismos de

requlacion (106,162). La actividad especifica de PRK de

95



cloroplastos de plantas superiores es estimulada por
moduladaores fisiolégicos (sistema Fd-Th) vy no fisiolaegicos
(cosolventes) (162,166). Por el contrario, RuBisCO es
estimulada por metabolitos -COp vy Mqa*— y no es modificada
por la Th (75).

La actividad especifica de PRK aumenta progresivamente

al incrementar la presion hasta 1400 bar. Aun a 2000 bar -la

si
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Presion (bar)
Figura 34. Efecto de 1la presien sobre la activacisén de 1la
fosforribuloquinasa. Se incubaron 40ug de la enzima en 0.2 ml de
0.1M Tris-HC]l pH 7.9 y 2 mM DTT. Luego de 5 min a las presiones
indicadas, se tomaron alicuotas para la determinacion de la
actividad PRK (ver proc. exp.).
maxima presion Qque se puede obtener con el aparato-, la
enzima mantiene una alta actividad especifica (figura 34).
Sin embarqgo, del mismo modo Qque con la NADP-GAPD, la
interpretacion del efecto de APH sobre la fase catalitica de

ésta enzima se hace extremadamente complicada, ya que tanto

para la generacion del sustrato (Ru-5SP) como para la
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@atimacion del producto (ADP), resulta necesaria la presencia
de enzimas auxiliares.

Cuando se analiza el efecto de APH sohre RuBisCO, se
observa una disminucien del 50% al aplicarse una presion de
SO bar a la solucion (figura 35). k1l incremento en las
concentraciones de HCOgz™ vy qu* (activadores de |la enzima)

hasta 10 y 20 mM respectivamente, no evitan la inactivacion

mediada por ARI.

100
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Actividad RuBisCo (X)
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Figura 33. Efecto de la presion sobre la activacion de la
RuBisCO. La enzima (2B0ug) se incube en 0.2 ml de buffer Bicina-
KOH pH 8.0, en presencia de 2 aM DTT y las concentraciones de
MgSt y ICNy de la figura. Luego de 10 ain a las presiones
indicadas, se determino la actividad sequn proc. exp..

El efecto de los aniones caotropicos y los solventes
organicos sobre la RuBisCO nno habia sifdJo determinado
previamente. Al no estar afectada ests enzima por h y ser
inhibida por APH, se desaeuv saber el efacto de estos

perturbantes quimicos 3jue activan otras enzimas requlatorias

del CRPP. Esta accion e ensayo en presencia «de los efectores
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requeridos para su activacion: Mg2*+ COp (HCO3™). EN la
figura 36 se observa el efecto de un anién caotropico
(tricloroacetato) y el dé un anion cosmotrédpico (sulfato) en
la fase de activacion (152). El primero posee un marcado
efecto inhibitorio, mientras que el sequndo es menos

pronunciado.

g

8

3

Actividad RuBisCo (X)
g

3

o 0.2 0.4 0.6
(Sall (mM)

Figura 36. Efecto de aniones sobre la activacion de la KuBisCO.
La enzima (2B0ug) se incubo en 0.2 ml de Hicina-NaQOH pH 8.0 en
presencia de NaCO3zH «10mM), ™MgClg (@0mM), DTT (2.3mM) vy las
concentraciones de sales indicadas. Luego de 20 min se determineé
la actividad de RuBisCO como se explica en proc. exp..
Aunque no se muestra, si se agrega &Z-propanol en
concentraciones crecientes a3 la mezcla de activacion, se
observa que éste no ejerce efecto sobre RuBisCO a baias

concentraciones del cosolvente <(hasta 10%), y precipita la

enzima a concentraciones mavores.

98



D- Conclusiones

La APH estimula la actividad especifica de las enzimas
regulatorias del CBC para la asimilacion fotosintética de
COp. Este efecto de APH (estimulacion o inhibicien) es
ejercido sobre la etapa de activacien. Cuando se analiza la
fase catalitica se observa un efecto inhibitorio en el caso
de la FBPasa y no se observa de efecto en el caso de la NADP-
GAPD (reduccion del NADP, figura 33).

Los datos aqui presentados indican que el aumento de 1la
actividad por APH no estad restringido a enzimas monomeéricas
(119). Un hecho significativo distinque los cambios aqui
observados de otras enzimas reportadas: las modificaciones
reversibles de la estructura cuaternaria de las proteinas por
APH no pueden ser las responsables de la activacion de las
enzimas, ya que la actividad especifica no revierte a valores
iniciales luego de la liberacion de la presion. Estos
resul tados contrastan con la enzima enolasa, la cual sufre
una disociacion reversible (117). Por otra parte difieren
también de estudios reportados que afirman qQue la presion
ejerce un efecto inhibitorio sobre las enzimas multiméricas
por causa de disociacion (83).

La accion de la presion esta relacionada con la cineticea

de una reaccion mediante la siqQuiente ecuacion:

d In k - AV

d p RT
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donde k es la constante de velocidad a la presion p vy AV“ es
el volumen de activacion, que representa la diferencia entre
el volumen del estado de transicion y el estado inicial.
Teniendo en cuenta el principio de Braun-Le Chatelier, una
variacion positiva del volumen de activacion lleva a una
disminucion en la velocidad de la reaccion. De manera que el
aumento que hemos observado en la actividad correlaciona con
una disminucion deal AV”.

Datos disponibles indican que la hidratacieéen hidrofobica
constituye la reaccion con el AV" mas negativo, mientras que
un AVH¥ altamente positivo es caracteristico de formacisn de
pares lJonicos (77,108,153). Por otra parte, de 1los datos
acumulados en el laboratorio, resuita evidente que las
interacciones 11nvolucradas en la conversion de las enzimas
cloropldsticas de un estado a otro con diferentes propiedades
cineticas, difieren de las del proceso de catdlisis.

En particular, la accion de AFH sobre el proceso de
activacion de la FBPasa es semejante a la de Th, cosolventes
y aniones caotropicos. Aparentemente en dicho proceso, los
moduladores no fisiologicos -actuando en conjunto con DIT,
FBP y Ca®*- disminuyen la esfera de hidratacion (modificacien
del agua unida) alrededor de los grupos expuestos en la forma
activa de la FBPasa.

Durante 1la formacio:j del compleio activo FBPasa~-FBP en
el proceso de ac'tivacion. uNne o0 mas QqQirupns polares en la

superficie de la enzima pueden aumentar su exposicion al
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agua, conduciendo a8 una reduccion del ‘AV”. En este caso. los
moduladores no fisiologicos disminuyen l1a hidratacion de
estos qrupos; por lo tanto, la magnitud del z;vﬂ seria
menor, con la concurrente disminucion de la velocidad de la
reaccion (54,96).

Al igual que los moduladores Quimicos -aniones
caotropicos, cosolventes—- el efecto cinetico de AFH sobre 1la
FBPasa se origina en wuna disminuciéen del Ag. 5 para FBP,
requiriendo la presencia de un reductor (DTT) vy Ca2*. Existe
luego wuna similitud en 1a accion de los moduladores no-
fisioldégicos sobre la FBPasa.

A diferencia de esta enzima, la NADP-GAPD presenta
frente a APH un comportamiento distinto al observado con 1la
Th v Jlos moduladores no-fisiologicos (perturbantes qQuimicos).
Ademds existe otra diferencia importante y es que no requiere

ningun modulador para su activacion por AFH -constituyendo lsa

APH un modulador primario-. Este efecto es especifico -en
ambos sentidos, oxidacioen vy reduccion- para el sustrato
funcional en el CRPP: NADP(H)3; en cambio, la actividad
asociada a NAD(H), permanece invariable en presencia de los

cosolventes, aniones caotropicos o AMFH, cuando eéstos actuan
como moduladores primarios. Sin embarqQo la aparente similitud
de APH con Jos moduladores no-fisioleqicos no se cumple al
analizar su efecto sobre la GAPD en piesencia de un sequndo
modulador. La diferencia fundamental reside en que la AFH no

aunenta la actividad reduciendo el A, g para los moduladores
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de esta enzima (ATP, P1) S1N0 que inhibe el efecto
estimulatorio de estos metabolitos (figquras 31 y 32).

For otra parte, la PRK requiere solo DTT para su
activacioen por APH al iqual que 1la activacien por [Ih vy
cosolventes. Su actividad permanece elevada aun al aplicar
las presiones mas altas

En contraste con lo observado para las enzimas reguladas
por el sistema Fd-Th, la RuBisCO es 1inactivada rapidamente
por APH. Del mismo modo, su actividad es disminuida por
cosolventes y aniones caotrépicos aun en presencia de sus
moduladores, HCO3™ v Mg+,

De lo visto hasta ahora se concluve que:

- la estimulacion de la actividad especifica por perturbantes
fisicos (presion, temperatura) vy quimicos (cosolventes vy
aniones caotropicos) estd limitado a enzimas requliadas por el
sistema Fd-Th

- existen diferencias en las tres enzimas del sistema +d-Th
en cuanto a su requerimiento de reductor (DTT): 1la FBPasa
rgquiere DITT y FBP vy Ca€*., la PRK solo reductor y la NADP-
GAPD ni reductor ni moduladores secundarios

- la NADP-GAPD constituiria un caso particular,ya que su
respuesta a la APH difiere de los otros perturbantes no-
fisiologicos; la presencia de un sequndo modulador (AP, i)

produce una inhibicion concertada.
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J11- INTERACCION DE LA FBPasa CON MICELAS DE TRITON X-114 vy

MEMBRANAS TILACUIDES.

A—- MARCACION DE FBPasa Y RuBisCO CON 185p,

Existen varias alternativas experimentales para
determinar la interaccion proteina-ligando. Estas consisten
en medir la concentracien del!l componente libre (no—-unido) o
unido bajo condiciones de equilibrio. A su vez, los meétodos
pueden ser directos o indirectos: aJ) en los indirectos se
mide la concentracion de proteina o ligando luego de separar
la forma libre de la wunida por alqun procedimiento, e).
centrifugaciéen o6 diadlisisy b) en las directos la separacion
Nno es necesaria va que el complejo (o la forma libre) posee
alguna propiedad medible, ej. variaciones en los espectros de
absorcion o emision.

En el siguiente analisis de 1la interacciéon entre una
proteina (enzima) y una estructura supramolecular es
necesaria la existencia de una sonda en dicha proteina. Con
tal fin, se marcan las proteinas en estudio con 125,
utilizando el reactivo lodogen, sequn se describe en
procedimientos experimentales (48). Ekste tratamiento conduce

a una 125 1-enzima 1nactiva. Experimentos efectuados en el

laboratorio indican que la enzima se encuentira en gran parte

como monomero vy que el tratamiento con [odogen -y no la
incorporacilion de - es el responsable de la perdids de
actividad (Rodriquez Suarez,R., no publicado).
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La incubacion de la enzimda en presencia de FBP vy Cact,
previo al tratamiento con lodogen, permite la obtencion de
una enzima que mantiene un 404 de su actividad original
(tabla VI). Para analizar su estado de asociacion, se siembra
la enzima marcada en una columna de filtracien por geles
Ul trogel AcA 54-, que excluve pesos moleculares mavores a
70000. Se determino, entonces., la aparicion de un unico pico
radiactivo que eluye en el volumen de exclusion de la columna
(Vo). Dado que el peso molecular de la forma nativa es de
170000, ésto indicaria que J|la enzima se encuentra como

tetramero.

fabla VI. Marcacieon de FBPasa con 1251, Formas obtenidas

Forma Incubacian Estado Abreviacion

Maonomero ningquna inactiva las!-FBPasal

Tetramero FBP + CaZ* activa 1251 -FBPasa,

Al marcar la RuBisClU con 1891 ylilizando el mismo
procedimiento que l|a F+FBPasa. se obtiene wuna 1251 -enzima
inactiva. En las siquientes secciones se presentan los

experimentos llevados a8 cabo con la la5l-FBPasa1 (inactiva) vy
la !85]-FBPasa,” <(activa) por separado, tanto en la
interaccion con micelas de triton X -l14 como con membranas
tilacoides. “sto. se debe a que el monoemero carece de
actividad y »20r lo tanto no puede ser comparado a lo que

ocurre 1n viv) con la enzima activa.
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B- INTERACCION CON MICELAS DE TRITON X-114.

La activacion de la FBPasa esta mediada -como se explico
anteriormente- por modificaciaon de las interacciones
hidrofobicas intramoleculares. La exposicioen de nuevos grupos
o dominios a la solucion en el proceso de activaciadn,
posibilita la modificacien de las interacciones
intermoleculares. Esto suqgiere que las interacciones de la
enzima activa con otras estructuras moleculares (membranas,
complejos proteicos) seria diferente de la enzima nativa. Sin
embargo, el andlisis de la interaccieon con las membranas
resulta complejo y no da idea de los mecanismos involucrados.
For este motivo, se hace necesario la utilizacion de
estructuras supramoleculares cuyas caracteristicas fisico-—-
qQuimicas esten bien definidas. Esto permite cuantificar dicha
interaccion y los efectores que intluyen sobre la misma. Las
micelas de los detergentes no—ionicos canstituyen urnad
herramienta adecuada para estudiar la interaccion hidrofobica
(63,144) .,

A bajas concentraciones en soluciones acuosas, los
detergentes se encuentran dispeirsos principalmente como
monomeros., A medida que se incrementa su concentracion, 1los
monomeros se ensamblan en agregados de 66U a 15U unidades.
Estas estructuras se denominan micelas y la concentracion a
partir de la que se forman se la llama concentracion micelar

critica (Cmc) consti tuyendo ésta una caracteristica del
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detergente. La formacion de micelas es la resultante por une
parte de la repulsion hidrofobica entre las cadenas
hidrocarbonadas vy el entorno acuoso vy, por otra parte la
orientacion de las cabezas polares hacia el solvente acuoso
(32) .

Los detergentes no-ionicos de la serie Triton X poseen

cabezas de polioxietileno y forman pequeras micelas en aqua a

o°C.
?‘3 CHa
CH3— C -~ CHp —C 0 (CHaCHZO) H
| |
CHoy CHgy
Polioxietilen p-t-octil fenol (Triton X)
Cuando aumenta la temperatura, aumenta el teamaro de las

micelas y se forman aaqregados insolubles que precipitan vy
pueden ser separ;dos mediante centrifugacion. De esta manersa
se obtiene una rdpida separacian de las micelas del resto de
la solucion. La temperatura a la cual se produce la
precipitacion se la denomina punto nube (Cloud Point, CI'),
siendo de 64°C para el Triton X-100 y 2U°C para e! X-114, La
baja temperatura para la separacion de fases del X -114
permite wutilizarlo en condiciones que resultan compatibles
con las macromoleculas biologicas. kEstos detergentes, ademas,
carecen de reactividad quimica y. a8l no poseer cargas. sts

micelas no son afectadas por el pH. (1,124).
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Para la determinacion de la enzima unida a las micelas
se hace necesario marcar 1|la enzima respectiva con 1251 como
se i1ndica en la seccion lll-A. Ello permite analizar 1la
capacidad de union de la 185]-FBPasa y la 1251 -RuBisCO a las
micelas del detergente Triton X-114, De esta manera se puede
comparar la capacidad de intersaccion hidrofobica de dos

enzimas que presentan diferentes mecanismos de regulacion.

I- Estudios con 189)-FBPasa;| (inactiva).

i) Incoporacion a las micelas ' desplazamiento por
seroalbumina bovina.

Cuando la ’ESI—FBPasa[ es incubada a pHt 7.9, en
presencia de DIiIl, FBP, Cact y Th y concentraciones ciecientes
de Iriten X—-114, la 1i1ncorporacion de le51 a) precipi tado
aumenta hasta lieqar a un maximo (54 de concentracion del
detergente). El1 maximo de incorporacion de 1257 representa un
84 de la radiactividad total. Si se continda aumentando la
concentracion de Iriton X-114, no ocurre un aumento en la
incorporacion de FBPasa (figqura J37). Sobre esta base. se
analiza el efecto de diferentes tratamientos sobre la maxima
incorporacion. Para obtener una respuesta sensible, se elige

la concentracion del 44 de Iriton X 114 en los experimentos

subsiguientes.
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Figura 37. Incorporacison de 1251-FBPasa) a las micelas de Triton
X-114. La enzima (S5uq) se incube en 0.2 ml de Iris-HCl pH 7.9
con la mezcla de activacion Th por 30 min a 23°C como se explica
en proc. exp.. Luego se aaqreqaron 20ul de Iriten X-114 y se
incubo a 0° C por 30 min. A continuacion fue transferida a un
tubo conteniendo 0.7 ml de 0.25 M sacarosa. se incubé a 30°C por
10 min, se centrifuqo y se determino el !85] en las micelas
(ver proc. exp.).

Con el fin de estudiar las caracteristicas de la
interacciéen de la FBPasa con las micelas, se utiliza la
seroalbumina bovina (BSA) para determinar S1 existe
desplazamiento o competencia por las micelas. La BSA es una
proteina globular ampliamente conocida, que presenta
caracteristicas hidrofobicas. Para ésto, se incuba la 12857
FBPasa| en presencia de cantidades crecientes de BSA y luego
se efectua la separacion de fases, determimando la aparicion
de radiactividad en e! precipitado de micelas de Triton X
1149, En la fiqura 38 se muestra que la union de laSI—GBPasa]

a las wmicelas puede ser desplazada por HBSA en piesencia de

lo8



DTT; en ausencia de DIT la enzima presenta una incorporacion

baja que no es modificada por la presencia de BSA.

M
i I H 1
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1 ! ﬁ 1
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Relacion RSA/FBPasa
Fiqura 38. Desplazamiento de Ja union de !25]-FBPasa; a las
micelas de Triton X-114 por HSA. Se incubaron Supg de la enzima
en 0.2 ml de Tris-HC] pH 7.9 por 30 min a 23°C en presencia o en
ausencia de DIT y cantidades crecientes de BSA. luego se aareqQeo
el Triton X-114 y se procedio como indica Ja leyenda de lJa
fiqura 37.

i1) Efecto de tioles.

En estudios previos en el laboratorio, se determino que
los tioles modifican las conmstantes crneéticas
correspondientes al proceso de activacion (34,64,141). Ekste
efecto depende de fos suustituyentes presentes en la

estructura de! tiol. For este motivo, se analiza el efecto de

varios mono- y ditioles sobre la iwncorporacion de 1€9]-

FBPasa| o las micelas de Iriton X--Jla. Se incuba la 1eSy-

enzima en presencila (e los diterentes toles vy lvieao se
o9



determina su incorporacion a las micelas. En la fiqura 39 se

observa que los tioles estimulan la incorporacion de la
enzima a dichas estructuras. bel mismo modo que en  los
estudios cineticos, los ditioles son mas efectivos que Ilos

monotioles para estimular la union a las micelas. ktn general,
la efectividad de los ditioles es aproximadamente el doble
que Jla de los monotioles. Una concentracion de 2mM de DI
produce Jla maxima 1ncorporaclon de la JP5I—FBPasa1, en tanto

qQue el 2 DET produce la minima estimulacion.

183} FBPasa; tnida
(X de cpa totales)

o
L 1 1 1
o ' 4 6 a 10
Ltiold (=)

Figura 39. Efecto de tioles sobre !a incorporacien de 193)-
FBPasa; a micelas de lriton X-114. Se procedio como en la fiqura
37. incubando la enzima en presencia del buffer y el tio)
correspondiente. Lueqo de 30 min, se aqreqo el Iriton X-114, se
separaron las fases y se conto la +adiactividad en el
precipitado de micelas. DIT, ditiotreitol; 2,3 DMP, 2,3-
dimercapto propanol: c-ME, 2-mercapto etanol; &2 NWFf, @&-
dietilamino etanotiol.
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De la misma wmanera y como comparacion, se analiza A
incorporacion a las micelas de otra enzima, 185I-RuBisCD, no
requlada por el sistema +td-Ih. En la fiqura 40, se muestra Ja
interaccion de l€95]-RuBisCU con micelas de [lriton X-116 en

respuesta a concentraciones crecientes de DI1.

| 1 i i I
3l 1851 FRPasa; |

1251 -RuBisCO

(X de cpa totales)

12851 _Enzima Unida

o 10 o0 30
(DTT] (mit)

Fiqura 40. Ekfecto del DIT en la incorporacion de 123 ~RruBisCn

e 125 -FBPasa; a micelas de Triton X-Jl4. Se i1ncubaron SHqQ de
|

la5I—FBPasal y 40uq de 1851 ~ruBisCO  en presencia de

concentraciones crecientes de DNDIT de Ja misma manera que en Ja
figura 39.

La 1incorporacilion relativa de esta enzima a las micelas es
estimulada en un 50U% en similares condiciones, mientras que
la la51-FBPasal alcanza un 200% de estimulacilon a

concentraciones similares del ditiol (10 mM).

iii) Efecto de cationes.



Con el fin de determinar Jla influencia de cationes
monovalentes sobre Jlas propi1edades de la lP5I~FBPa5a1 de
interaccionar con Jlas micelas, se preincuba la enzima con los
iones K* y Na'%'. 6Se eligieron estos cationes debido a su
importancia fisiologica en la celula veaqetal; en particular
el cloroplasto permite la entrada de K*, permi tiendo
variaciones de su concentracion en el estroma (Barber). Por
otra parte se utilizan para modificar 18 composiciéon ionica
vya Qque son inertes.

Al analizar el efecto de dichos cationes sobre la
incorporacion de la lé_'-"51—4-‘!3Pa5c=31 a las micelas, se observa

que a pH 7.9 el K* estimula 5 veces la incorporacién basal

I 1 T T T
3} 1
4
3 K
——y
-~
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&
e 2t 1
3
L}
d
S
g Na*
-
Q | . 1
E
- L 1 1 1 .
o 0.1 0.3 0.5

Lation (mi)

Figura 41. Efecto de K* y Na' sobre Ja i1ncorporacien de 125 -
FBPasa; a micelas de Iriton X-J14, Se incubo Ja enzima con )as
concentraciones de cationes 1ndicadas, en Iris-HC] pH 7.9; lueqo
de 30 min a 23° U se procedio & separar Jas tases y determinar
la radiactividad como se indica en proc. exp..
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(en % de cuentas totales) y el Nat tieme solo un leve efectn
estimulatorio (fiqura Gl1). Las concentraciones de sal
utilizadas en estas curvas, lleqan a 0.5 M (NaCl o KCL). Esto
implicaria que el etecto estimulatorio puede deberse a un
aumento de la interaccion hidrofobica por dichas sales. Se
sabe que al aumentar 1a concentracion de sales, vy por lo
tanto la fuerza ionica del medio, las interacciones
hidrofobicas de las proteinas son potenciadas. Por otra parte
el K* y Na* no poseen efecto sobre la activacion de la FBPasa
en las condiciones utilizadas en las preincubaciones.

El ion magnesio (Mqa*) esta presente en los cloroplastos
y es fundamental para la actividad de varias enzimas, siendo
el cofactor en la ,6;talisis de la FBPasa. Ademdas, St
concentracion varia durante las transiciones oscuridad-luz,
por lo que resulta deseable el estudio de su efecto sobre la
interaccion de la enzima con estructuras supramoleculares. Al
preincubar la laSI—FBPasa, nativa en presencia de
concentraciones crecientes de Ma€* no se observan cambios en
la incorporacion a la fase rica en detergente. Sin embaraqo,
al amnalizar la enzima reducida por LI, el Mact presenta un
efecto estimulatorio sobre dicha interaccien (figura 4&).

Las concentraciones de Mae* necesarias para lograr wun
efecto similar al de los cationes monovalentes SO
inferiores, siendo del® orden de 8-12 mM. ksto suqiere un
efecto especafico del Mq2+ sobre la proteina, debido a las

bajas concentraciones del cation bivalente utilizadas.
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Figura 42. Efecto del Ma®* en la incorporacien de 125I-FBPasa] a
las micelas de Iriton X-114. Se incubo a Ja enzima con Jas
concentraciones indicadas de Mg Clp y &mM DTT (control, sin
DTT). Se procedio como en fia. 37.

iv) Modificaciones quimicas.

En la activacion la FBPasa cambia su contformacion vy
expone nuevos grupos a la solucion, sequn indica la
reactividad diferencial al DEPC y al RKW de las formas nativa
y activada. Estos reactivos especificos reaccionan con grupos
cargados « COO~ y =HN-%) en la enzima nativa produciendo una
inactivacion irreversible de la misma (seccion 1). &Eksta
variacion de exposicion de grupos carqados implica asimismo
un cambio en la superTicie de la enzima. EkExiste, pues, la
posibilidad de que al bloquear dichas cairgas se generen

formas de lJa proteina modificadas quimicamente en las que su

superficie seri:a mas hidrofoebica. HFora ensavyar esta
. . . . pia}

hipotesis, s5€ preincuba la lLSl—en21ma marcada ccn e)
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reactivo especifico KKW o VDEPC a pit 7.9; se aqreqa el Iriton
X-114 y e determina la cantidad de enzima unida a las
micelas., Al tratar a la I€5]-FBPasa con concentraciones
crecientes de RKW y lueqo con TIriton X -114 para ertectuar 1la
separacion de fases, Jla incorporacion de la enzima a la fase
rica en deterqente aumenta 9 veces con respecto al valor
basal, alcanzando el 30% de Jlas cuentas totales. Como control
indicativo de la diferencia entre enzimas se llevo a cabo un

experimento con 1251 -ruBisCO (fiqura 43).

30 1251 FBPasa 4

1o} 125 _RuBisLD |

183} enzima Unida
(X de cpas totales)

1 L i

0 10 o 30
Reactivo K de Woodward (mM)

Fi?ura 43. Efecto del RKW sobre la incorporacion de ‘951—Ru8j500
y 25I-F8Pasal a micelas de Iriton X-114. Se incubaron las !/&5]-
enzimas en 0.2 ml de Iris-HC]l pH 7,9 S0mM a 23°C por 40min,
tuego se trato por 10min con las concentraciones de RKW
indicadas, llevando el volumen a 0.22 ml y se procedio como en
la fiqura 37.

l.a miysma presents valores hajos de i1oncorporacloen basal Y
aumenta 10 veces al] increnrentarse la concentracion de RKkW,
115



llegando a obtenerse )] |34 de las cuentas totales en el
precipitado micelar.

For otra parte. um experimento similar al anterior se
efectua utilizando UFFC como reactivo especifico de grupo. L«
laSI—FBPasal aumenta & veces st 1ncorporaclon a la fase rica
en detergente al ser preincubada con el DEFC. he ura
incorporacién basal del 4 o S54, la enzima marcada lleqa a un

8% de las cuentas totales en la fase ri1ca en deteragente

(figura 44), En cambio, s1 se preincuba a la 1251 -RuBisCDO con
concentraciones crecientes de DEPC. =1 posterior
incorporacion a las micelas no se ve modificada,

manteniéndose en el valor bhasal del 3)% del total de las

cuentas agregadas.
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Figura 44. Efecto del DNFPC sobre Ja incorporacion de 199]

RuB1sCO vy 19531 -rBPasa a micelas de Iriton i-)l14, Se trataron
las enzimas ~-con las concentraciones de DEPC 1ndicadas- como se
indica en la leyenda de la fiqura 43.



Para confirmar aque el aumento Qe union a las micelas se
debe a la modificacion qQuimica de la 125) -FBPasa por el NEPC,
se realiza un desplazamiento del reactivo en la proteins
etoxiformilada, utilizando como nuclesofilo la hidroxilamina
(NH0H, secc. [-B-4) (38). E) esquema experimental es el

siquiente:

1851 -FBPasa DEPC NHoH T.X-114 Determinacion
de 199} en
| } } } | micelas
1h 10min 16hs 30ain

Como se observa en la tabla VII, el desplazamiento del
DEPC de la 185)]-FBPasa revierte a valores hasales la
incorporacion de la enzima nativa a las micelas de Triton X
114. Sin embarqo, la enzima que fue tratada con DIT previo a
su modificacion qQuimica no recupera los valores basales def
incorporacion por el mismo tratamiento. Existe la posibilidad

fabla VII. Desplazamiento de la union DEPC
125} -rBPasa por hidroxilamina

cpm X en micelas

+DIT -DrIT
buffer 10 b
DEPC 26 26
DEPC; NHo(M &7 9

La ‘ESI-PBPasal (3 ua) se incube, en ¢.2 nl de &5 mM Mops-NaOH
pH 6.8 con el aqreqado de 5 mM DI, por | h a C23°C. lLuego se
aqregaron 0.0l ml de DEPC (3 mM final) y s& i1ncubs 10 min a Jla
misma temperatura. Fosteriormente se <gregqo U.2 ml conteniendo
100 mM Tris-HCl pH 7.9 (detienme la reaccion) y 0.4 M NHoO0H vy se
incubo por 16 hs. Finalmente se agrego Iriton X-114 y se
determino la incorporacion a las micelas seaqun proc. exp..



de que el DEPC reaccione con grupos -SH expuestos por la
enzima:; como se describie en el capitulo de modificaciones
Qupimicas, esta union no puede ser desplazada por nucleofilos
(?2).

Dado que el tratamiento con DEPC se efectua a pH 7.0,
estarian implicados residuos de histidina ¥ no asi los de

tirosina.

2- Estudios con !&91-FBPasa, (activa).

i) Interaccidn: requerimientos.

Si se incuba la FBPasa con FBP y Caf* previo a la
marcacion con l':-"51. se obtiene una !@51-enzima que conserva
parte de su actividad y su estructura tetramérica. El hecho
de poder marcar la enzima conservando su actividad catalitica
constituvye un hecho relevante ya que los cambios observados
in vitro pueden ser relacionados a o que ocurre in vivo;
esto es, un fenomeno bioqQuimico podria ser relacionado con un
posible rol fisioléqico. De esta manera. el andlisis de 1la
interaccion in vitro de una proteina -marcada con una sonda
radiactiva- con diversos sopor tes, permite obtener
informacion sobre 1nteracciones dentro del cloroplasto.

Para analizar l1a incorporacion de la enzima a }as

micelas de I[riton X-1l4, se trata paralelamente a la 1257

FBPasa, nativa o preincubada con los moduladores de 1la

activacion -DTT, FBP, Cac* Y Th-, con concentraciones

crecientes del detergente no-ionicec. . Posteriormente se
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efectua la separacion de fases por aumento de la temperatura
y se determina la radiactividad en las micelas. En la fiqura
45 se observa que la respuesta es mas pronunciadae en el caso
de la enzima activada con respecto a la no tratada,

alcanzando un 6% y 2% de incorporacion respectivamente.

1251 rpPasa,, tnida
(X de cpa totales)

I 1 i A

o 2 4 6 3] 10
friton X-114 (%)

Figura 45. Incorporacien de lasl-FBPasaq a micelas de Iriton X-
114, La enzima (S5pg) se trato con Tris-HCl pH 7.9 solamente
(nativa) o con la mezcla de activacion Th, y se procedio como se
detalla en Ja fiqura 37.

En la tabla VIII se muestran los requerimientos de la
interaccion. La estimulacion de la incorporaciéon de la enzima
a las micelas estad determinada por el tiol, en tanto que los
restantes compuestos si bien son fundamentales para la
activacion, no lo son para la interaccion. El efecto del DIl
se deberia a una reduccion ya que [a ausencia de estimulacion

por el e itritol -un andlogo del DIl-, descarta un efecto

esterico.



lTabla VIII. Requerimientos para la interaccion de
@5)-FBPasa, con micelas de Iriton X-114

Tratasiento cpm (%)

Nativa (dimsero)
DTT

Eritritol

FBP

cac*

Th

DTT, Th

FBP, Cao*
Comspleto
Completo,-DTT

= NN =M= -
¢
gSerooo =000

Se incubaron 5 kg de lsa laSI-FBPasa“ en 0.2 ml de 50 mM Tris-HCl
pH 7.9 por 30 min a 23°C con los moduladores en las siquientes
concentraciones: S mM DTT, O,1 mM FBP, 50 uM CaCla y 10 ng 1h.
Se llamo completo cuando se incube con todos los moduladores.
Luego se agreqgo Triton X-114 y se efectuo la separacion de fases
y determinacion de la radiactividad en las micelas como se
indica en proc. exp.

r
.

1231-rBPasa, nida
(%X de cpa totales)

-

1 1 1 1

O < 4 6 a 10
(DTT)  (mM)

Figura 46. Incorporacion de 125I-FBPasaq a micelas de Triton X-
114, La enzima (5pg) se incube por 30 min en presencia de las
concentraciones indicadas de DTT, en buffer lris-HCl pH 7.9 (ver
figura 37).
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La figura 44 muestra que el efecto estimulatorio del DIT
sobre la interaccion de la enzima nativa con las micelas del
detergente, resulta similar a la 185 -FBPasa inactiva -

monemero—- (figura 2).

ii) Efecto del pH

UOtro aspecto relevante a analizar es el efecto del pH,
dada su importancia in_vivo debida a los cambios ocurridos
durante la transicion oscuridad-luz en el cloroplasto. Cuando
se preincuba a la !@9]-FBPasa activae (tetrdmero) -nativa o
activada via Th- en [ris-HCl1 a diferentes pH, se puede
observar que disminuye la incorporacioen de la forma nativa a

las micelas de Iriton X-114 a3 medida qQque aumenta el pH; con-

I I i i
&6t 4
i3
£3
fg 44 4
: &
"y
B » <t 1
o i 1 i 1
7.4 7.8 g.2 8.6
pH

Figura 47. Efecto del pH en Ja incorporacion de lesl-FBPasaq a
las micelas de Iriton Xx-114., Se trataron SHg de la enzima en 0.2
ml de [Iris-HCl a diferentes pH a Z3°C por JUu min. Se Jlamo
enzima nativa o activada sequn la leyenda de la figura 45.
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trariamente, la enzima activada aumenta su incorporacion
(figura 47).
iii) Efecto de Mg<*

Al estudiar el efecto del M98+ se encuentra que, a
diferencia de la l“E‘SJ—F'BF'.;N:'.a! {inactiva) donde no se observa
variacion alquna, la enzima tetrameérica aumenta su
incorporacion a las micelas al incrementarse la concentracion

de MgS* (figura 48).

3— Conclusiones.
Las micelas de Triton X-114 constituyen una alternativa
versatil para el andlisis de las interacciones hidrofobicas

de la FBPasa. Los cambios observados se deben a modificacio-
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Figura 48. Efecto del MgS* en la incorporacion de 1851—FBPasag a
micelas de 1lriton X-114. Se procedio del mismo modo que 1la
figura 42 (sin el agregado de DIT).



nes en la superficie de la proteina ya que tanto el pll como
los diferentes iones no alteran la estructura de las micelas.
Esta falta de reactividad qQuimica del detergente es
compartidas también por los reactivos modificadores de grupo.

La FBPasa -tanto la !@851-enzima inactiva (monsémero) como
la activa (tetramero)- se une a las micelas dependiendo de lea
concentracion del detergente. No obstante, existe una
diferencia cuantitativa que implica una diferente exposician
de los Qqrupos o dominios que interaccionan con la micela.
Esta exposicion diferencjal es producida por los moduladores
Que participan en la activacien. Cuando la 1851—F8Pasa4 es
activada en presencia de DT1, FBP, CaS* Th, su
incorporacion a las micelas es notablemente mavyor que la
enzima mnativa (no tratada) (fiqura 45). Esto indica que al
ser activada la enzima, la misma sufre modificaciones en las
regiones expuestas al solvente y Ile permiten, a su vez,
interaccionar caon estructuras de tipo hidroféebico en mayor
medida que la forma nativa,

Del anadlisis de] efecto de los tioles sobre la
incorporacion de la enzima a las micelas se desprende que sit
efectividad para estimular dicho proceso depende de |la enzima
en estudio y de la estructura quimicea de los reductores
ensayados. kn particular, se vio que 1Ilos ditioles son mas
efectivos que los monotioles. Observaciones similares fueron
hechas en el estudio del efecto de los tioles en 1lea

estimulacion de la actividad enzimatica (34,64,141).
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La ausencia de reaction ys/0 interaccion entre los tioles
y la micela indica que la accion de los mercaptanos ocurre
sobre la estructura de la proteina. Cuando se analizan las
formas 1nactivas, se observa que la capacidad de respuesta al
DTT es mayor para la !@51-FBPasa que para la !25[-RuBisCO;
esto podria deberse a distinto grado de reactividad de los -
SH con el tiol o bien, una diferente exposicion de los -S5H.
Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que estas
diferencias puedan deberse a efectos del proceso de marcacion
con 1851 sobre ambas enzimas, ya que se trata de formas
inactivas.

Del mismo modo,el DIT estimula 1la incorporacion de la
1851 -FBPasa, (activa) a las micelas y este efecto se debe a
los grupos tiol, ya que el eritritol (los grupos -SH en la
molécula estdan reemplazados por -0H) no estimula dicha
interaccioan.

Experimentos realizados en el laboratorio muestran que
la FBPasa nativa no incorpora !“C-iodoacetamida luego de ser
incubada en presencia de DTT. Para que 1la enzima sea
carboxiamidometilada, resulta necesaria la presencia de wun
desnaturalizante proteico ademas del reductor (143). La
imposibilidad de marcacioen con l4c-jodoacetamida no implica
necesariamente ausencia de reduccion: esto podria deberse a
la inaccesibilidad del reactivo a los grupos -SH ocultos de
la proteina. Los experimentos con micelas sugieren que el DIT
produce un cambio en la enzima nativa, ya que no modifica la

estructura de la micela. DbDicho cambio ser:ia una reduccion vy



conduciria a una forma de la enzima con mayor exposicion al
solvente de los grupos o dominios no polares, los que se
hallan en el interior de la forma nativa. De manera que los
cambios en el estado de redox de ésta enzima modificarian sus
propiedades de inteaccion hidrofebica intermolecular, o sea,
la capacidad de asociarse con otras estructuras de tipo
hidrofsbico. :

El efecto estimulatorio sobre la incorporacion a micelas
por parte de los catiomnes monovalentes, en particular el K*,
se debe a wuna potenciacion de la interaccion hidrofobica
causada por un aumento en la concentacion de sal; dicho
incremento no estaria relacionado a un rol especifico del ion
K¥. Como vimos anteriormente, el aumento del pH favorece la
interaccion de la 1251—FBPasa4 (activa) activada con las
micelas, mientras qQque causa una disminucion en la interaccion
de la enzima nativa (no tratada) con diches estructuras. A]
mismo tiempo, el Mq3+ produce una Jleve disminucion de la
incorporacion de la 12SI—FBPasal (inactiva) no tratada vy un
aumento cuando esta es reducida por el DIT. be estos
resul tados se desprende que cambios asociados a la transicioen
luz—-oscuridad en el cloroplasto (estsdo redox, aumento de
LMge*J y de pH) conducen in vitro a formas mas hidrofobicas
de la FBPasa. Si bien el Ma®* y pH aumentan la capacidad de
la FBPasa de 1nteraccionar con estructuras supramoleculares,
no se excluye la posibilidad de que exista una action

secuencial o concertada entre .a reduccion y los iones H' y/o

Mqa*.
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Las modificaciones quimicas introducen una alteracion en
la estructura de un Qrupo ) residuo de la proteina
produciendo cambios en su superficie. En los experimentos
agqui presentados, las modificaciones selectivas de qrupos
conducen a wuna estimulacion de la incorporacieon a las
micelas. La modificacion por el RKW tiene efecto sobre ambas
enzimas, 185l—FBPasa e jaSI—RuBisCO; esto es de esperar ya
que al pH en que se trabaja la mayoria de 1los grupos se
encontrardn como carboxilatos (COO7). La reaccion del RKW con
los grupos COO™ no es especifica en cuanto a la enzima y/0
grupo de la misma y aenera formas no cargadas (ver esquema de
la reaccion). Alternativamente, el DEPC estimula la unien de
la 1851-FBPasa mientras qQue no modifica el valor basal de
1851-RuBisCO. Al pH en que se trabaija, 7.9, se estarian
modificando histidinas y tirosinas, seqgun se determino en la
seccion J]-B. Por otra parte , se plantea una diferencia
importante en el comportamiento de las distintas formas de la
FBPasa. La reversion por NH:OH solo es pousible en el caso de
1a 185[-FBPasa (monomero) no tratada: la forma tratada con
DTT no recupera los valores de incorporacion basal. Eksto
podria deberse a que la confaormacion de la forma reducida
dificulta la reaccion de desplazamiento nucleofilico. Por
otra parte., existe l|a posibilidad de que el bLDEPC reaccione
con un qgrupo -5SH de la proteina y esta union no puede ser

revertida por el nucleofilo.
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C- INTERACCION CON MEMBRANAS TILACOIDES.

Las micelas de friton X-114 posibilitan le

caracterizacion de la diferenrte exposicien de dominios

hidrofobicos en 1la FBPasa. Entre los posibles componentes

biologicos -presentes en e! cloroplasto—- con los qQue podria

interactuar la enzima, se encuentran las membr-anas

tilacoides. La estructura de las mismas es compleja, lo cual

conduce a diversos tipos de interaccien. Por este motivo las

micelas constituyen un modelo de aproximacion al estudio del

mecanismo de interaccion de las enzimas cloroplasticas con

estructuras supramoleculares mas complejas; en particular las

membranas fotosintéticas.

Surge como objetivo de esta tesis el estudio de la

interaccion de la FBPasa con las membranas tilacoides. Con el

proposito analizar y poder cuantificar esta interaccion, se

utiliza la enzima marcada con 1@3] sequn se indica en los

procedimientos experimentales. Las caracteristicas

estructurales de la FBPasa difieren segun el procedimiento de

marcacion (seccion I[Il-A). Se ensayan separadamente la 125 -

FBPasa (inmactiva) vy 1la 125 ) -FBPasa (activa), siendo esta
1 4

ultima Jla mas relevante por cuanto permite aproximar los

resultados con ella obtenidos a lo que ocurre dentro del

cloroplasto.

1- Estudios con la'E’l—FBPasal inactiva (monamero).
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i) Andlisis de la interaccion.

Una primera gaproximacion experimental al estudio de esta
interaccion fue mediante la wutilizacién de columnas de
filtracion por geles para la separacion de la enzima libre de
la unida. Ekl fundamento del experimento es que, de existir
una interaccion con las membranas, parte de la enzima eluira
con las mismas en una columna cuyo limite de exclusion de
peso molecular sea superior al de la enzima nativa. Para
ésto, se 1ncuba 1la €5 1-FBPasa a pH 7.9 en presencia de
‘membranas tilacoides de espinaca purificadas. Se siembra en
una columne de Biogel Ag sy, vy luego de eluida se analiza la

radiactividad de las fracciones. El perfil de elucion muestra

T T v =T Y T
25 Yo
z !
T
34
E bl 15
17
g ;. ! J
&
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i 1 4 1
0 2 6 16 111.
Fraccioén

Figura 49. Interaccion de ‘25!-FBPasal con membranas tilacoides.
Columna de Biogel A, 5. La enzima (l0ng) se tincubo en 0.3 ml de
Tris-HC]l pH 7.9 a 3u°C y por 2@ horas en presencia de membranas
tilacoides (lmq'de Chl)., Se sembraron lneqo los 0.3 ml en una
columna de Biogel A, 5 (1 X 30cm) eauilibrada en el mismo
bufffer. Posteriormente se conte el €9 en las fracciones.
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dos picos conteniendo 1251: uno qQue eluye en el volumen de
exclusion (Vo) junto con las membranas tilacoides, y el otro
en el volumen de inclusion, correspondiente a la 1251 -FBPasa
libre (figura 49). Este resultado indica la existencia de una
interaccion entre Ig enzima vy las membranas. Sin embargo,
este procedimiento no resulta conveniente para la
cuantificacion de dicha interaccion.

Otro procedimiento para analizar este fenomeno es
separando la radiactividad incorporada 3 las membranas
tilacoides de la !25]-enzima libre, mediante centrifugacién.
Al incubar a 185I-FBl'Dasa en presencia de cantidades
crecientes de membranas tilacoides, se observa que la

incorporacion aumenta con la (Chl] hasta alcanzar un maximo

125l-l-'BPasa,

123 fnziea nida
(X de cpa totales)

1285} RuBisch

1 1 1 J 1 i
o 40 80 120
Clorofila (pg)
Figura 9590. Incorporacion de 1251—FBPasal e 1851-puBisCO0 a
membranas tilacoides. FBPasa (Sug) y RuBisCU (40uq) se incubaron
en 0.2 ml de Iris-HCl pH 7.9 a &23°C por 3I0min, con las

cantidides de membranas tilacoides i1ndicadas (en ug de Chl),.
Posteriormente se centrifuge v lave €] precipitado de membranas
para liego contar el 1831 como se detalla en proc. exp.
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{(2,7%) en presencia de 40 ugq de Chl (figura S0). Como
control, se analiza la RuBisCO que se encuentra en el estroma
pero no es modulada por el sistema Fd-Th; en las mismas
condiciones 185]-RuBisCO alcanza una incorparacion del 1%.
ii) Temperatura y pH

Sobre la base experimental anterior, se analizan otros
paradmetros en la unien de ambas enzimas -FBPasa y RuBisCO- a
las membranas: la temperatura y el pH. Estos parametros
resul tan importantes tanto desde el punto de vista
fisicoquimico de la interaccion como del fisicloegico -
actividad enzimatica-. En la figura Sla se observa que 1la
temperatura estimula 1l union de la FBPasa y la RuBisCO, si

bien la respuesta de FBPasa es claramente superior.
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Figqura 51. Efecto de la temperatura y el pH en la interaccion de
12 [-FBPasa; (¢) e 185 -RuBisCU (s) con membranas tilacoides.
Las ezimas se incubaron en buffer Iris-HCl] como indica la
levenda de la figura 50 en presencia de las membranas tilacoides
(40ug de Lhl) a pH 7.9 (S5la) y 23°C (51b)
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Cuando se realizan Jlas incubaciones a diferentes pil, en
buffer Tris-HCl de 7.2 a 9.0, se determina que hay una
disminucion de la union Qe ambas enzimas con el aumento del
pH. En este caso, la 1253 1 -RruBisCO presenta mads notable dicha
disminucion, en especial en la region de 7.2 a 8.0, que
corresponde al cambio de pH en la transicion oscuridad-1luz.
(figura S51b).E]l fundamento de la accion de la temperatura vy
el pH no puede ser claramente determinado ya que afectan a

las membranas, a las proteinas y a la interaccion entre las

mismas.
20 y 4
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Figura 52. Efecto del ﬂga* en la incorporacion de la51-FBPasa]
el@5]-RuBisCO a membranas tilacoides. a) 185l-FBPasal con lIris-
HCl pH 7.9 solamente (control) o con SmM DTT. b) Grafico en
relativo. Las incubaciones se realizaron en presencia de
membranas tilacoides (40ug Chl) (ver figura S1).

iii) Cationes.
La neutralizacion de cargas en las membranas y en las

proteinas disminuye las regiones polares en ambas
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estructuras. El agregado de cationes produce la
neutralizacion de los residuos anionicos (-CO07). En este
sentido, se utilize el MqS* por sus implicancias
fisiologicas. Luego, se incubo la 1351—FBPasal con las
membranas en presencia del cation bivalente observandose que
la incorporacion porcentual al precipitado de membranas
aumenta con 1la concentrgcién de Mga". Este efecto resulta
levemente incrementado en presencia de DTT (figqura S52a).

Un analisis similar con la 1251-RuBisCO muestra qQue el
M93+ no produce modificacion sobre su unidn a las membramas
(figura 3eb). Si bien la incorporacién de 1251-FBPasa1 al
precipitado de membranas depende del Mqa+, la misma es
altamente potenciada a pH bajo como muestra el grafico

comparativo en la figura S53.

Incorporacion Relativa

| i 1 1 i

0 20 40 60
[Mg<t] (ait)

Fiqura 53. kfecto del MgS* er. la incorporacisn de ‘251-FBPasal a
membranas tilacoides a pH 6.3 y 7.9. Se procedio como indica Ja
figura 52a utilizando buffer <P; pH 6.3.
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Figura 54. Efecto del K* en la incorporacion de 1asI-FBPasal a
membranas tilacoides. Ver la leyenda de la figura 53.

Por otra parte, si el catién analizado es K*, no se
producen modificaciones a pH 7.9 y s1 las hay a ptl 6.3
(figura 54). El hecho de que ambos efectos sean potenciados a
pH bajo sugiere que los cambios residen en las estructuras de
la membrana o de la enzima (o de ambas), ya que al disminuir
el pH los grupos -C0O0O~ también disminuirian. El pH podria

constituir, entonces, una forma de bloquear dichos grupos.

iv) Modificaciones quimiéas.

La neutralizacion de 1los grupos -LUO™ con protones vy
otros cationes depende de la concentracion de los reactantes;
es decir qQue la propiedad relativa variara con le
concentracion absoluta. Si se trata a la enzima con reactivos

especificos de gqrupo, se pueden obtener der ivados
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covalentemente modificados, 1los cuales son estables a la
dilucien.

Siguiendo el mismo razonamiento que con las micelas, se
busco determinar el efecto que el bloqueo de los grupos
histidilo y -C0O0~ presenta sobre 1la interaccien de las
enzimas con las membranas tilacoides. Con este fin se
utilizaron DEPC y RKW, de efectos vya conocidos sobre la
actividad de la FBPasa. Al tratar la 125I—FBPasa1 con RKW en
concentraciones crecientes, se observa un aumento en su
incorporacidn a las membranas tilacoides, de manera similar a
lo que ocurre con las micelas de Triton X-114 (figqura 55a).

Sin embargo, cuando esta enzima es tratada con DEPC, dicha

b T T T ] T T T T
a . b
s RKW
: 3¢ 4
i RKW
[ 3
8 2t ] )
;
s 1} { )
- DEPC
-
1 1 1 L L 1 1 1
o 5 10 15 20 o 5 10 15 20

[modificador] (ai)

Figura ©55. Efecto de Jlas modificaciones quimicas en Ja
incorporacion de Jasl-f-'BPasal el251-puBisC0 a membranas
tilacoides. Las enzimas (a- FBPasa 5pq y b- RuBisCO 40uq) se
incubaron en 0.2 ml de Mops-NaOH pH 8.0 (DEPC) o Iris-HCl pH 7.9
(RKW) a 23°C con. las concentraciones de modificadores indicadas
por 20min. Luego, se detuvo la reaccien con JOpl de EDTA 0.2M v

se determine la unien a membranas como se explica en Jas figuras
anteriores.
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incorporacien no se ve modificada.
Se procedio, luego, a4 la modificacieon quimica vy al

anadlisis de la interacciéen de la lE5I-RuBi'5CO, observandose

un aumento de incorporacion a las membranas por tratamiento

con ambos reactivos (figura SSb).

2—- Estudios con l25l—FBPasaq activa (tetrdmero).

i) Interaccien: requerimientos

En el analisis de la interaccion con membranas
tilacoides resulta importante estudiar el comportamiento de
la leSI—FBPasaq tactiva) debido 3 la posibilidad de

relacionar fenéamenos in vivo con in vitro . Al preincubar

()

Activada

-
™

12851 -roPpasa, tnida
(X de cpa totales)
n

1 i i i 1

0 10 2o 30
Clorofila (ug)

-

Figura 56. Incorporacion de las formas nativa y activada de 1la
1a"jl—FBPat:»a‘, a membranas tilacoides. Se incubaron Suq de la
enzima a 23°C en 0.2 m! de Tris-HCl solamente (nativa) o en
presencia de la mezcla de activacicn I|h (activada) con las
cantidades de membranas tilacoides incicadas en la figura. Luego
se procedio como en la figura S50,
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esta forma -sin tratar ¢ en presencia de DIT, FBP, Cact* y Th-
con cantidades crecientes de membranas tilacoides, se observa
incorporacion de 18531 41 precipitado que aumenta hasta 1llegar
a una meseta a 15ug de Chl (figura 56). La enzima nativa -sin
trater—- presenta una mavyor interaccion con respecto a la
enzima activada por los modul adores.

Una vez establecida la existencia de interaccion entre
.la forma tetramérica de la FBPasa y las membranas tilacoides,
se analiza el efecto de los diferentes moduladores sobre la
misma, como se indica en la tabla 1X.

Tabla 1IX. Rgguerinientos para la interaccion de la
1 I1-+BPasa, con micelas de Iriton X-114

Tratamiento cpm (%)
Nativa (tetrdamero) 2.0
DT 0.9
FBP 3.6
caZ* 6.7
Th 3.4
Th,DTT 1.4
FBP,Cac*t 3.8
Completo 1.4

Las concentraciones son las mismas que Jlas utilizadas en la
tabla VIII.

La incorporacieon de la !@3j-enzima, luego de ser
incubada con DIT, FBP vy Caa*, disminuye con respecto a la
enzima nativa. S$in embarqo, Cac* y FBP -activadores en
ausencia del proceso de reduccion- pueden potenciar esta

interaccion.

ii) Efec to de reductores y pH

136



El efecto del proceso reductivo csobre la unien de la
enzima a las membranas es relevante ya que la iluminacion de
los cloroplastos causa la reduccion de varias proteinas tanto
del estroma como de las membranas tilacoides (147). Con este
fin, se incuba la la51—FBPasaL-, (activa) con las membranas en
presencia de concentraciones crecientes de DIT. &En la fiqura
57 se muestra que dicho reductor produce una disminucion de

la interaccioen baijo andlisis.

1831 roPasa, Unida
(% de cpa totales)
:

1 1 1 1
0 2.3 5.0 7.3 10.0
[(DTT] (mit)

Fiqura 57. Efecto del DTT en la incorporacion de la 185I-FBPasa,_,
a membranas tilacoides. Se incubo la enzima en presencia de
Iris-HCl pH7.9 y las concentraciones i1ndicadas de DTT, y se
procedio como en la figura S5é6.

Otro aspecto impor tante a analizar, debido a sul
modificacion en Ja transicion oscuridad-luz, es el efecto del
pH. Para ésto, se 1ncuba la 125 -FBPasa nativa o activada via
Th en presencisa de membranas tilacoides Yy ris--HC1 a

distintos pH segqun se 1ndica en el experimento. Como se

observa en Ja f@qura 58, el] aumento de pll no modifica la
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interaccion de la

enzima

nativa

mientras que

notablemente la de la enzima activada por los moduladores vy
Th.
1 R | 1
&6t
L ]
Nativa
%i —
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-3 “)_ 4
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EG a} 4
B x
-
Activada
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7.4 7.8 8.2 8.4 9.0
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Figura 58. Efecto del pH sobre la

nativa y activada de
Se incubaron 5uq de

disminuye

incorporacion de las formas

1a 1251-FBPasa, a las membranas tilacoides.

la enzima en 0.2 ml de Tris-HCI

a los pH

indicados por 30min en presencia de las membranas (20ug de Chl),.
Luego se procedio como en las demds figuras.

3- Conclusiones.
En la unieéen de

-membranas,proteinas-—

toman

hidrogeno,

hidrofebicas,

parte

interacciones

puente

una enzima a3 otras estructuras biologicas

de

electrostdticas y fuerzas de van der

Waals.

a)

Estas

interacciones dependerdan:

de la enzima

b) de la estructura supramolecular

c) del medio en el Que ocurre la reaccion
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A su vez el medio de reaccién afectara tanto a la enzima como
a la estructura supramolecular.

Estudios con cloroplastos intactos demostraron que hay
un aumento de la concentracisen de K* en el estroma luego de
la iluminacion, si bien la permeabilidad de la envoltura a
los cationmes es baja (51). Se calcula que en condiciones
basales la concentracion de K* en el estroma es de 20 a 30mM.

La concentracion de los iones Mg2* y H* en el estroma,
esta también requlada por la luz. En la oscuridad las
concentraciones de Mg2+ son bajas (similares a las del K*%) y
el pH se encuentra a un valor de 7.0. Al recibir iluminacion,
la concentraciéon de Mga+ aumenta y el pit pasa a 8.0, (baja
(H*1)(14).

En el presente;estudio, se analizo la respuesta de la
interaccion entre las membranas tilacoides vy dos enzimas
diferentes -FBPasa y RuBisCO- o dos formas de una misma
enzima —-FBPasa; y FBPasa,-.

Del estudio Zomparativo entre FBPasa) y RuBisCO
(inactivas) surgen diferencias en varios de los parametros

analizados. El cuadro siguiente resume los datos obtenidos de

la comparacion de ambas enzimas,

Incorporacian pH Temperatura DEPC RKW ng+
x aumento ausento
FBPasa 2.7 ! tt - tt +4
RubBisCO 1.0 Jl 1 ¢t 4 -
139



Se observa que existe una respuesta diferente de ambas
enzimass la FBPasa modulada por el sistema Fd-Th y la RuBisCO
independiente de dicho sistema. La FBPasa muestra, en general
una mayor incorporacion, asi como una mayor respuesta a plt,
temperatura, Nqa* y modificaciones quimicas. kEkste hecho.
junto con la masiva presencia de la RuBisCO en el
cloroplasto, sugiere una mayor flexibilidad de la FBPasa en
su interaccion con las membranas.

De la comparacion de las membranas con las micelas, se
observa que el pH causa una disminucién en 1la union a los
tilacoides, siendo el comportamiento de la FBPasa opuesto al
de la interaccion caﬁ las micelas ya que en éste se produce
una estimulacisén. El Mq2" tiene un efecto positivo sobre la
union de las membranas, potenciado aun mads por el pH; dicha
potenciacisén también ocurre con el K*. Sin embargo, el DIT no
ejerce efecto alguno sobre esta union, contrariamente a Ilo
Que ocurre en las micelas, donde los reductores aumentan la
interaccion hidrofobica. For otra parte, las modificaciones
Quimicas producen un efecto estimulatorio mas acentuado en el
caso de las micelas. 9i bien estos resultados se abtienen con
185 )-enzimas inactivaes, muestran diferencias la interaccion
con las membranas tilacoldes con respecto de las micelas.
kstas diferencias no pueden ser extrapoladas a fenomenos
fisiolégicos si no se utilizan 185 -enzimas activas.

Cuando se aﬁaliza la forma 125I-IBPasal frente a 1la

lasl—FBPasa‘, se comprueba que loa respuestas de le interaccion
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de ambas con membranas tilacoides son similares. La
incorporacion de la la51~FBPasaq muestra diferencias entre
sus formas nativa y activada, presentando la primera mayor
incorporacion. Al mismo tiempo, los requerimientos son
opuestos a los de la incorporacion a 1las micelas. Le
disminucion de la interaécidn con las membranas por reduccioen
con DT1, esta aparentemente ligada al hecho de que en
presencia de luz, tanto lJlas proteinas del estroma como de las
membranas tilacoides, sufren reduccion de las uniones -5-5- a
-SH. Por otra parte, el aumento del pH disminuye
considerablemente 1la interaccion de la enzima activada por
moduladores y Th con dicha membrana, mientras que permanece
invariable la union de la FBPasa, nativa (sin ¢tratar). En
general, los trétamientos que favorecen la interaccion con
una estructura (ej, micelas), no lo hacen con la otra (ej,
membranas) y viceversa.

Estos resultados sugieren que fenomenos asociados a la
transicion oscuridad-luz en el cloroplasto (aumento de pii,
reduccion de las proteinas, cambios en las concentraciones de
metabolitos e iones) son capaces de producir diferencias
marcadas en el comportamiento de les formas nativa y activada
de la FBPasa en cuanto a8 su interaccion con membranas
tilacoides y con micelas de detergentes no-ionicos.

Es de notar, que, a diferencia de lo que se pensaba a

priori, la interaccion con las membranas difiere

sustancialmente de la interaccion hidrofobica pura que tiene

lugar con las micelas del detergente Titon X-114. Ceria
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necesario, pues, determinar la importancia de

mecanismos en la union de la FBPasa a dichas membranas.
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IV~ DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA FBPasa EN

PRESENCIA DE MEMBRANAS TILACOIDES

Las membranas tilacoides estan encargadas de la
captacion de la energia luminica, su transduccién a energia
@léctrica Y finalmente la reduccion del aceptor de
electrones: la ferredoxina -proteina asociada a la membrana vy
presente en @l estroma cloroplastico-. En presencia de 1los
componentes del sistema Fd-Th y 1luz, participan en 1la
activacion de las enzimas cloroplasticas segqun se detalle en
la introduccion. Esta - accion se detiene por la ausencia de
en@rgia (luz) necesaria para excitar el sistema de transporte
de electrones (ver introduccieon). Si bien los procesos de
desactivacion de las eﬁzimas cloropladasticas han sido poco
@studiados, experimentos in vitro mostraron que las mismas
pueden ser desactivadas por: a) axidantes solubles
(113,138,161,162), b) Th oxidada (91) y <€) componentes
presentes en las membranas tilacoides (163). Este uJultimo caso
particular lo constituye la M™MDH, cuya inactivacien en
presencia de membranas wmantenidas en la oscuridad es
extremadamente rapida (tg,s < 2 min). En los estudios
descriptos en l; s@ccion anterior se analizé la interaccidén
FBPasa—-membranas pero se desconoce el efecto de dichas
membranas sobre la actividad de la enzima. Por ello, se
plantea en esta seccion el analisis del] efecto que dichas

membranas presentarian sobre la activacion de la FBPasa.
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A— INHIBICION DE LA ACTIVACION

1— Efecto de las sembranas sobre la activacion y la catalisis

de la FBPasa

En experimentos iniciales se encontro que las membranas
poseian un deébil efecto activador si se preincubaba a 1la
FBPasa con DTT, FBP vy Ca€* -sin Th-. Si esas membranas son
dializadas exhaustivamente para eliminar metabolitos e iones,
su efecto activador es reemplazado por un efecto inhibitorio
en presencia de Th. Esto sugiere que el efecto activador
puede deberse al Ca2* unido a las membranas, que es eliminado

por la didlisis. Sin embargo, al incubar la enzima con la

g

Catalisis

Activacion

Actividad FBPasa Resanente (X)
g

o 20 40 60 80 100
(Clorofila (uq)

Figura ©O59. Efecto de las membranas tilacoides sobre la
activacion y la catalisis de lJa FBPasa. lLa enzima (5ug) se
incube en 0.2 ml de Iris-HCl pH 7.9 a 23°C por 30min con Ja
mezcla de activacion |h y las membranas tilacoides (activacien)
o bien las mismas fueron aqreqadas posteriormente (catdlisis).
La actividad se determino como se indica en proc. exp..
Actividad control: 10 pmol Pi.min"l.mq prot L,
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mezcla completa de activaciéen (DT, FDBP, Ca2* y [Th) en
presencia de las membranas dializadas, ocurre nuevamente lea
inhibicien de 1la activacion. Este efecto s50lo afecta el
proceso de activacion ya que las membranas no afectan el
proceso catalitico (figura 59).

Como se explico en la introduccion la actividad de la
FBPasa puede ser determinada en una sola etapa en presencia
de altas concentraciones de FBP v Mqa*. Resulta necesario
analizar la inefectividad de las membranas en la inhibicion

de la catdlisis en estas condiciones.
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Figura 60. Efecto de las membranas tilacoides sobre la actividad
de la FBPasa medida a altas concentraciones de FBP y an*. Se
incubaron Sug de la enzima en 0.2 m! de Iris-HCl pH 7.9 sin
ningun agregado y las membranas tilacoides en las cantidades
indicadas. Luego de 3umin a 23°C, se procedi¢ determinando 1Ia
catdlisis a altas concentraciones de FBP y qu* como se detalla
en proc. ewp.. Actividad controls 10 umol Pi.min 1.mg ;Jrot‘l.
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Se procede, entonces, preincubando a la enzima solamente
en presencia de.membranas (por 30 min) y luego se determina
la actividad a altas (FBP] vy (Mg2+3 (figura 60).

Como se describio anteriormente, existen varias vias
alternativas de activacion de la FBPasa: tiorredoxina,
solventes organicos, aniones caotropicos vy alta presion
hidrostatica, todas actuando en conjunto con DTT, FBP y Cat,
Para determinar si la inhibicion de la activacion depende del
mecanismo utiilizado, se incuba la FBPasa con las membranas vy
los modul adores no fisioloegicos -2-propanol o
tricloroacetato-. Se observa que la disminucioen de la

actividad es menor Que la observada en presencia de Th

Actividad FBPasa Reaanente (X)

- i i

o 10 20 30 40
Clorofila (pg)

=

Figura 61. Efecto de las membranas tilacoides sobre los
diferentes mecanismos de activacien de la FBFasa. La enzima
(5ug) se incubo en presencia de las respectivas mezclas de
activacion (0.2 .ml) detalladas en proc. exp. y en presencia de
las cantidades de membranas indicadas. Lueqo se determinoe la
activiaad como muestra la figura 39. Actividad control: 10 umol
Pi.min'l.mq prot'l.
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(figura 61). Si al incubar con 2-propanol y membranas, se
omite el agregado de DTT -la activacion ocurre en forma lenta
con la sola presencia de FBP vy Caa+—, se observa una
importante disminucion mostrando que la falta de inhibicidén

no se debe a la alteracion de las membranas por el &-propanol

(figura 62).

| i i ¥
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~ 100 Activacion |
™ 2-pOH
-
i 6ol
! +DTT
3 7 |
W 40f 1
2
2 20} -DT7 1
L]
&
i 1 s 1
o 10 20 30 40

Clorofila (nq)
Fiqura &62. Inhibicion de la activacieon -mediada por Z2-propanol,
FBP vy Ca*- de la FBPasa por membranas tilacoides en presencia o
ausencia de DTT. Al igual que la figura 61, se incube la enzima
con la mezcla de activacion Z2-propanol (Actividad control: 10
pmol Pi.min‘l.mq prot‘l), o se omitico el a%regado de &mM DTT
(Actividad control: 2 umol Pi.min'l.mg prot™ ).

Se observa que en ausencia de DIT, la capacidad de inhibicien
de las membranas permaneceria inalterada.

Estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio de
las membranas difiere segun el mecanismo de activacion. Eksto

estaria de acuerdo con el hecho de que los diferentes
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moduladores conducen a formas conformacionalmente distintas,

sequn se determiné por modificaciones quimicas (seccien 1).

2- Cinética de la inactivacion.

Cuando se incuba a la FBPasa con membranas durante la

Activacion Catalisis
i ! 8 1 1
1 ® LI !
d 5 10 20 30
ain
Tiempos de agregado de Tiempos post-
sesbranas en activacion activacion
1 | | | I 1 |
- a b
: IW— ‘LPL.'\ 4
' " Y
-
§ ML .*L.
§ 60 4 4
E 40- F 5 4
3
s
> 20¢ | 1
-
'
1 1 J 1 i 1 1
o 10 alo] 30 (1] 30 60 90 120
Tiempo de agregado de. las fiempo de incubacion con
msesbranas en la activacion mesbranas post-activacion
(min) (min)

Figura 63. Efecto de las membranas tilacoides en funcion del
tiempo de activacion y post-activacion de la FBPasa. a) &
incube sequn la figura S9 y las membranas (40ug Chl) fueron
agregadas a los tiempos indicados. b) Las membranas fueron
agregadas lueqo de la activacien Th y se incubs segur indica los
tiempos de la fiqura. Actividad control: 10 umol ﬁ.min'l.mq
prot’l.
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activacion, se observa que 1la inhibicién es mayor cuanto
mayor es el tiempo en que las membranas permanecen en
contacto con la gnzima (fiQqura 6é3a). Por el contrario, si las
membranas son aqregadas lueqo de la activaciom, lea imhibicion
no tiene lugar dentro de las primeras 2 horas (figura 63b).
Estos resultados indican que las membranas previenen la
activacion in vitro pero no revierten dicho proceso una vez

ocurrido (desactivacion).

B— EFECTO SOBRE LAS CONSTANTES CINETICAS DEL PROCESO DE

ACTIVACION (Ag.5 ).

1- Ag.5 para la FBP.

La FBP posee un efecto activador sobre la FBPasa, en la

sola presencia de DOTT vy Ca®* (sin Th). La curva qQue describe

-1a modificacion de la actividad especifica por la variacion

de concentraciéon de F+FBP posee forma siamoidea. En presencia
de membranas tilacoides, en cantidades inhibitorias, no se
observa desplazamiento de dicha curva; es decir, no se
modifica el Apg,g para FBP (2.4 miM) en ausencia de Th (figura
b4a).

La Th produce una disminucion del Ay g para FBP (0.8mM).
Cuando se ensaya el efecto de las membranas con la mezcla de
activacion incluyendo a 1a Th, se observa que las mismas
desplazan el Ay 5 rara FBP en presencia de h hacia valores

mayores (de 0.8 . 2.5mM). Es;e resul tado indica que se
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requiere la presencia de lh para que ocurra la disminucion de
la actividad especifica de la FDPasa. De esta manera las
membranas tilacoides inhiben unicamente la activaciéen por Th

(figura é64b).

-

100} a (—Th). # b (+#Th) |

cot 4

Actividad FBPasa Resanente (X)
g

0‘_'1 i A 1 i L b1 ' 1 1  § i

20.8 0.4 0 0.4 0.8 1.2 '-1.5-1.0 0.5 ©0 0.5 1.0
Log [FBP) (mM) Log (FBPI (aM)

Figura 64. Efecto de las membranas tilacoides sobre la curva de
concentracion de FBP para la activaciéen de la FBPasa, en
presencia o en ausencia de tiorredoxina. Se procedie como
detalla la fiqura 59, variando las concentraciones de FBP a) con
o b) sin Th, agregando (¢) o sin agregar (e) membranas

tilacoides (40pg Chl). Actividad control: 13 umol Pi.min~l.mg
-1
prot~!.

2- Ag.s5 para Ca®*.

La Th y los perturbantes no fisioléqicos (cosolventes,
aniones caotropicos y presion) producen una disminucion del
Ag.5 para el FBP, asi como de las constatnes cineticas de
otras enzimas (ver introduccioen). No obstante, ninquno de
estos agentes es capaz de modificar las curvas de Ca2' en un

sentido potenciador de la activacion. Si se incuba la FUPasa
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con FBP, DT1, Th y concentraciones crecientes de Caa+, se

obtiene un incremento de 1la actividad en forma sigmoidea

(Rp.5 60uM); en presencia de membranas tilacoides esta curva
es desplazada a zonas de mayor concentracion del cation
bivalente (Ap.5 180uM) , implicando disminuciaon de la
actividad especifica (figqura 65). De esta manera, las
primer mecanismo capaz de

membranas tilacoides resultan el

desplazar la curva de Cal* para la activacion

J |
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-2.0 -1.5 -1.0 -0.5
Log (Ca€*!] (mM)

Figura 65. Efecto de las membranas tilacoides sobre la curva de
concentracion de Ca®* para la activacion de la FBPasa. Se traté
del mismo modo que la figura &ab pero variando las
concentraciones de Cac* (¢, sin membranas; o, con membranas).

Actividad control: 13 umol Pi.min"l.mg prot~1!.

3- DTT y Th.

Ac tuando en forma concer tada con los restan:es
moduladores de la activacion, la Ih y el DIl tienen un efe-:to
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sobre dicho

estimulatorio proceso.

membranas en la incubacion,

Cuando se

agregan las

se obtiene un desplazamiento de

ambas curvaes, DIT y Th (fiquras 6béa y b). El Ap,5 para Th
pasa de 0.2 a 6.95uqQ mientras que para el DIT, la inhibician
es demasiado pronunciada como para poder determinar el valor
de 90_5.
'
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Fiqura 66. Efecto de las membranas tilacoides sobre

de concentracien de DTT y tiorredoxina para la activacion de

FBPasa. Se procedie iqual que la
concentraciones de a) DTT y h) Th (¢,

fiqura &35,

membranas). Actividad control: 10 pmol Fi.min~!.mg prot'J.

L - REVERSION DEL EFECTO INHIBITORIO.

Una vez que la enzima estd actliva

las curvas

Ja

variando las
sin membranas; a, con

da, las membranas no

producen una disminucion de la actividad (tigura 63b). Surge,
luego, la pregunta de si un¢ vezr inhibida la enzima, eésta
puede ser reactivada por el agregado de moduladores. Fara
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responder esto., se incuba a la FHBPasa con los moduladores de
la activacien. (DTT, FBP., Ca®* y Th) en presencia de las
membranas tilacoides. Lueao de 30 min, se aqQrega a la
solucion exceso de FBP, Ca€* o DIT en forma separada. Como se
observa en la fiqura 67. en presencia de membranas el Cac*t
revierte parcialmente la inhibicien, mientras que el FHF 1lo
hace en mavor medida. El DTT no produce tal efecto,

permaneciendo con valores similares al control.

| 4 1 1 )
¥ 100 FBP |
o
&>
i w ~
"
E 40 Cal+
T 20 Control/
b r ¢ ¢
¥ . . ¥ DT
4 1 1 1 1
4] 40 80 120 160 200 240

fiempo (min)
Figura 67. Heversion del efecto 1nhibitorio de 1as membranas
tilacoides por aaregado de moduladores. Se 1ncubo la enzima con
la mezcla de activacion I|h con las membranas (40uQ Lhl). A lo0s
3d0min se aqrego (en mM final): FBP 4, DLIT 40, Lally 0.3 v
control (solo buffer), vy se tomaron alicuotas a los tiempos
indicados. Actividad control: 10 umol Fi.min l.ma prot'l

Otra forma de realizar el analisis de la reversion.
consiste en separar las membranas por centrifugacion vy

analizar la actividad FBPasa remanente en el sobrenadante. Al
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proceder de esta manera se observa que, sin ningun agregado
posterior a la separacion de las membranas, la actividad en
el sobrenadante permanece baja (figura 6é8). Al agregar FBP se
obtiene una recuperacion de la actividad, 1igqual que cuando
las membranas estdan presentes. En cambio el Ca®* en este caso
revierte en forma completa, a diferencia de la recuperacion

parcial en presencia de las membranas (figura 67).
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»
= FBP
[}
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b ) 1
L _J b ]
& i 1 i )
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fiempo post-inhibiciaen/

centrifugacien (min)
Fiqura 68. Reversion del efecto inhibitorio de las membranas
tilacoides por agreqado de moduladores luego de centrifugacién.
Se procedio como en la figura 67 as diferencia de que las

membranas fueron separadas por centrifugacién luego de los 30min
de incubacion. Actividad control: 10 umol Pi.min'lunq prot:'l

D— INHIBICION DE LA ACTIVALION DE FBPasa POR ESFERAS DE

VIDRIO POROSO SILICONIZADO (SPG).

Las esferas de vidrio POroso controlado (CPG)

constituyen estructuras con qran capacidad de adsorcion de
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particulas virales o macromoléculas. Esto se debe a su alta
relacion superficie/volumen. Para aumentar lJlas propiedades
hidrofobicas de las esferas, se procedio a la adsorcion de
aceite de siliconas sobre las mismas, obteniéndose
suspensiones acuosas de las esferas siliconizadas (SPG)(107).
En experimentos preliminares se observo que la FBPasa
interacciona con SPG en mayor medida que con CPG. Se recurrio
a estas estructuras para determinar si la interaccion con 1la
FBPasa inactiva ﬁmpedia su posterior activacioen como ocurria
en el caso de las membranas tilacoides. Para analizar el
efecto de las SPG, se incuba a la enzima con DIT, FBP, Cal2+ y

Th, y cantidades crecientes de dichas particulas.

| | I | | | i |
o Catalisis 4,2 - a
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SP6 (mq) Tiempo post-activacion (min)

Figura 69. Efecto de las esferas de vidrio siliconizado sobre Ja
activacion y catdlisis de la FBPasa. a) Se 1ncubo la FBPasa
(5ug) con la mezcla de activacio Ih y las SPG en las cantidades
qQue se indica .en la figura, o se agrecaron luego de Ila
activacion. En b) se activo la enzima, se ajregqo las SPG y se
incubo por tiempos variables en los que se :omaron alicuotas vy
se determino la actividad remanente. Activid.d control: 10 umol
Piunn'l.mq prot:"l
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Como se observa en la fiaura 69 (a vy b). si las SFG son
agreqgadas durante la activacion se produce un efecto
inhibitorio pronunciado, mientras que no hav disminucion si
las mismas son agreaadas durante el proceso catalitico. luego
de haber activado a la enzima. Aunque ro se muestra. las CFOG
(sin siliconizar) producen un efecto inhibitorio similar.

Con el fin de averiguar si las SPG pueden inhibir a la
FBPasa una vez que la misma ha sido activada. se agregan las
esferas lueqo de la activacion. Se 1incuba por tiempos
variables % posteriormente se determina la actividad
enzimatica remanente. En la figura 49b se observa que dicha
actividad permanece invariable durante 4 horas.

Estos resultados suqgieren qQue la union de la FHFasa
inactiva (nativa) a una superficie -5FG. membranas-, impide
su posterior activacion por moduladores. Teniendo en cuenta
que las SPG han sido dializadas exhaustivamente contra aqua
bidestilada, se descarta que el efecto inhibitorio se deba a
algun contaminante. Por otra parte, una vez que la enzima ha
sido activada. llas SFG no son capaces de inhibir dicho

proceso.

E— CONCLUSIONES

A diferencia de lo qQque ocurre baeio iluminacien y con e)
sistema Fd-Th -ompleto. las membraenas disminuven la actividad

especafica de la FBPasa. Este hecho ocurre durante la
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activacioen, no teniendo efecto una vez que la enzima ya fue
activada. De la misma manera. las membranas no tienen efecto
sobre la catalisi1s en presencia de altas concentraciones de
FBP v qu*, a pesar de que la enzima i1inactive se preincuba
por 30 min con dichas membranas. La 1nhibicion es marcada en
presencia de Th en tanto qQue resulta leve en el caso de la
activacion por moduladores no fisioloaicos. kEsto apovaeria la
idea de que distintas vias de activacion pueden dar luagar a
diferentes contformaciones de la enzima (ver secc 1-
modificaciones qQuimicas). 5in embarqQo, no se descarta que los
perturbantes quimicos puedan modificar las propiedades de las
membranas., con Jlo qQue disminuiria su capacidad inhibitoria.
Por otra parte la Th interaccionaria especificamente con las
mismas o con la enzima (o ambas).

ts de notar qQue la presencia de las membransas produzca
un  aumento de las constantes cineticas para todos los
moduladores: DIr, FBP, cCac* y Th. Esto suqgiere que Ja
inhibicion no altera la accion de solo modulador sino la de
todos ellos. kEste efecto generalizado podria deberse a que la
union de la enzima a las membranas impide cualquier tipo de
modificacion por parte de los moduladores. imposibilitando el
proceso de activaclon. ktEsta observacion esta en linea con el
hecho de que las esferas de vidrio siliconizadas (SPG)
tambi1en presentan un ertecto inhibitorio sobre la activacion,
sS1Nn poseer etecto alQuno una vez Que la enzima fue activada.
Debido a que Jas S5FL estan libres de countaminacion. y que

poseen una muy alta relacion superrticies volumen, la



inhibicion se deberia a la interaccion de la enzima con estas
esferas. Por otra parte, el efecto de las membranas
constituve el primer mecanismo reportado capaz de modificar
la curva de CaS*., reforzando la idea de este cation como
funcional en la requiacion enzimatica por la luz.

kn presencia de las membranas, solo el FBP en exceso es
capaz de rever;ir totalmente la inhibicion. Estao puede
deberse al efecto del FBP sobre la catdlisis, del mismo modo
que la reaccilon con altas concentraciones de FBP vy an* no es
afectada por las membranas. En presercia de éstas., el Cact
revierte solo parciralmente., mientras que luego de centrifugar
(para separar las membranas), tanto el FBP como el Cal"
permiten recuperar totalmente 1a actividad de la enzima
solubilizada. Esta recuperacion no surge de la simple
incubacion, va que en ausencia de FHF o Ca2* la enzima
permanece 1nactiva.

En estudios efectuados en otros laboratorios se observo
Que concentraciones elevadas de FBF. ademas de estimular la
;ctividad especifica de la enzima, prevenian la desactivacion
en Jla oscuridad (136). En dicho trabajo se propuso que la
enzima formaris un complejo estable a pll 8.0 con el FHBF en
concentraciones fisioloaicas. La desactivacion en la

oscuridad se deber:a al Up lneqo de una disminucidon en el pll

(de 8 a 7). Seria necesario. entonces. determinar s1 el
efecto inhibidor de la activacion descriptc en el presente
capitulo estaria relacionado con el efecto desa:tivador

observado anteri1ormente.

158



DISCUSION
GENERAL

159






Los experientos realizados en el presente trabaijo de
tesis estuvieron diriqidos hacia la comprension de la
relacion estructura-funcion en las enzimas cloroplasticas que
son moduladas por la luz. En particular, se estudio en
detalle a la FBPasa, modelo de enzima modulada por el sistema
Fd-Th y Qque cataliza una reaccion clave en la fijacien de CUp
(CRPP). Para ello no se analizo el conrncepto clasico de enzimsa
como ente exclusivamente funcional (catalitico) sino que se
apunto al analisis de la estructura como hecho regulatorio.
Este trabajo se basa, ademas en el comportamiento de las
enzimas bhistereticas descripto en la introduccion. Estas
presentan dos reaccilones como componentes de la actividad
enzimatica -activacion y catalisis-. Este fenomeno results
crucilal ya que permite analizar dos procesos totalmente
diferentes: a) cambios en la estructura de la enzima y b)
cambios en el complejo enzima sustrato. Es posible la
separaclon de las dos reacciones, Y, pPOr estar relacionado al
fenomeno de activacion luminica, los estudios fueron
concentrados sobre el proceso de activacion.

Recientemente se ha descripto la interaccion de enzimas
multimericas entre si vy con membranas, con significacion de
tipo requlatorio: a este fenomeno se le dio el nombre de
requlacion topodindmica (8l). En contraste con otros n:iveles
de requlacion (transcripcion., traduccion, erectos
alostéricos, menséJeros secundarios y moditicecion Quimica de

enzimas). la requlacion topodinamica surge exclusivamente en
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el cambio de distribucion espacial de las proteinas en los
compartimientos celulares. tste tipo de regulacion estad
caracteri1zado por reacciones rapidas y por flexibilidad de
las estructuras 1nvolucradas (enzimas, membranas) y estd
basada en la ditusion termica de las moleculas. De la misma
manera, nuevos entoques con énfasis en lo estructural han
surqido tambien con respecto a procesos metabolicos
fundamentales como Ja qlucoelisis; en los mismos se praopone
dsocliacion-disociacion de enzimas Y complejos
multienzimaticos como forma de requlacion (114), Otros
estudios otorgan importarcia regulatoria a la interaccion de
enzimas con membranas (154).

Para analizar los cambios estructurales en la FHFasa se
opto por modificar in vitro el medio de incubacidn mediante
moduladores, Th, aniones caotroepicos, cosolventes y presion,
los que causan la activacion de la enzima. Los cambios
conformacionales resul tantes fueron analizados wutilizando
reactivos especificos de grupo.

A partir de estos estudios se determinoe que la Fblasa
sufre un cambio conformacional -detectado por espectroscopia
diferencial- durante su activacien. La forma activa, presenta
diferencias -con respecto a la nativa- en los aqrupos
modificados titulables por espectrofotometria. LDesde el punto
de vista cinetico se analizaron diferencias en el grado de
inhibicion tanto por KkW como por DEFC. Los aqrupos analizados
fueran los histidilos -vya descriptos como esenciales en otras

FBPasas (98)- v los carboxilos. Los qQrupos esenciales para la
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actividad son afectados en la forma nativa. en tanto que la
presencia de los moduladores los protege o causa un cambio en
la estructura que dificulta su reactividad. Estos grupos
pueden ser protegidos si se activa la enzima por cualqQuiera
de las tres vias alternativas: Ilh, cosoclventes & anlones
caotropicos. La excepcion la constituve el DEFC, cuya
inactivacion no puede ser prevenida cuando la activacion es

mediada por cosolventes.

FBPasa B
Th-f . activa —»p
an. caotropicos
FBPasa
no tratada
cosolventes
FBPasa c
A activa —p
Heactivo kEfecto sobre etapas
A B c
RKW inactivacion inactivacion inactivacion
parcial parcial
[ ]
DEPC inactivacion inactivacion inactivacion
parcial

La reactividad diterencial de la FbBFaesa indica que las

diferentes formas gactivadas poseen distintes conformsciones

que mantienen su capacidad catal:itics. eEste flexibilidad

estructural podria constitulr un fernomeno asocisdo a la

regulacion: asimilsmo. seri1a necesar 1o establecer si esta
loc



caracteristica puede ser comun a otras enzimas del CRFF
moduladas por la luz.

Las uni1ones disulfuro proveen estabilidad a las
proteinas globulares a traves de su contribucion al plegado
de las cadenas polipeptidicas (156). Se sabe. ademas que las
enzimas moduladas por la Ih poseen unlones -5-5—- sobre las
qQue esta proteina actua reduciendolas a -SH. Recientemente se
ha demostvrado en la NRADP-MDH que el sitio de regulacion por
la luz via Fd—lg seri1a un puente disulfuro ubicado en la
region N-terminal (37). Luego, resulta fundamental e! estudio
de las uniones disulfuro desde el punto de vista cineético-
estructural. [lrabajos previos en el laboratorio mostraron la
relacion entre grupos ~-5H modificados vy las distintas vias de
activacion de la FBPasa (143). En dichos estudios se demostro
que la modificacion de los -5-5- esta asociada a un cambio
conformacional, por lo que la reducclon estaria directamente
relacionada a la flexibilidad estructural.

FPor otra parte, la modificacion de las interacciones
hidrofobicas intramoleculares jueaa tambieén un papel
fundamental en la activaclion de estas enzimas., SeqQun se
determino en nuestro laboratorio. larnto los solventes
organicos como los aniones caotroupilcos son capaces de
reemplazar, en su eTecto activador, al modulador fisioloqQico:
la Th. La activacion enzimatica con perturbantes de
naturaleza quimica Jleve a8l analisis de un perturbante fisico
de la estructuré prroteica: la alta presion hidrostatica

(APH). Le misma modifica la estrictura de las proteinas sin
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alterar la composicion del medio. En la presente tesis se

describe por primera vez. un efecto activador de la AFH sobre

las enzimas cloroplasticsas. si1endo las mismas enzimas

oligaoméricas.

En el caso de la FBFPasa. el efecto de la presion se basa
en la modificacion del A, g para FDP, sin variar el A, 5 para
Ca€*. Eksto resulta en una estimulacion concertada de la
FBPasa por AFH y los efectores, del mismo modo que el

observado en presencia de |Ih y los perturbantes quimicos.

Para la GAPD, la API{ estimula su actividad dependiente

de NADP en ambos sentidos. Es destacable (Gue esta actividad
es la fisioloqgicamente requlada por la Juz a través del
sistema Fd/Th. Sin embarqQo, a diferencia de la FBPasa. para
la acccion de AFH no es necesaria la presencia de DIT. En
forma similar se observeo que el reductor Nno es necesario para

la activacion de esta enzima por las tres diferentes vias:

moduladores, aniones caotropicos, cosolventes, AFH y por el

detergente CTAB (171).

Un hecho relevante en la GAFD, Que marca diferencias con
las otras formas de activacion. s qQue lo presion eijerce un

efecto inmhibitorio cuando actua en forma concertada con P; vy

AlR,. Este efecto es ‘opuesto a lo qQque acontece con la

activacion por [Ih y perturbantes qQqu:micos. Rsimismo. resultsa

importante el hecho de que en el caso de la UGAFD 1a h y los

per turbantes quimicos difieren de APIl. Esto fortslece la idea

de qQue las diferentes formas de activacion conducen a

distintas conformaciones las cuales comparten la actividad
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catalitica mientras que en este caso hav una peéerdida de la
actividad.

el efecto de APH sobre la FBPasa Yy la GRAFD es
irreversible, yvya que una vez liberada la presién. las enzimas
actividad en niveles

mantienen su elevados. De aqQui se

desprende que no seri:ia un fenomeno de asociacion-disociacion

reversible,
proteinas.
descriptos

disociacion

51N0 un

hasta el

acomparada

de

cambio en

momento

la

inhibicion vy

son de tipo

lueqo

conformacion de

las

Los efectos de AFH sobre las enzimas oligoméricas

reversible:

conjuntamente con la recuperacion de la actividad (117).

La PRK,

presiones mas altas. tomo

modul ada

enzimas mencionadas,

sistema,

aniones caotropicos.

por otra parte,

el sistema

inhibida

la RuBisCO,

Fd-Th.

tanto por

For otra parte,

se vio,

En

la

presion

mantiene su estimulacion a

contraposicion a

como por

asociacion

las
esta enzima también esta
las
Que no es requlada por dichao

los

los solventes aorganicos

Tabla X . Efecto de la tiorredoxina y soduladores no-fisiolaeqicos
sobre enzimas cloropldsticas.

Enzima liorredoxina Solventes Aniones Alta
‘orgdnicos caotropicos presion
NADP-GAPD Activacion Activacion | Activacion Activacion
FBPasa Activaciaon Activacian Activacion Activacion
NADP-MDH Activacian Activacion | Activacion No ensayada
FRK Activacion Activacion No ensayada Activacion
HuBisCO Sin éfecto Sin efecto Inhibician Inhibician
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no producen efecto alquno y la precipitan al aumentarse su
concentracion.

En la tabla X se resumen los resultados obtenidos en
este vy anteriores trabajos referidos al efecto de los
moduladores sobre las diferentes enzimas cloroplasticas.

Este conjunto de evidencias suqgiere que las enzimas
moduladas por el sistema Fd/1h responden en forma similar a
determinados perturbantes; esta respuesta es diferente en el
caso de Ja RuBisCO. Le esta manera, las enzimas pueden ser
modificadas -con aumento de su actividad catalitica- por
moduladores no-fisioloqicos que producen perturbaciones en la
estructura proteica; en el caso de la RuBisCOU, estos
moduladores conducen a su inactivacion.

Se concluve, ademds, qQue la& posibilidad de reemplazar a
la Th por perturbantes fisicos y Quimicos indica que su rol
no seria exclusivamente el de un reguctor de tipo
fisioloegico, sino que ademas terdria la capacidad de
interaccionar con las enzimas introduciendo cambios
importantes en la estructura de las mismas. ksto podria ser
valido tanto para la Th del cloroplasto como para las que
participan en otros sistemas.

La modificacion de las interacciones hidrofobicas
intramoleculares trae como consecuencta un cambio
conformacional para dar una erzima con alta actividad
especifica. El producto de este cambio contormacional es la
exposicion de nuevds dominios de la enzima con lo cual se

modifica la supertficie de la enzima. kste cembio implica que
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las interacciores ~an astructuras supramoleculares resultacan
al teradas. Por este motivo, se estudiaron las formas inactiva
y activada de la FBFasa y RuBisCO en su interaccion con
estructuras supramoleculares de caracteristicas hidrofdbicas
como lo son las micelas de los detergentes no-ionicos y las
membranas tilacoides de caracteristicas complejas. Los datos
obtenidos con la enzima inactiva indican la existencia de una
interaccion de la forma monomeérica con las estructuras
mencionadas que puede ser afectada por diversos factores. Se
analizé la interaccion de la FBPasa) (inactiva) con membranas
tilacoides debido al interes fisiologico de éste hecha. Si
bien 1los datos de esta enzimaea 1inactivada no pueden ser
extrapolados a fenomenos in vivo, se observa una diferencia
en la interaccion con ambas estructuras. Ademas, esta forma
de la enzima presenta un comportamiento diferente con
respecto de la RuBisCO., cuya actividad no esta modulada por
el sistema Fd-Ih. En la tabla X1 se resumen los datos
obtenidos, indicando claramente qQue el tipo de interaccion no
es el mismo.

fabla XI. Interaccien de 189}—+BPasa; (inactiva) con mem-
branas tilacoides y micelas de friton X-114,

iratamsientos Membranas Micelas
femperatura f al aumsentar t° no ensayado

pH 4 al aumentar pH 4 al ausentar pH
DIT sin efecto 4 wmonotioles

ff ditioles
M®* | Tt -
K* + t+ 1
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La posibilidad de marcar la FBDOPasa manteniendo St
actividad, permitio analizar factores que son relevantes en
su interaccien con las membranas; tal es el caso del pil ¢ el
espado redox. La 11nteraccion de la FbkFasa, (activa), tanto
con las micelas como con las membranas tilacoides, esta
afectada diferencialmente por los factores antes nombrados,
los que varian en la transicion oscuridad-luz del
cloroplasto. Se observa, entonces, que la enzima activada en
presencia de brr, FBP, Cac* Y Th presenta una mayor
interaccion con las micelas que la enzima sin tratar,
ocurriendo lo opuesto con las membranas tilacoides. Del mismo
modo, los efectos del DIT y del pH son encontrados para ambas
estructuras, como se aprecia en la tabla XII. Se cree que las
uniones -5-5- mantienen pleaqadas 2zonas hidrofebicas de las
proteinas globulares y que al ser reducidas se expondrian

(156).

Tabla XII. Interaccion de la5!—FBPasaq tactiva) con membranas
tilacoides y micelas de Triton X-114. Comparacion
de las formas nativa y activada.

Tratamiento Meabranas Micelas
Aumento de la 4 activada 44 activada
incorporacion 4 ¢ nativa = nativa
pH ¢ activada £ activada
-~ nativa ¢ nativa
DIl v nativa 4 nativa
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Aparentemente el tipo de interaccisén predominante con las
membranas no ser:ia el hidrofoebico, ya que existen marcadas
diferencias con respecto a la interaccion con las micelas,
Que es de naturaleza hidrofobica exclusivamente.

¢Qué funcion tendria, entonces, la interaccion con las
membranas tilacoides?. PFara contestar eésto se estudio el
efecto de estas estructuras sobre la actividad de la enzima.
En este sentido se observo que las membranas sin iluminar
(dializadas exhaustivamente) disminuyen ) impiden la
activacion de la FBPasa mientras qQue no afectan el proceso
catalitico. Esto suqQiere la existencia de un mecanismo
requlatorio ligado a la union de la enzima a las membranas.
La enzima nativa en presencia de dichas membranas no puede
ser activada por los moduladores. No se ha determinado aun si
este efecto inactivador estd relacionado a los mecanismos de
desactivacion propuestos con anterioridad (ver seccion IV
resul tados y conclusiones)

Un hecho similar ocurre con las esftferas de vidrio poroso
(SPG), Qque poseen una gran relacion superficie-volumen e

impiden que la enzima sea activada. tsto implica que el

estado de la enzima (nativa o activada) depende de lo
presencia de una estructura supramolecular. PFor otra parte.
la enzima nativa tiene mavor afinidad por las membiranas.

mientras QqQue su i1nteraccion con 1as micelas es menor: lo
contrario ocurre con la enzima activada. bebido a la
diferente naturaleza de las estructuras. las 1nteracciones

seran distintas al 1Qual que las respuestas a determilnados
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factores (pH, reduccion). La importancia de los factores
analizados, radica en que son variables fundamentales en la
transicion oscuridad-luz; por 1o tanto podrian reflejar lo
que ocurre in vivo . kl efecto cinetico de las membranas es
el de modificar los Ay.5 para DI, FBP, Th y Ca®*. Es
destacable que el Ltac€* no habia sido modificado por los
moduladores de la activacion en los estudios previos; en el
presente estudio, los Ag,5 son llevados a valores mavores vya
qQue se trata de inhibicion.

Otro factor importante en la transicion oscuridad luz es
la variacion del contenido de aqQqua del cloroplasto, la cual
modificaria no solo la concentracion de iones y metabolitos,
sino que podria, ademas. modificar el estado de aqQregacion de
los complejos multienzimaticos. Se determino que los
cloroplastos en la oscuridad poseen un mayor contenido de
agua (102». ksto llevaria 8 wuna dilucien de iones Y
metabolitos vy favoreceria la disociacion de complejos de
enzimas en la oscuridad, por el desplazamiento del equilibrio
asociacion—-disociacion, De esta manera se integraria 1a
redistribucion del aqQua con el movimiento de iones y el
cambio de distribucion espacial de las enzimas contemplado en
la regqulacion topodinamica.

La FBPasa es una enzima qQue presenta dos formas cinetice
y conformacionalmente distintas, capaces de interaccionar
diferencialmente con estructuras de distinta naturaleza. Las

membranas tilacoides estan presentes en el cloroplasto y laes
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micelas podrian representar estructuras supramoleculares

dentro del estroma., ej., complejos multienzimdticos.

Esquema propuesto para la FBPasa

OSCURIDAD

[ i

Membrana E;:
tilacoides Eas
CHM:

171
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I- Reactivos

Los reactivos utilizados son de la mavor pureza Y
calidad posibles. Todas las soluciones se preparan en aqua
deionizada y bidestilada. Las soluciones de FBP, DTI, TCA vy
cationes monovalentes, son tratades con la resina Chelex-100.
para eliminar cationes bi- o ¢trivalentes (&5). La FBP es
tratada en algunos casos con carbon activado para eliminar
por adsorcion productos de oxi1dacion del azucar y P;, previo
a su titulacion.

Las soluciones de DEPC se preparan semanalmente en
etanol absoluto y el RKW diariamente en aqua a pH 3.

El friron X-114 se repurifica seqgun (¢l1). E1l Jodogen se
disuelve en cloroformo y se vierte en los tubos de ensayo,

evaporando a continuacion el solvente.

11- Preparaciones
fodos 1o0s pasos de purificacion se efectyuan a &4°C o

menos qQque se indique lo contrario.

A— FBPasa y Th

El metodo de purificacion es esencialmente el descripto
en (123,142, 170) obtenieéendose la enzima purificada a
homogeneidad. En la misma preparaclon se obtiene tambieén la

Th, segun el siquiente esquemsa:
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Hojas frescas de espinaca
Homogeneizacion a pH 7.9 y filtrado

Precipitacion a pH 8.5

l

Precipitado Sobrenadante
Disolucion y ajuste pH 7.6 Liofflizacion
Fraccionamiento salino Calentamiento a 80°C 3min

35-85% S04 (NHy )
DEAE—celulosa pH 5.5 DEAE-celulosa pH 7.9
Hidroxiapatita pH 7.3 th -fym
QAE-sefadex A-25

FBPasa

B—- NADP-6AFPD y PRK
La purificacién de 1a NADP-GAPD se realiza sequn el
método descripto en (160). En la misma preparacion se puede
obtener la PRK, como se indica en el siguiente esquema:
Ho jas frescas de espinaca
Homogeneizacion a pH 7.9 y filtrado
Centrifugacion y descarte del precipitado

Fraccionamiento salino
24-38% S04 (NHg) 2

Precipitacion al 50% de acetona a -13°C
DEAE-celulosa a PH 7.9
Precipitacien del eluido al 50% SO, (NH,)o

Disolucion del precipitado y
siembra en Biogel A| s,

1

— 1
NADP-6APD PRK




C- RuBisCO
Se efectua segun el procedimiento répido, descripto en
la referencia (57), obteniendose una preparacion de enzima

homogenea y de alto rendimiento.

Hojas frescas de espinaca
Precipitacion con PEG 18% y descartar precipitado
Precipitacien de RuBisCO con MgClo
Disolucieén, centrifugacion (eliminar precipitado)

Cromatoqgrafia en DE-52 a pH 8.0

RuBisCO

D- Cloroplastos y membranas tilacoides.

Los <cloroplastos se preparan sequn el procedimiento
descripto en (121). Dos precauciones fundamentales deben
tenerse en cuenta cuando se preparan cloroplastos, cualquiers
sea SsSu origen: no congelar nunca y mantener siempre la
tonicidad del medio. Aproximadamante de 15 a 20 hojas frescas
de espinaca se homogeneizan en una licuadora en 300 ml de un
buffer isoténico (lris—-HC! 30 mM pH 7.9 0.3 M sacarosa; 1 mM
EDFA). Se filtra y centrifuga sin pasar de 300 x g. por no
mas de 90 sequndos de tiempo total. Se descarta el
sobrenadante y al precipitado (cloroplastos) se le agregan
0.5 ml de solucien hipertonica (1.5 ™M sacarosa)l. 2]
continuacinn se ‘agregan IS5 ml de una solucion hipotonica
(Tris-HC1 3 wr pH 7.93 1 mM1 Ma Clps sin sacarosa). donde

éstallan los cloroplastos; luego se centrifuga a 27000 x g vy
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se descarta el sobrenadante (estroma diluido). Los
cloroplastos rotos se resuspende en el buffer hipotonico.
PURIFICACION DE LAS MEMBRANAS TILACOIDES.

Para separar las membranas tilacoides del resto de las
fracciones se siembra la suspension de membranas
cloropldsticas en un gradiente discontinuo (0.6; 0.9; 1.2;
1.5 M) de sacarosa. Las membranas tilacoides purificadas se
ubican en la interfase 1.2-1.5 M sacarosa. 5Se resuspenden en
buffer hipotonico, se centrifugan y se quardan en suspension

a 49 C.

I1I1- Determinaciones

A- Actividades enzimaticas
1— FBPasa

La determinacion de la FBPasa se efectua en una & dos
etapas.
ENSAYO EN UNA ETAPA

Se incuba a la enzima en una solucion de Iml de volumen
final que contiene (en umoles): Tris-HCl pH 7.9,350; MaCly,
10y FBP, 3 y EBGTA, O0.1. Ls reaccion se detiene por el
agregado de reactivo de Chen, estimdndose luego el P
liberado (31). Ekste ensavyo es el que se utiliza para la
determinacion de la FBPasa en columnas (ensayo a altas (FBPJ
y LMge*1).

ENSAYO EN DOS E1APAS
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La enzima se preincuba en Tris-HCl O.1 M pH 7.9 a e3°C
en un volumen final de 0.1 ml! por 20-30 min en presencia de
los moduladores indicados en cada experimento. Una solucion
@estandar de activacion (sezcla de activacion), contiene los
siguientes componentes (en umoles)s Tris-HC1l pH7.9, 303 DTT,
é; FBP, 0.24 y CaClp, 0.03; vy, altermativamente segun se
indique, @2-propanol, TCA, Th ¢ APH. Posteriormente, se
inyecta la solucion de catalisis, llevando a un volumen final
de 1 ml y conteniendo (en upmoles): 1ris-HC1 pH 7.9, 3503
FBP,0.83 MgCla, 1 y EGTA, O.1. A continuaciséon se estima el
P; liberado por @l método de Chen (31).
2~ Tiorredoxina

Al no tener 1la Th una actividad enzimatica medible
directamente, la determinacion de su actividad consiste en su
capacidad de activar a enzima® clovopldsticas como la FBPasa.
Para ¢ésto, se incuba a esta ultima en presencia de los
moduladores de 1la activacioen, en concentraciones que no
estimulan a la enzima (ver ensayo en dos etapas) y se agrega
la Th.

3- NADP-GAPD

Esta enzima se ensavya en dos etapas, como se describe en
(160)3 tanto en la direccion reductiva como la oxidativa.
REDUCTIVA

Se incuba 1a NADP-GAPD a @23°C durante 10 min en una
gsolucion que contiene los moduladores indicados en cada caso.
Una incubacion esééndar se lleva a cabo en un volumen final

de O.! ml y contiene (en umoles): Tris-HCl pH 7.9, 103 KP;
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13 ATP, 0.1 y Th ¢ el perturbante que se analice. La
catdlisis se determina por una reaccidon enzimatica auxiliar,
inyectando la muestra en un volumen final de 1 ml que
contiene 5 unidades de PGAquinasa Yy los siquientes
componentes (en umoles): Tris-HCl pH 7.9, 503 MgQClp, 10y PGA,
13 ATP, 353 NAD(P)H, 0O.l2. La reaccion se sique por la
variaciéon de absorbancia a 340 nm por el NAD(P) en un
egpectrofotémetro Gilford 200 con un registrador acoplado.
OXIDATIVA

Cuando se ensaya la direccion oxidativa, la solucion de
catdlisis de volumen final 1 ml contiene (en pmoles)s Tris-
HCl pH 7.9, 303 NapHAsO3, 203 EDTA, 2; G3P, 0.14 y NAD(P), 1.
4- PRK

Para esta determinacion, se efectua también un ensayo en
dos etapas (162). La soluciéen de activacidn contiene (en
Mmoles): Tris—-HC1l pH 7.9, 503 DTT, 0.5 y Th ¢ el perturbante
en estudio, en 0.1 ml y se@ incuba 15 min a 23°C. Se toma una
alicuota de 50 pul y se inyecta en la mezcla de catalisis de 1
ml de volumen final que contiene las enzimas auxiliares
(PK/LDH, 3.3 y S unidades‘respectivamente y PRI, 2 unidades)
y los siguientes componentes (en umoles): Tris-HCl pH 7.9,
303 ATP, 13 PEP,13; KCl, 103 MgSO,, 103 NADH, O.13 RSP, 2.
Posteriormente se determina la variacion de absorbancia a 340
nm en funcioen del tiempo.
S- RuBisCO

La determinacion de la actividad carboxilasica se

realiza seqgun se descrine en (57 ). La enzima (2 mg/ml) es
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previamente activada 10 min a 30°C en una mezcla de un
volumen final de 0.2ml conteniendo 10 mM NaHCO3, 20 mM MQClp
y 2 mM DTT. Luego a 0.22 m! de buffer de catadlisis (100 mM
Bicine-KOH pH 8.0 a 30°C, 0.2 mM EDIA, 20 mM MgClp y 1 mM
DTT) se le agrega 10 ul de NaHl“COS -de actividad especifica
conocida— y 10 pl del2.3 mM RuBP. Se deja equilibrar 2 min a
30°C vy se agregan (0 pl de la enzima activada. Se detiene la
reaccion luego de | @ 3 min. con 0.2 ml de HCl 2N y se cuenta
la radiactividad incorporada (14c--pGa) previa eliminacion del

14c0, por secado con aire.

B- Clorofila

La determinacion de |a concentracien de Chl en las
preparaciones de membranas tilacolides, se basa en el meétodo
de Arnon (10)., Se toma una alicuota de 25 ul y se lleva a 5
ml con acetona 680%. Se aqgita por inversién, se filtra para
@liminar el precipitado de proteinas y se determina la
absorbancia a 6352 nm. Dicho valor, se multiplica por el

factor de conversion 5.356 y se obtiene el valor estimado de

la (Ch1] en mg/ml.

C- Proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas se

efectua espectrofotométricamente siquiendo la absorbancia a

280 nm (89), en el caso de columnas de ciromatografia o de

filtracion por gqeles. Cuando se tiene muestras de escaso

volumen o se desea mayor sensibilidad, se determina por el
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método de Bradford (23). Para obtener valores absolutos por
este método, se realiza una curva de calibracion utilizando

s@roalbumina bovina como patron.

IV- Métaodos

A- Marcacion de proteinas con 123;

Preparacion de tubos de Jodogent se prepara una solucion de 1!
mg/ml de lodogen en cloroformo. Se agregan O.! ml] (100 nq) en
tubos de vidrio y se deja evaporar a 37°C.

Marcacion: se toman Jlos tubos de Iodogen y se incuban
cantidades variables de las proteinas en 0.5 ml de Tris—HC]
O.IM pH 7.9 @ O 6 23°C por 20 min. luego se pasa la mezcla
por columnas de filtracion por qgeles (sephadex G30 & AcA 54)
para separar el 12831 o incorporado. Finalmente se toman las
fracciones que contienen la proteina marcada, se dializan
toda la noche contra acetato de sodio 50 mM pH 3.3 y se
Qquardan a -20°C.

V- Técnicas desarrol ladas

A— Reactivos especificos de grupo
1- Tratamiento de la FBPasa

Las formas activas de la FBPasa son generadas a pli 7.9
por incubacien con DIT, FBP, ca2+* y alternativamente [h, TCA
o 2-propanolj el proceso de activacioen no ocurre & valores de
PH menores a 7.4 (34,64,65,134,138,142). Por otra parte la

forma inactiva de Ja FBPasa corresponde a la enzima nativa

181



(no tratada). Los tratamientos con DEPC 6 RKW se hacen antes
(enzima nativa) o después (enzima activadada) de la
incubacién con moduladores.
ENZIMA NATIVA

La FBPasa nativa (10 uq) se incuba a 23°C en 0.23 mj de
buffer MOPS-NaOH 30 mM (pH 7.8), con el reactivo especifico
correspondiente. Lueqo de incubaciones a diferentes tiempos,
s@ toman alicuotas para el ensayo de la actividad FDPasa
remanenta: a) en una etapa 6 b) en dos etapas, agregando
Imidazol-HCl (&40 mM) para frenar la reaccién del DFPC.
Posteriormente, en ambos casos, se determina el P; liberado
por el método de Chen (31).
EXPERIMENTOS DE PROTECCION

El efecto de RKW y DEPC sobre las formas activas de la
FBPasa se analizo incubando a la enzima (10 ug) por 30 min a
23°C en 0.22 ml de solucién conteniendo (en umoles): MOPS-
NaOH pH 7.8, 1t2.53 DTT, 1.23y FBP, 0.23 CaClp, 0.04 y el
modulador bajo andlisis. Posteriormente, se agregan 30 ul del
raeactivo especifico de grupo respectivo y a distintos tiempos
de incubacién, 23 ul]l de esta solucion se inyectan en 75 nl de
una soluclién de activacien, conteniendo el mismo modulador
utilizado en la reaccion inicial. Luego de 20 min a 23°C, se
toma una alicuota y se inyecta en la mezcla de catalisis
(ensayo en dos etapas), determinandose posteriormente el P;
liberado.

2- Andlisis de los'datos
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Se efectua por regresion lineal y se analizan los datos
cinéticos cuyos coeficientes de correlacisn son mayores que
0.98.

3- Espectroscopia diferencial al W

Los espectros de la FBPasa se obtienen utilizando el
dispositivo de celdas en tandem del espectrofotometro de
doble haz Hitachi 220-A. En la posicien de la muestra, se
ubica una celda rectangular (1 cm) de cuarzo, conteniendo la
enzima nativa o tratada con moduladores; en el mismo paso de
luz (en téndem) se ubica una cubeta similar con buffer. En la
posicien de referencia, le celda que contiene la enzima
(so0la) es alineada con otra que contiene los moduladores.
Luego de ajustar la Jlinea de base con el microprocesador
incorporado al aparato, se agreqgan cantidades adecuadas de
los reactivos especificos de qgrupo y se reaegistran los

egpectros a intervalos discretos.

B- Alta presion hidrostatica
1- Descripciaon del aparato

El aparato consta principalmente de: a) wuna bomba ¢
cadmara de presion donde se realizan las incubacioness b) un
monitor tipo Bourdon de presiony y c) un pisten, con el qu;
s®@ genera la presion. lLas diferentes partes del aparato estan
interconectadas por tuberias de metal que contienen el etanol
(fluido hidrdulico). Una descripcién completa del aparato es

efecti.ada por Paladini en la referencia (116).
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1- Camara de alta presidn 3- Bomba Hidraulica
- Mandmsetro 4- Reservorio de fluido

2—- Ensayos de activacion enzisdtica sediada por presion

Para efectuar los ensayos, se procede de la siguiente
manerast i) la enzima en andlisis se mezcla con los
correspondientes moduladores (volumen final 0.2 ml) vy se
introduce en un tubo de polietileno colapsable; ii) el tubo
se tapa con un tapdon de vidrioj iii) se introduce en la bomba
de presion, sumergiéndola en el etanoly y iv) se cierra la
bomba y se aplica la presion manualmente con el pistén a
tornillo del aparato. Con el fin de evitar variaciones
temporales de temperatura, la velocidad de aumento de presidén
es de |0 bar/segundo. Luego de la incubacidén (10 min), se
libera la presion y se toma una alicuota para determinar lea
actividad enzimatica. El ensayo de catalisis se hace a
presion atmosfeérica. El1 efecto de 1la APH sobre la fase
catalitica se analiza incubando la enzima con la mezcla de

catalisis respectiva en el tubo de polietileno. Este se
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introduce en el aparato y lueqo se aumenta la presion. lluando
culmina el tiempo de incubacién, la presion se libera y ce
determina 1la formacien de producto para las diferentes
enzimas, segun se indica en la seccion JIl- de este capitulo.
En estos experimentos se mantiene el tiempo total de
compresion y descompresion en un 20% del tiempo de reaccion.
En todos los estudios se utiliza el buffer N is-HC)] debido a

que su pKg no varia con la presion hidrostatica (111).

€C- Micelas de Triton X-114
1- Procedimiento

El procedimiento se basa en el método original de
Bordier (21). Es necesario trabajar con la enzimae marcada con
123 para poder ser determinada su iJincorporaciéen a las
micelas. Luego, se incuba Ja enzima en Iris-HCl 30 mM pH 7.9
con los modificadores a analizar en un volumen fTinal de 0.2
ml por 1 hora a 24°C en tubo de ensayo. lLuego se agrega el
Triton X-114 a la solucion y se lleva a 0°C por 30 wmin para
que se forme una solucién.:ée transfiere posteriormente, todo
el volumen a un tubo Eppendorf sgobre 0.6 m)] de una solucion
(colchon) compuesta por:s 0.25 M sacarosa, 0.1 M KC1, 0.03%
friton X-114 y S0 mM Tris-HCl pH 7.9. Se incuba 10 min a 30°C
y se forma un precipitado blanquecino en la fase superior
(micelas). Se centrifuga 5 min en centrifuga clinica y se
toman 50 pl del fondo del tubo (tase rica en detergente) para

contar la radiactividad.
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e /)

A~ Slembira sobre 0.7 sacarosa

1- Tratasiento de !@FiPasa 3- Incubacién por 3 ein

con sodificadores a 30°C
8- Adicion de [riton X-114
s O°C

3- Incubacién por 30 ain

577, A — T ———————————

/4
7- Centrifugacidén
Smin a 2300xg

8- Estimacisn de 1231

i icstae 4- Precipitado blanquecino
en las

D— Preparacion del vidrio siliconizado (S5PG)

El procedimiento se basa en el meéetodo descripto en
(107). Se toman 0.4 g de vidrio de poro controlado (CPG,
controlled porous glass) y se agregan a un vaso de
precipitados de 150 ml que contiene 3 ml de Ci,C.
Posteriormente se agregan 0.2 ml de aceite de siliconas y se
agita lentamente bajo campana, hasta que se evapora el
solvente organico. Una vez que estd seco, se lleva a estufa
hs a 200°C. Se deja enfriar y se agrega agua bhidestilada (2
ml), obteniéndose suspensiones de 0.2 g/ml de SPG listas para

ser utilizadas.

E- Union a membranas tilacoides
Se incuba a la !'@5]-enzima en presencia de las membranas
tilacoides, en un tubo Eppendorf, en un volumen final de 0.2

ml. Las incubac iones se hacen en buffer Iris-HC1 pH 7.9 -6 el
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buffer indicado-, en presencia de los moduladores Aque se
analicen. lLLueqo de 1| hora a 24°C se centrifuga S min y se
elimina el sobrenadante. Se lava el precipitado de membranas
con 0.2 ml del buffer y se resuspende bien con una varilla de
vidrio de extremo romo. Se centrifuga nuevamente, se descarta
el sobrenedante, se resuspende el precipitado en agqua
bidestilada vy se transfiere a un vial para contar 1la

radiactividad.

7
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ABREVIATURAS

Ag.5 Concentracion de efector requerida para lograr la
mitad del maximo de actividad especifica.

ADP S' Adenosina difosfato

AP Alta presion hidrostatica

ATP S5' Adenosina trifosfato .

ATPasa Adenosina trifosfatasa

Chl Clorofila

DEPC Dietilpirocarbonato

DHAP Dihidroxiacetona fosfato

DIv Ditiotreitol

Egq Potencial redox

E4P Eritrosa 4-fostato

EGTA Etilenglicol-bis-(@-aminoetil éter)-N,N,N',N',
tetraacetato

F2,6BP Fructosa 2,6-bisfosfato

F6P Fructosa 6-fosfato

FBP Fructosa !,6-bisfosfato .

FBPasa Fructosa-1,6-bisfosfatasa

Fd Ferredoxina

GAP Gliceraldehido 3-fosfato

GAPD Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

las]—FBPasa] fggTa monomérica (inactiva) de la FBPasa marcada con

laSI—FBPasaq ﬁggTa tetramerica (activa) de la FBPasa marcada con

1851 RuBisCo RuBisCO marcada con 125

NAD’, NADH Formas oxidada y reducida del nicotinamina

dinucleotido
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NADP*, NADPH

g &

R

i

233

RuBisCD

v G

SBPasa

ca

Iris

XusP

Formas oxidada y reducida del nicotinamina
dinucleotido 2'fosfato

Malato deshidrogenasa
3-fosfoqlicerato
Fosfato inorganico
Fosforribuloquinasa
Ribosa S5-fosfato

N-etil-5-fenilisoxazolium-3'-sulfonato, reactivo K
de Woodward

Ribulosa 5-fosfato
Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
Ribulosa |,5-bisfosfato

Concentracion de sustrato o cofactor requerida para
lograr la mitad de) maximo de actividad especifica

Sedoheptulosa 1,7-bisfosfato
Sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa

Esferas de vidrio poroso siliconizadas
Iricloroacetato

liorredoxina
2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol

Xilulosa S-fosfato
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