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Abreviaturas

ATP: Adenosina trifosfato

DHAP:Dihidroxiacetona. fosfato

DTT: Ditiotreitol

E4P: Eritrosa 4-fosfato

EDTA:Etilen diamino tetraacetato

EGTA:Etilienglicol-bis- (B-aminoetil eter )-N,N,N’,N’,tetraacetato

F6P: Fructosa G-fosfato

FBP: Fructosa 1,6-bisfosfato

FBPasa: Fructosa-1,6-bisfosfatasa

Fd: Ferredoxina

GA3P:Gliceraldehído 3-fosfato

GABPDH:Gliceraldehído-B-fosfato deshidrogenasa

NAD/NADH:Formas oxidada y reducida de la. nicotinamida dinucleótido

NADP/NADPH:Formas oxidada y reducida de la nicotinamida
dinucleótido 2-fosfato

NaTCA:Tricloroacetato de sodio

Pi: Ortofosfato

3-PGA: 3-fosfoglicerato

PETS: Sistema fotosíntético de transporte de electrones

PRK: Fosforibulokinasa

R5P: Ríbosa 5-fosfato

Rubisco: Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa.

RuBP: Ríbulosa 1,5-bisfosfato

S7P: Sedoheptulosa 7-fosfato



SBP: Sedoheptulosa 1,7-bi‘sfosfato

SBPasa: Sedoheptulosa-l,7-bisfosfatasa

TNS:2-(p-toluidinil)naftalen-G-sulfonato

Tris: 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol

TRX: Tiorredoxina

U.V.: Ultravioleta

Xu5P: 'Xilulosa 5-fosfato



Neologismosy palabras tomadas del inglés

Para una mejor comprensión de la presente tesis en algunos casos se
utilizaron palabras extraídas del lenguaje inglés. Esto se realizó cuando el
término es de amplia difusión en el ambiente científico y el intento de su
traducción puede generar confusión o el neologismo acuñado no tiene una
traducción muy difundida o exacta. En estos casos lapalabra ha sido
puesta en letra italica o "entre comillas".

Buffer: A veces traducida como solución reguladora, amortiguadora o
tampón. Solución que permite controlar 1a concentración libre de un com
ponente específico a pesar de que su concentración total cambie abrupta
mente (por ejemplo el pH, frente al agregado de un ácido o una base).

Quenching, quencher: Se refiere a la capacidad de un determinado
compuesto para apagar, extinguir, cancelar o anular una señal medible. El
término es ampliamente difundido en estudios de fluorescencia

Channeh’ng:Término recientemente introducido para definir el pasaje
de metabolitos del sitio activo de una enzima al de otra. Se comenta en el
transcurso de la introducción.

Lag, Burst: Se refieren a un "retardo" y a una "aceleración" respec
tivamente, que se produce inicialmente en la curvas de producto vs. tiem
po y se utilizan en la sección de activación de la enzima por FBP y Mgz‘.
E1concepto de estos términos se discute ampliamente en la introducción.
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ANTECEDENTES HISTORICOS SOBRE LA FOTOSINTESIS

Entre 1772 y 1775, el farmacéutico sueco Carl W. Scheele y el químico
Joseph Priestley descubrieron el oxígeno en forma paralela [1] siendo este
el punto de partida del estudio racional de la fotosíntesis. Posteriormente,
Priestley realizó una serie de experimentos sobre combustión y respiración
y llegó a la conclusión de que las plantas verdes son capaces de revertir
el proceso respiratorio de los animales. El observó que en un recipiente
cerrado una vela encendida puede arder sólo durante un cierto tiempo. En
ese "aire" remanente no sólo la vela no puede seguir ardiendo sino que
además un ratón se muere. Sin embargo, una rama verde de menta puede
seguir viviendo en este ambiente residual por varias semanas. Pasado este
tiempo, Joseph Priestley encontró que ahora una vela puede volver a
arder y que un ratón puede volver a respirar en este aire "reactivado"
por el vegetal [2]. Años después Ingenhouz descubrió la importancia de la
luz solar en este fenómeno y que las partes verdes de la planta eran las
responsables directas. En estos experimentos pioneros, se puso de mani
fiesto uno de los aspectos más importantes del proceso que hoy conocemos
comofotosíntesis: la capacidad de utilizar la energía solar para producir
O

2

entonces, muchos experimentos importantes se llevaron a cabo para diluci
, siendo este necesario para la respiración de los animales. A partir de

dar los mecanismos fisiológicos que posibilitan este proceso que es propio
de los vegetales y está ausente en los animales [3].

Durante el siglo pasado, se encontró que las plantas consumen CO2y
HZO.Además, la sustancia verde responsable de todas las observaciones
mencionadas fue aislada y denominada clorofila. Se demostró que hay for
mación de materia orgánica, que ésta es almidón y además que por cada

molécula de CO2consumido se produce una de Oz. Teniendo en cuenta es
tos datos y el concepto introducido por Mayer en 1845 según el cual las
plantas eran capaces de transformar la energía de la luz solar en energía
quimica, lo que se sabía de la fotosíntesis a principio de siglo podía resu
mirse en la siguiente ecuación:



'Plantas y

(C02)n + Hzo + luz ——-———-(O 2)n + Almidón + Energía Química
verdes

A esta altura ya se había puesto de manifiesto otro de los aspectos
importantes de la fotosíntesis: los organismos que la realizan tienen la ca
pacidad de armar compuestos orgánicos usando como ladrillo elemental el

COZy la capacidad de captar la energía proveniente del exterior del pla
neta. Esta energía (luz solar) se transforma en energía química disponible
para ser utilizada por el resto de los seres vivientes, fotosíntéticos o no.

En ese momento ya se conocía cualitativamente cuales eran los factores
más importantes que intervenían en la. reacción fotosintética. Paulatinamen
te, se fueron realizando mayor número de experimentos con el objetivo de
cuantificar el proceso.

La fotosíntesis está controlada por factores externos determinados
por el medio circundante y por los factores internos determinados por el
código genético. Desde un punto de vista cuantitativo, los factores exter
nos a la célula influyen significativamente sobre el proceso fotosíntético.

Este, depende no sólo de la intensidad de luz sino también de su com
posición espectral, la temperatura ambiente y la. concentración de COzen
la atmósfera circundante. La velocidad de fotosíntesis puede valorarse mi-

diendo el O2 producido en función del tiempo. Experimentos hechos midien
do esta producción, en función de las variables antes mencionadas, per
mitieron realizar observaciones de gran trascendencia para la comprensión
del proceso fotosíntético.

A bajas intensidades luminosas, la velocidad de fotosíntesis se incre
menta linealmente con la intensidad de luz. Esta zona se conoce como la

región de luz limitante Al seguir incementando la intensidad, la foto
síntesis aumenta en forma no lineal, hasta que se alcanza una zona en la
cual cualquier aumento en la intensidad de luz no induce ningún cambio

en la producción de 02. Esta región de la curva con forma de meseta es la
zona de saturación de luz. Si aquí se desea aumentar la velocidad de foto
síntesis, otros factores deberían ser tenidos en cuenta además de la in
tensidad de luz.
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En la zona de saturación de luz, un aumento de la temperatura pro
duce un incremento en la velocidad de fotosíntesis. Sin embargo, cambios
de temperatura en la zona de luz limitante no producen ninguna variación.
Esto coincide con el hecho de que las reacciones fotoquíinicas verdaderas
no son sensibles a la temperatura. Al mismo tiempo quiere decir, que en la
zona de saturación de luz otros factores influyen en la fotosíntesis además
de la simple absorción de un fotón. En la mayoría de las plantas verdes
estos procesos funcionan adecuadamente entre 10'C y 35°C con un óptimo
a 25'C.

La variación de la concentración de CO2en la zona de luz limitante
no afecta a la velocidad de fotosíntesis lo cual sugiere que este no parti
cipa directamente en la reacción fotoquímica. Sin embargo, a altas inten

sidades lumínicas, la fotosíntesis se incrementa al aumentar el COZpre
sente. Buenas velocidades de fotosíntesis se obtienen a 0.1% de CO2pero
valores excesivamente grandes dañan las hojas. Teniendo en cuenta que
las plantas crecen en una intensidad luminosa suficiente para saturar la

capacidad fotosíntética (excepto p.e. en bosques frondosos) y que el con
tenido de CO2en la atmósfera es de 0.035%, podemos inferir que en gene
ral, las plantas no disponen del CO2suficiente para aprovechar toda la luz
del sol que incide sobre ellas. La suma de los efectos de la [C02], tem
peratura e intensidad luminosa se ilustran en la fig. 1.
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Iigura 1. Influencia de diversos factores sobre 1a fotosíntesis. Eneste gráfico

se observa la velocidad de fotosintesis medida comoproducción de 02 en función
de 1a intensidad de luz. Ambasvariables se expresan en unidades arbitrarias. La

zona indicada por la letra L es la zona de luz limitante. La zona indicada por
1a letra S es la zona de saturación de luz. Las curvas A y B se pueden obtener a.

partir de 1a condición C. aumentando la concentración de 602, la temperatura o
ambas.

Ya en 1905 el fisiólogo vegetal F. F. Blackman [5] interpretó que la
forma de las curvas de saturación por luz sugería que la fotosíntesis era
un mecanismo de dos pasos que involucra una reacción fotoquímica y una
no fotoquímica o reacción oscura. Al ser la reacción fotoquímica más rápida
que la oscura, a altas intensidades de luz la velocidad fotosíntética es de
pendiente en forma exclusiva de esta última etapa.

A continuación se describirán los procesos que se llevan a cabo en
las dos etapas, tanto en la dependiente de luz (fotoquímica o clara) como

en la que se asimila el CO2(etapa oscura o ciclo de Benson-Calvin). Por
otra parte, los factores intrínsecos relevantes a la asimilación fotosíntética

de CO2también son considerados en los párrafos siguientes de esta
introducción.



REACCIONES DE LA ETAPA DEPENDIENTE DE LUZ

La Fotosíntesís ocurre en membranas

Los experimentos realizados por D. Arnon [4] se tuvo la confirmaron
que en las plantas verdes las reacciones de la fotosíntesis se producen
totalmente en organelas especializadas denominadas cloroplastos. En la
figura 2 se observa el esquema de un cloroplasto. Estos tienen dos mem
branas externas y una extensa membrana interna denominada membrana
tilacoide En las micrografías de cloroplastos seccionados, la membrana
tilacoide parece conformar un gran número de vesículas achatadas, aunque
es probable que sea una sola membrana altamente plegada. Al cerrarse so
bre sí misma la membrana delimita dos compartimentos; una parte interna a
los tilacoides (lumen) y otra externa a los mismos denominada estroma. En
ciertos lugares esta membrana está muy apilada en estructura llamada
grana. La clorofila en los cloroplastos está unida a proteínas hidrofóbicas
en la membrana tilacoide y es aquí donde ocurren las reacciones foto
químicas (absorción de luz y transformación en energía química). Además,
en la membrana tilacoide hay transportadores de electrones y una ATPasa
similar a la H"-ATPasa mitocondrial. Las enzimas responsables de la asimi

lación de CO2propiamente dicha y de la síntesis de hidratos de carbono
son proteínas aparentemente solubles y residen en el estroma que rodea. la
membrana tilacoide. En las bacterias fotosíntéticas las reacciones foto

químicas se producen en la membrana plasmática.
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figura 2. Esque-a de la organización de un cloroplnsto de hojas de plantas supe
riores. El cloroplasto está rodeado por una cubierta compuesta por dos membra
nas. Los tilacoides son vesículas achatadas de membranaque no están conectadas
con la cubierta exterior y residen dentro de la parte soluble o estrena. Al mis
no tiempo, existen dos zonas diferentes en los tilacoides: Unasapiladas en for
na regular o granas y otras zonas no apiladas que conectan las anteriores.

Captación de Ia energía solar por la clorofila

El primer paso importante en la fotosíntesis es la absorción de luz
por una molécula fotorreceptora. El principal fotorreceptor de las plantas
verdes es una dihidroporfirina sustituida denominada clorofila a. En esta
molécula, los cuatro átomos de nitrógeno coordinan a un átomo de mag
nesio. Otra característica es la presencia de fitol, un alcohol de 20 car
bonos altamente hidrofóbico que esterifica una cadena lateral ácida. La
clorofila b difiere de la a en que tiene un grupo formilo en lugar de un
metilo en uno de sus pirroles. Estas moléculas son efectivas como fotorre
ceptores porque tienen una alta proporción de dobles enlaces conjugados.
Además, tienen fuertes bandas de absorción en la región visible del es
pectro, donde es máxima la intensidad de luz que llega del sol. De hecho,
la absorción molar máxima de las clorofila a y b son mayores que 105 cm“

1 M'1 siendo de las más altas que se han observado para compuestos or
gánicos. Estas dos- moléculas poseen espectros de absorción ligeramente
desplazados; de esta manera, se complementan entre sí para abarcar un
rango mayor de longitudes de onda. Así, la. luz del sol que no es absorbi
da por una de ellas es absorbida por el otro tipo de clorofila.
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Concepto de Centro de Reacción y Unidad Fotosinte'tica

En experimentos hechos en 1932 por R. Emerson y W. Arnold se ob

servó que el rendimiento de la fotosíntesis era mucho menor al esperado.

En las condiciones más favorables sólo una molécula de O2 era. producida
por cada. 2500 moléculas de clorofila por cada flash de luz. Hans Gaffron
[5] propuso que la luz es absorbida por cientos de moléculas de clorofila,
y que luego estas transfieren su energía de excitación a un sitio en el
cual la reacción química ocurre. Actualmente este sitio se denomina Centro
de Reacción. Así, muchas moléculas de clorofila absorben luz pero sólo una
proporción de ellas, las del centro de reacción, median la transformación
de luz en energía química. Las moléculas de clorofila que absorben la. luz
y que transmiten esta energía. a1 centro de reacción forman parte de los
sistemas colectores de luz o antena. Todas las moléculas de clorofila, las
del centro de reacción junto con aquellas que le transfieren la excitación
lumínica, constituyen una unidad fotosíntétíca o fotosístema. En las clorofi
las ubicadas en el centro de reacción el nivel de energía del electrón ex
citado (promovido por la absorción de un fotón) es más bajo que en las
otras, lo cual permite que este centro atrape la energía de excitación del
resto de la unidad. La transferencia de energía por interacciones electro
magnéticas entre las clorofilas y luego hacia el centro de reacción es muy
rápida y del orden de picosegundos. De esta manera, podemos decir que
los fotones absorbidos por muchas clorofilas son dirigidos como a través
de un embudo hacia el centro de reacción donde recién allí se transfor

marán en energía química.

Reacciones en un fotosistema

Cuando un fotón es absorbido por un fotosistema, este es conducido
al centro de reacción para producir las reacciones fotoquímicas. Allí, un e
lectrón de una molécula de clorofila es excitado y promovido a un nivel de
energía superior. En estas condiciones, la molécula de clorofila excitada
tiene una gran tendencia para transferir este electrón; dicho de otro
modo, posee un gran poder reductor. Así, reduce a un aceptor electrónico
adecuado quedando la molécula de clorofila ionizada. Esta, a su vez es un
oxidante fuerte pues presenta. una gran avidez para tornar un electrón del
medio. Entonces, frente a un dador adecuado, la clorofila vuelve a neutra
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lizarse y el dador es oxidado. Todo el ciclo vuelve a repetirse ante a. una
nueva absorción de un fotón. De este modo, la energía luminosa de un fo
tón se convierte en energía química porque se produce una molécula de
un oxidante (dador electrónico oxidado) y una molécula de un reductor (a
ceptor electrónico reducido). Esto puede ser ejemplificado en la fig. 3. Un
fotosistema hace las veces de una célula fotovoltaica que se lleva a cabo
una reacción en contra del potencial químico con lo cual genera una dife
rencia de potencial (pila). Este proceso guarda similitud con lo que sucede
en la electrólisis del agua donde a expensas de la energía eléctrica se

genera O2 y H2 .

Plamonloo de ¡a anlena . Cener de reacción

Dax A C .....NDred ...... .. A

Dadoras electrónlcoa Aceptorsa electrónicos

Figura 3. Acción de la luz sobre un fotosistema. P: Pigmento del centro de reac
a:ción (Chl). P 2 Pigmento excitado. P+z Pigmento oxidado. A: Aceptor de electro

nes. D: Dador de electrones.

Van Niel sugirió que la esencia de la fotosíntesis, tanto en plantas
como en bacterias, es 1a generación fotoquímica del poder reductor para
llevar a cabo procesos anabólicos‘ Simultáneamente, también se generan
compuestos oxidantes. Esta conclusión fue tomada luego de observar que

ciertas bacterias fotosíntéticas convierten HZSen azufre en presencia de
luz. Van Niel percibió un patrón común en las reacciones generales lle
vadas a cabo por las plantas verdes y aquellas bacterias [6].

co2 + 2 st ___. (CHZO)+ 2 s + HZO

co2 + 2 HZO ————a. (CHZO) + o2 + HZO
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El azufre formado por las bacterias fotosintéticas es análogo al oxí
geno producido en las plantas. Entonces, Van Niel propuso un esquema
general para el proceso:

C02 + 2 HZA.__. (CHZO) + 2 A + Hzo

aceptor de dador de aceptor dador
hidrógenos hidrógenos reducido deshidrogenado

De esta manera. la fotosíntesis en plantas podría ser formulada como

una reacción en la cual el CO2es reducido por el hidrógeno derivado del
HZOcon la simultánea producción de oxígeno. Bajo esta hipótesis, el O2

producido debería provenir del HZO.Esto pudo ser confirmado en la dé
cada del cuarenta gracias a la disponibilidad del la0.

Los experimentos de Robert Hill en 1937 [4] apoyaron las ideas ante

riores. E1observó que los cloroplastos aislados producen O2 cuando son i
luminados en presencia de un aceptor electrónico adecuado; por ejemplo,
el ferricianuro que se reduce a ferrocianuro. De esta manera se demostró

que la producción de O2 puede ocurrir sin que el CO2se reduzca. En este
caso el ferricianuro actuó como aceptor final de electrones en lugar del

C02. Otra conclusión fue que a1 no estar presente el C02, el O2 producido
debe provenir del HZO.Queda aquí en evidencia que el evento primario en
la fotosíntesis es la. transferencia mediada por luz de un electrón de una
sustancia a otra, en contra del potencial químico.

Fotosíntesis en Plantas Verdes

E1proceso de fotosíntesis en los cloroplastos depende de dos fotosis
temas conectados como dos pilas en serie. El fotosistema I puede ser ex

citado con longitudes de onda menores a 700 nm y genera un reductor
fuerte que conduce a la formación de NADPH.El fotosistema II requiere
fotones de longitud de onda menores a 680 nm y produce un oxidante

fuerte que conduce a la formación de 02. Por otro lado el fotosistema I
produce un oxidante débil y el II un reductor débil. La interacción de es
tos dos produce un gradiente protónico que luego generará. ATP. Este
proceso de síntesis de ATP se denomina Fotofosforüacío'n.



Fotosistema II

El fotosistema II es una estructura transmembrana de más de 10

cadenas polipeptídicas que cataliza la transferencia de electrones conduci
da por luz desde el agua a la plastoquinona. Esta se encuentra entre un

estado oxidado (Q) y uno reducido denominado plastoquinol (QHZ).Para po
der reducirla se necesitan dos electrones. Aquí, el intermediario de reduc
ción es un radical libre semiquinona (QH'). Los protones necesarios para
neutralizar la quinona cuando capta electrones provienen de la cara exter
na del tilacoide, es decir, del estroma. En cambio los protones producidos

en la oxidación del HZOquedan en la parte interna del tilacoide. Por este
motivo, éste es uno de los puntos que genera una diferencia de pH entre
los compartimentos, el intratilacoideo y el estroma. Las dos semirreacciones

generadas en el fotosistema II son:

Espacio intratilacoideo:

2H20—002+4H*+4e'
Estroma:

4e'+4H‘+2Q —v 2QH2

Siendo la reacción general:

PS IIozí4H"+ 2Q+4H*

2 Hzo 2 QH2

El fotosistema II consiste de un complejo colector de luz o LHCII

(Light Harvesting complex), un núcleo con el centro de reacción y un
complejo productor de oxígeno. El LHC II contiene cerca de 200 moléculas
de clorofila a y b unidas a varias cadenas polipeptídicas y el núcleo tiene
unas 50 moléculas adicionales de clorofila a. La excitación electrónica es

dirigida a través del LHCII hacia la clorofila del centro de reacción de
nominada P680 (P de pigmento, 680 es la longitud de onda de máxima ab

sorción en nm). Este pigmento en el estado excitado (P680‘) es un reduc
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tor muy fuerte y cede un electrón a la feofitina (una. molécula de porfiri
na como la clorofila en la cual el 2 l-l+reemplazan al Mgz’). Entonces, el

P680“ queda como P680" convirtiéndose así en un oxidante fuerte.

El electrón donado a la feofitina es cedido a una plastoquinona que

permanece unida a una proteína denominada QA.Posteriormente, esta
primer plastoquinona cede el electrón a una segunda que está unida a la

proteína QB.Cuando recibe un segundo electrón, esta segunda quinona es
liberada al espacio hidrofóbico de la membrana. La captación simultánea de

2 H“ del estroma genera la forma reducida de la quinona (QHZ)o plasto
quinol que es el producto final de reducción del fotosistema II.

La otra semirreacción del fotosistema II se produce cuando se genera
el P680‘. Este retorna a su estado basal por una enzima que contiene 4
iones an“ en su centro catalítico. Este complejo de an" es oxidado por el
P680" en varios pasos tomando cuatro electrones del mismo. 2 moléculas de

HZOceden estos electrones liberándose una molécula de OZy 4 H".

@+H*
s0 31—L.sz

@+“+
02+2H*

H0

s4 a
Figura 4. Hodelo de la división del Agua. El centro de manganesodel'PS II cata
liza 1a secuencia de reacciones del esquema. La toma de 4 electrones por P680‘

conduce a 1a formacion de o2 y 4 H‘ intratilacoidales a partir de agua. So. Sl,
52. Sa, y S4 son distintas estructuras que toma el centro de Hn.

Fotosistema I

El fotosistema I es un complejo transmembrana compuesto de por lo
menos 13 cadenas polipeptïdicas. La luz es captada por un complejo pro
teico (LHCI, Light harvestíng complex I) que contiene 70 moléculas de
clorofila a y b y también por una antena núcleo con 130 moléculas de clo



rofila a. Luego, los fotones se dirigen al centro de reacción donde se en
cuentra el P700 (Pígmento clorofílico de absorción máxima a 700 nm). Cuan

do el P700 es excitado por un fotón, se forma un reductor fuerte que es
el P700' excitado, el cual posee la capacidad de ceder un electrón a un

aceptor de clorofila denominado A0. Así, se obtiene Ao' y P700’. El poten
cial redox de Ao' (E°’= -1.1 V) la convierte en la. biomolécula más reduc
tora conocida. El catión P700+revierte a su estado basal por captura de
un electrón de la plastocianina reducida (proteína de la membrana tilacoide
cuyo grupo redox contiene al Cu"/Cu2"). Ahora, el P700 puede volver a
absorber un fotón. Mientras, el camino de los electrones cedidos por este

P700 prosigue de la siguiente forma: El ace/ptor Ao' traspasa el electrón a
A1 y luego a una serie de centros conteniendo hierro-azufre hasta que fi
nalmente reduce a la ferredoxina. Esta es una proteína de 12 KDa que
contiene un centro 2Fe-28. Esta última reacción ocurre del lado estro
mático de la membrana tilacoidal.

La reacción general del fotosistema I es:

PC(Cu")+ Ferredoxina0x —. PC(Cu2*)+ Fer‘redoxinaRed

El alto potencial electrónico de la ferredoxina es transferido luego al
NADP"para formar NADPHen una reacción catalizada por la ferredoxina
NADP"reductasa. Dos moléculas de ferredoxina aportan un electrón cada
una para reducir una molécula de NADP+con la incorporación de un pro
tón de la solución. Comoesta reacción ocurre del lado estromático de la

membrana, la toma de un protón contribuye a la generación de un gradie
nte protónico a través de la. membrana.

PSI
PC(Cu2") á NADP

H+

Fdox) 3.
PCCCU‘) Fdred a NADPH

ria 5. ¡aque-a general de oxidorreducción del fotoslate-a I y ferredoxina-NAD?
reductasa. FNR: Ferredoxina-NADP reductasa. Pd: Ferr ’ ‘ , PC: P‘ ‘
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Conexión de ambos, fotosistemas por el citocromo bf

El complejo del citocromo bf consiste de 4 subunidades: cyt f de

34 KDa, cyt b“3 de 23 KDa, una proteína Fe-S de 20 KDa y una cadena
polipeptídica de 17 KDa. Los dos fotosistemas están conectados por este
complejo pues los electrones fluyen a través del mismo desde el fotosis
tema II hacia el fotosistema I. El complejo del citocromo bf cataliza la

transferencia de electrones del plastoquinol (QHZ)a la plastocianina (PC).
El plastoquinol (reductor débil) es el producto reducido del fotosistema II
y la plastocíanina (oxidante débil) es el producto oxidado del fotosistema I.

QH2+ 2 Pc(Cu2*) —o\ Q + 2 PC(Cu*) + 2 w

El citocromo b permite que un transportador de dos electrones (plas
toquinol) interactúe con un transportador de un solo electrón que es el
centro Fe-S de uno de los componentes del complejo. Aquí, en esta trans
ferencia, el protón liberado es bombeado al espacio interior del tilacoide,
siendo este punto clave para la formación del‘gradiente protónico. Luego,
los electrones fluyen del centro Fe-S a la plastocianina, uniendo final
mente ambos fotosistemas.

La reacción neta entre ambos fotosistemas es:

2 HZO+ 2 NADP" + 6 H" externos-’302 + 2 NADPH+ 8 H“ internos

El esquema general de las reacciones de los dos fotosistemas se resu
me en el denominado esquema Z por R. Hill [7,8] en la fig. 6.
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——V Fotosistema l



_ Fotosistema ll \Ao

_—-1.0 A1)
_ Fe 'S

--0.5 hy1 W
z FÜ\ NADPH
— o

- 8A Grsdlenlo

_ 0.0 BQH2 do protones

- po L_ \
M05 D P700

_ Ï Grsdlonto\ Z doprotones
E Centro x P68001.0

de Mn

Grsdlsnho
02 do protones

Iigura 6. ¡aque-a z de la fotosíntesis. Bate esquemarepresenta el potencial de
reducción de los diversos intermediarios en el transporte electrónico en y entre
los fotosistemas I y II. P680: Pigmento de absorción a 680 nm. Ciorofila del
centro de reacción del fotosistema II. 2680*: P680 excitado. P700: Pigmento de
absorción a 700 nn. Clorofila del centro de reacción del fotosistena I. P700*:

P700 excitado. Ph: Feofitina. QA, QB: Plastoquinonas unidas a proteinas A y B.
GHZ:Plaatoquinona. Cyt bf: Citocromo b y f. Pc: Plastocianina. A0, A1: Acep
tores electrónicos del fotosistema I. re.S: Transportador electrónico cuyo cen
tro activo contiene Fe y S. Id: Ferredoxina. Centro de Hn: Centro activo del

complejo productor de 02. z: Intermediario entre el último y el centro de reac
ción del fotosistema II.

Sin tesis de ATP

Los dos fotosistemas funcionan como dos pilas conectadas en serie
que llevan a. cabo un proceso de electrólisis en dos semipilas diferentes.

Una. de ellas se ubica en el espacio intratilacoideo y oxida. el HZOa 02, en
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tanto la otra se encuentra en el estroma y reduce el NADP‘a NADPH,en
un proceso que genera una acumulación de cargas positivas dentro del ti
lacoide en forma de H’. Comoen toda electrólisis es necesario formar un

puente salino entre las dos semipilas permitiendo que estas cargas fluyan
y así, cerrar el circuito para permitir un flujo continuo de corriente. Este
puente salino puede estar o no ligado a1 aprovechamiento de energía. En
el proceso fotosíntético el transporte de cargas se logra en primer término
por un flujo de moléculas cargadas como el Mgz" y el Cl' debido a que la
membrana tilacoidal es bastante permeable a estos iones. Esto genera elec
troneutralidad entre los dos compartimentos. De todos modos, persiste un
gradiente de concentración de H‘ ahora equilibrado por un gradiente de
Mgz’ del otro lado de la membrana. Existe un transportador de H‘ que
regula este desequilibrio generado por el proceso fotosíntético. La
H*—ATPasatransporta I-I+del espacio intratilacoideo al estromático a

provechando la energía de este proceso para. la síntesis de ATP. A1mismo
tiempo la transferencia de 2 H" por este proceso es acompañada por el

movimiento de dos Cl' en la misma dirección o de_una molécula de Mgz" en
la contraria. Este último evento es necesario para cerrar completamente el
ciclo por el cual un gradiente químico (H‘) a través de una membrana es
transformado en energía química (ATP) aprovechable para la célula. La
síntesis de ATP en los cloroplastos constituye un excelente ejemplo de la.
teoría quimiosmo'ticadesarrollada por Mitchell [9] y hoy aceptada am
pliamente. El circuito de H‘ que conduce a 1a síntesis de ATP se observa.
en 1a figura 7.
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PSUOmJ

Ja”

ATP H' ADPoPi

rigura 7. Sintesis de AIP. En el esquema se puede observar el circuito de Hi que

posibilita la sintesis de ATP. PS I. PS II: Potosietemas 1 y 2. Q/QHizPlasto
quinona/Plastoquinol. PC: Plaatocianina.

La H’-ATPasa o ATP-Sintetasa de cloroplastos es también denominada

complejo CFl-CFOy se asemeja al complejo mitocondrial Fl-Fo que participa
en la. fosforilación oxidativa. El CFo se encuentra en la membrana y con
duce los protones a través de ella. El canal protónico está probablemente
formado por un hexámero de cadenas de 8 KDa. De la misma manera que el

F1, el CF1 cataliza la formación de ATP a partir de ADP. El CF1 tiene una
composición aafiaI‘óe.Las unidades a y B contienen los sitios de unión y
catalíticos de ATP y ADP. La subunidad 6 une el CF1 al CFo y la su
bunidad I' controla el flujo de protones. La. subunidad E inhibe la reacción
catalítica del complejo en la oscuridad, hecho necesario para que no se
produzca hidrólisis de ATP cuando no hay gradiente protónico. Un aspecto

para destacar es que el CF1 se encuentra en la cara estromática de 1a
membrana tilacoidal, con lo cual el ATP sintetizado participa en las reac
ciones que tienen lugar en el estroma. Así, ambos productos de la foto
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síntesis, el ATP y el NADPH,serán las materias primas energéticas para la

construcción en el estroma de esqueletos carbonados a partir de C02.

Fotofosforüación cíclica

Un camino alternativo para los electrones provenientes del fotosis
tema. I (P700) constituye lo que se denomina como fotot'osforilación cíclica.

El alto potencial de los electrones en la ferredoxina puede ser transferido
al citocromo bf en lugar del NADP‘.Este a su vez puede volver a reducir
al P700’ oxidado a través de la plastocianina. Comoresultado final, este
flujo de electrones cíclico permite solo el bombeo de protones a través del
complejo del citocromo bf. Esto contribuye a la formación del gradiente
protónico que luego conducirá a la síntesis de ATP. En este caso, el ATP
es formado sin la reducción del NADP+y como el fotosistema II no parti

cipa, tampoco hay formación de 02. Todo este camino procede como una
alternativa para aprovechar la energía de los electrones excitados del fo
tosistema I cuando no existe NADP+disponible en el medio.

1m
4.9. '
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\>Grad'ieníe
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Hg B. lotofosforihción Ciclim. P700: Pigmento de absorción a 700 nn. PTOO':
P700 excitado. PC: Plastocianina. Cyt bf: complejo de citocrono bf.
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Resumen de 1a etapa dependiente de luz

Luego de haber presentado las reacciones que ocurren en la etapa
dependiente de luz podemos resumir los principales cambios que ocurren
en el estroma del cloroplasto cuando este es iluminado:

1) Aumento de la relación NADPH/NADP.La ferredoxina transfiere

electrones al NADP,reduciéndolo a NADPH.Este último es un producto fi
nal de toda la transferencia fotosintética de electrones.

2) Aumento de] pH. Se origina como consecuencia del pasaje de H+ del
estroma al lumen del tilacoide acoplado al transporte electrónico.

3) Aumento de Ia concentración de Mg'z‘. El pasaje de Mgz“ del lumen
intratilacoideo hacia el estroma compensa la diferencia de cargas generada
por 1a entrada de H“ al lumen.

4) Aumento de 1a concentración de ATP. Se sintetiza aprovechando la
diferencia de concentración de H’ entre ambas caras de 1a membrana
tilacoidal.

A estos procesos que conforman los cambios más importantes que la
luz provoca en el estroma es necesario añadir:

5) Aumento de 1a concentración de tiorredoxina reducida. La ferredo
xina además de reducir al NADP,también reduce una proteína de bajo

peso molecular denominada tiorredoxina. (ver más adelante sección sistema
ferredoxina-tiorredoxina).

El NADPHy el ATP serán los componentes energéticos principales

para la asimilación de CO2(son sustratos de varias reacciones) y los
restantes se comportarán fundamentalmente como factores regulatorios de
ciertas enzimas del ciclo de Benson y Calvin que se describirá en la pró
xima sección.



CICLO DE BENSON Y CALVIN

La asimilación fotosíntética de C02 en el ciclo de Benson y Calvin
puede dividirse en diversas etapas. La primera sería de asimilación de CO2
propiamente dicha. La siguiente es una etapa reductiva por la cual se ob
tienen triosas fosfato. Estas son usadas por la célula para aprovechar el

CO2asimilado. De esta manera, parte del carbono incorporado sale del ciclo
para entrar a otros caminos metabólicos. Finalmente, hay una etapa re

generativa que restituye el aceptor primario del COZ.Al principio de esta.
última etapa se obtienen hexosas fosfato que al igual que las triosas fos

fato sirven para la utilización del COzque fue asimilado. A continuación a
partir de las hexosas fosfato y triosas fosfato formadas se regenera el

aceptor inicial del C02.

ASIMILACION DE COz

El primer paso del ciclo de Benson-Calvin es el que involucra la asi

milación de una molécula de COZ.En esta carboxilación se utiliza como
aceptor un azúcar bisfosfato de 5 carbonos para dar finalmente dos molé
culas de 3 carbonos (3-fosfoglicerato o 3-PGA). Esta reacción e catalizada
por una enzima denominada Ribulosa-1,5-bisfosfato Carboxilasa (Rubisco).

Rubisco

Esta enzima está compuesta de 8 subunidades grandes (L, 56 KDa) y
ocho pequeñas (S, 14 KDa). Cada subunidad L contiene un sitio regulatorio
y un sitio catalítico. El rol de las subunidades S es todavía desconocido.
Esta enzima es muy abundante en los cloroplastos, constituyendo el 16%de
la proteína total. De hecho, la Rubisco es probablemente la proteína más
abundante en la. biósfera [10].

Reacción de Carboxflación

El primer paso en la reacción catalizada por la Rubisco es la forma
ción de un intermediario enediol a partir de la ribulosa 1,5-bisfosfato
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(RuBP), el cual luego reacciona con el CO2para producir un intermediario
de 6 carbonos (2’—carboxi—3-ceto-D-arabinitol1,5-bisfosfato). La hidrata

ción de esta especie produce un dio] en el carbono 3. El clivaje posterior
de un enlace C-C origina una molécula de 3-PGA y el carbanión de una

segunda. Esta especie se convierte en otra molécula de 3-PGA por la pro
tonación del mismo [50].

CHZOPoaz‘ CH20P032' CHZOP032'

HC=O HC-OH HO-C-COO'

l I CO2 | HZO
HC-OH —-> HC-OH —> HC=0H —D

_ H+ l
HC-OH HC-OH HC-OH

' t ¿CH20P032' H20P032' HZOP032'

R1'bulosa 1,5- Intermediarío ’-carbox1'-3-ceto
bisfosfato enedio] D-arabínito] 1,5

bisfosfato

CHZOP032‘ CH20P032' + CHZOPOJZ'

HO-C-COO' —> HO-C-COO ' -> HO-C-COO'
I e H

HO-C-OH - ———- - - - 
COO'

HC-OH —> l
| HC-OH
CH20P032' |

CH OPO 22 a

Intermediario carbam'ón + 3-fosfog11'cerato
hidratado 3-fosfog11'cerato

La reacción general tiene una gran variación de energía libre ( G= 
12.4 Kcal/mol) lo cual 1a hace esencialmente irreversible.

I C0z + Ribuïosa 1,5-P2 —> 3-PGA + 3-PGA J



Reacción de Oxigenacíón

La Rubisco es además una oxigenasa, pues cataliza la adición de O2 a
la. RuBP para formar fosfoglicolato y 3-PGA. Esta reacción transcurre en el

sitio activo utilizado por el C02. con lo cual compite con la carboxilación.
En realidad esta es una reacción colateral de la enzima pues se obtiene un
producto (fosfoglicolato) que no es muy útil desde un punto de vista
metabólico.

í 02 + Ribulosa 1,5-P2 —- 3-PGA+ P-G‘Iicolato l

Parte del esqueleto carbonado del fosfoglicolato puede ser recuperado
como energía en un camino metabólico denominado fotorrespiración. Por
medio de una fosfatasa se obtiene glicolato que posteriormente entra a los
peroxisomas para ser oxidado a glioxilato por una glicolato oxidasa. El
glioxilato puede ser transaminado para obtener glicina. Luego, en las mi
tocondrias, a partir de 2 moléculas de glicinase obtiene serina con la li

beración de CO2y NH*. El término fotorrespiración proviene del hecho de

que se libera CO2y se consume O2 en todo el proceso. Este proceso pare
ce ser poco eficiente para la célula porque se desperdicia COZsin produc
ción de ATP o NADPH.

FORMACION DE TRIOSAS FOSFATO Y HEXOSAS FOSFATO

A partir del 3-PGA producido en la asimilación de CO2por la Rubisco,
se forman triosas fosfato y posteriormente hexosas fosfato. Las reacciones
que utiliza el cloroplasto para lograrlo son las mismas que las que existen
en el camino gluconeogénico de los animales. Aquí la única diferencia. es
que la gliceraldehído 3-P deshidrogenasa (GABPDH)de cloroplastos es es

pecífica para NADPl-Ien lugar de serlo para NADH.Estas reacciones se
detallan a continuación donde las enzimas son: PGK: fosfogh'cerato ki'nasa,
NADP-GA3PDH:NADP-Gliceraldehfdo 3-P deshi'drogenasa, TPI: tríosafosfato
1'somerasa, FBP aldolasa: fructosa 1,6-b1'sfosfato aldoIasa, FBPasa: fruc
tosa-1,6—b1'sfosfatasa, y los intermediarios son FBP: fructosa 1,6-b1'sfosfato,
F6P: fructosa 6-fosfato, DHAP:díhídroxiacetona-fosfato, GA3P: gh'ceraldehí
do 3-fosfato, 3-PGA: glicerato 3-fosfato, DPGA:gh'cerato 1,3-b1'sfosfato.



Fase Reductiva (formación de tri'osas fosfato)

('PGK) 3-PGA + ATP á DPGA + ADP

(NADP-GASPDH) DPGA + NADPH + H" -" GA3P + NADP + P'Í

Generación de hexosas fosfato

(TPI) GA3P á DHAP

(FBP Aldolasa) GA3P + DHAP == FBP

(FBPasa) FBP + HZO - F6P + Pi

Las primeras dos reacciones de esta etapa constituyen la fase reduc
tiva del ciclo de Benson-Calvin pues a partir del poder reductor generado
por la luz (NADPH)el carbono asimilado es reducido para formar finalmen
te gliceraldehído 3-P (GA3P).La posibilidad posterior de formar hexosas-P
es muy importante desde un punto de vista fisiológico. Tanto las triosas-P
y las hexosas-P pueden ser utilizadas para almacenar energía y utilizar el
carbono asimilado previamente. Las hexosas-P intervienen en la síntesis de
almidón dentro del cloroplasto y las triosas-P pueden salir del cloroplasto
traslocándose por Pi para luego entrar en otros caminos metabólicos en el
citoplasma (por ejemplo la síntesis de sacarosa). Es decir, una parte de
los azúcares fosfato son utilizados por la célula para la formación de es
tructuras y la obtención de energía. Por otra parte los azúcares fosfato

son también usados para regenerar el aceptor del CO2y cerrar el ciclo.
Por este último motivo las reacciones que involucran la obtención de hexo
sas fosfato junto con todos los pasos posteriores se han incluído siempre
en una etapa denominada fase regenerativa.

REGENERACION DEL ACEPTOR DEL C02

En esta. etapa del ciclo de Benson y Calvin, el objeto es regenerar
azúcares de 5 carbonos a partir de triosas-P y hexosas-P. Esto se logra
por 1a acción de dos enzimas, la aldolasa y la transcetolasa. Esta última
juega un rol importante en el ciclo de las pentosas. Es dependiente de
tiamina pirofosfato (TPP) y transfiere una unidad de 2 carbonos de una
cetosa a una aldosa. La Aldolasa lleva a cabo una condensación entre la
dihidroxiacetona-P (DHAP)y un aldehído. Esta enzima es‘altamente especí
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fica para DHAPpero acepta una gran variedad de aldehídos. Las reac
ciones catalizadas por estas enzimas son:

Transceto‘lasa F6P + GA3P =a Xu5P + E4P

SBP A1d01asa E4P + DHAP es SBP

Transcetoïasa STP + GA3P a; RSP + Xu5P

Donde XuSP: xilulosa 5-P, E4P: eritrosa 4-P, SBP: sedoheptulo
sa 1,7-bisfosfato, S7P: sedoheptulosa 7-P, R5P: ribosa 5-P. Una sola reac
ción más es necesaria para reunir las 3 reacciones anteriores en una
reacción general. La SBPasa cataliza 1a hidrólisis del SBP a S7P.

SBP + HZO - S7P + P‘i

Entonces, el balance de estas cuatro reacciones es el siguiente:

F6P + 2 GA3P + DHAP -> 2 Xu5P + R5P

+ Hzo P1“

Posteriormente los dos azúcares-P de 5 carbonos desembocan a un

mismo producto: la ribulosa 5-P (Ru5P). Esto se realiza a partir de dos
reacciones que también están presentes en el ciclo de las pentosas. La
Xu5P lo hace a partir de una fosfopentosa epimerasa y 1a R5P a partir de
una fosfopentosa isomerasa.

Xu5P 0 Ru5P

R5P a- Ru5P

Este único producto de la fase regenerativa finalmente es convertido

al aceptor del CO2(ribulosa 1,5-bisfosfato: RuBP) mediante 1a reacción ca
talizada por la fosforibulokinasa (PRK).

RU5P + ATP -'b RUBP + ADP



Esta. enzima conjuntamente con la Rubisco, confieren al cloroplasto la.

característica de autótrofo (i.e., la capacidad de crecer utilizando CO2como
única fuente de carbono). El esquema. general del ciclo de Benson-Calvin

se resume en la figura 9. 

G1P 00000) 00000) Almidón

G6Pf——>E4P

FBP DHAP SBP

p¡ (i) Pi
—_’F6P GA3P S7P/

, Xu5P — R5P

NADP l 6:9/
Ru5P

NADPH " pi íATP/ ADP

RuBPí
2 DPGA 2 'PGA <—®-—{

ADP ATP

Iigurn 9. ¡aque-n del Ciclo de Benson-Calvin o Reductivo de las Pentosas ros
fato. Las enzimas representadas en el ciclo son: 1: Ribulosa-1,5-bisfosfato car
boxilasa (Rublsco); 2: Fosfogllceratokinaaa (PGK);3: Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GA3PDH);4: Triosafoefato isomerasa (TPI); 5: Fructosa-1,6-bls
fosfato aldolasa; 6,10: Transcetolasa; 7: Sedoheptulosa-l,7-bisfosfato aldolasa;
8: Sedoheptulosa-l.7-bisfosfatasa (SBPasa);9: Fructosa-l,6-bisfosfatasa
(FBPasa); 11: Fosfopentosa epimerasa; 12: Iosfopentosa isomerasá; 13: Fosforibu
lokinasa (PRK); 14: Poafohexosa isomerasa (PHI); 15: Fosfogluconutasa (PCM).



SISTEMA FERREDOXINA-TIORREDOXINA

En los cloroplastos iluminados, la ferredoxina (Fd) además de reducir

al NADP‘para formar NADPHzpuede intervenir en la reducción de puentes
disulfuro en proteínas. Esto lo hace a través de una proteína de 12 KDa
denominada tiorredoxina (TRX). Previamente, la ferredoxxina transfiere elec
trones a la TRXen presencia de una tercera proteína (la Fd-TRX-Reducta
sa) que cataliza 1a reacción. Una vez reducida, la TRX (que es una proteí
na soluble) puede a su vez reducir diversos puentes disulfuro en proteí
nas que se localizan en el estroma. La Fd, TRX y Fd-TRX-Reductasa cons
tituyen el Sistema Ferredoxina-Tiorredoxina. Varias enzimas del ciclo de a

similación fotosíntética de CO2pueden ser reducidas por este sistema y
como consecuencia ver alteradas sus actividades específicas (Fig. 10). Por
este motivo, hoy está ampliamente aceptado que en las plantas superiores

éste es el mecanismo principal mediado por luz de regulación del ciclo de
Benson y Calvin.

Ferredoxína

Es el transportador electrónico mejor caracterizado entre el fotosis
tema I y el NADP".Esta es una proteína sin grupo hemo, soluble y de 12
KDa. Cada molécula contiene dos átomos de Fe complejado con dos átomos

azufre y con otros grupos S de cisteínas de la proteína. La ferredoxina.
tiene un bajo potencial redox (E=-0.43 V) y transfiere un electrón por mo
lécula durante la reacción de reducción.

Ferredoxina-Tiorredoxina Reductasa

En la presencia. de ferredoxina. reducida, esta enzima cataliza la re
ducción del puente disulfuro del sitio activo de la TRX.



S Fd-TRX reductasa SH

2 ded + 2 H”+ TRX ———- 2 Fdox+ TRX
\S SH

Fd: ferredoxina, TRX:tiorredoxina, red: reducida, ox: oxidada,
Fd-TRx-reductasa: ferredoxina-tioredoxina reductasa

Este es el único caso, dentro de las enzimas dependientes de ferre
doxina, en el cual el segundo sustrato en 1a reacción es una proteína.
Esta enzima fue purificada a homogeneidad de diversos organismos
fotosíntéticos oxigénicos y está constituida por dos subunidades, una de
13 KDa (inmunológicamente similar en los organismos estudiados) y otra de
17, 15 y 7 KDa en espinaca, maíz y Nostoc Muscorum, respectivamente

[13,14]. Existe solamente en organismos fotosíntéticos.

}42() LLÜZ

O

2 ‘_J HISs"
I

I I HS SH

113X 4___TL—’—*' Én;¿4
En?s-s

Iig. 10. Cadenade oxido-reducción en ei sistema ferredoxina-tlorredoxina. En el
esquemase detalla las reacciones que unen los eventos dleparados por luz en las
membranastilacoides con 1a regulación de reacciones bioquímicas que ocurren en
el estroma. La ferredoxina (Pd) se reduce en 1a cara estromática de las membra
nas tilacoidea por 1a acción del sistema de fotosíntético de transporte de elec

trones ("Photosynthetic elactron transport system" PBTS);simultaneamente, el 02
se libera en el lado luminal. Tanto 1a transferencia de electrones desde 1a fer

redoxina y la captación de protones del entorno convierte el puente disulfuro de
la ferredoxina-tiorredoxina reductasa (PTR)en grupos tioles. 31 intercambio
tiol/disulfuro entre 1a !TR reducida y la tiorredoxina (TRX)racomponeel puente
disulfuro en el primero y genera sulfidrilos en 1a última. En un intercambio
posterior, el centro activo de 1a TRXse oxida y el puente disulfuro de 1a enzi
ma blanco (Enz) es transformado a grupos tioles modificándose asi 1a actividad
de 1a misma.
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Tiorredoxína

Es una proteína de 12 KDa que posee un centro activo constituido
por la secuencia (W-C-G-P-C) que mantiene tanto en plantas como en mi
croorganismos y animales [15]. Este sitio activo puede reducirse y oxi
darse transfiriendo el poder reductor.

ï El: reducción SH ÏH__. l
- - ' -Trp-Cys-Gl y-Pro-Cys - ' - - - - - -Trp-Cys-Gly-Pro-Cys o- o

oxidación

En plantas superiores se hallaron distintos tipos de TRX. Dos de ellas
están en los cloroplastos (TRX-my TRX-f) y una tercera en los comparti
mentos no-fotosintéticos (TRX-h) [16,17]. En los cloroplastos, las dos TRX
parecen tener especificidad por diferentes proteínas. La TRX-f es más
efectiva para activar a la FBPasa (de allí "f")., SBPasa, PRK y
NADP-GADBPDH.En cambio, la TRX-m preferentemente activa a la malato
deshidrogenasa [12] (de allí "m") y también regula (desactiva en la luz) a
la glucosa-G-P deshidrogenasa (enzima degradativa de hidratos de car.
bonoL

A diferencia de la Fd-TRX reductasa, la tiorredoxina no existe sólo en
organismos fotosíntéticos. En organismos heterotróficos, la TRXes reducida
por el NADPH(en lugar de la Ferredoxina) en presencia de la NADP-TRX

reductasa [18]. Además, existe evidencia, que la TRX-h es reducida por
NADPHen los tejidos no-fotosintéticos de la planta o en fracciones no clo

roplásticas de algas verdes. Desde un punto de vista evolutivo sería inte
resante conocer cual es el motivo por el cual los cloroplastos, que pueden

generar NADPH,usan únicamente la ferredoxina Pa-ra redUCÍI‘tanto la
TRX-mcomo la f aún cuando estos tengan orígenes evolutivos diferentes.

Evolutivamente, la TRX-mestá relacionada con cianobacterias y algas que
realizan fotosíntesis oxigénica, en tanto la TRX-f lo está con los ver
tebrados.

In vitro la TRXreducida convierte los puentes disulfuro de diferen
tes polipéptidos en sulfhidrilos [15]. Más aún, el pentapéptido de se
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cuencia W-C-G-P-Ctambién posee esta propiedad aunque con menor efi
ciencia [19]. Los estudios in vitro muestran la capacidad reductora de esta
proteína sobre otras; pero, el funcionamiento de la misma depende de la
concentración de los reductores y de los potenciales redox de las proteí
nas blanco.



PROPIEDADES DE LAS ENZIMAS REGULATORIAS

DEL CICLO DE BENSON Y CALVIN

La cinética de formación de producto de las enzimas regulatorias del
ciclo de Benson-Calvin posee una característica particular: En general, la
actividad enzimática aumenta durante el tiempo de medición. La formación

del producto en función del tiempo se inicia con una fase denominada. lag,
en la cual la actividad es nula o muy baja, para luego incrementarse hasta
hacerse constante (figura 11). Esta característica es típica para una clase
particular de enzimas denominadas actualmente histerétícas.

HISTERESIS ENZIMATICA

Cuando se realiza una medición enzimática y se observa una acelera
ción en la formación de producto, la interpretación más simple para este
fenómeno es la siguiente: Existen dos formas de la enzima con característi
cas cinéticas distintas (p. ej. activa e inactiva), siendo estas intercon
vertibles durante la medida. Además, la velocidad de la interconversión
enzimática (activación) debe ser mucho menor que la velocidad con 1a cual
los sustratos son transformados (catálisis) [21].

Dos décadas atrás Frieden caracterizó enzimas de diversos orígenes
que lentamente se convierten, de una forma a otra con propiedades cinéti
cas distintas. A este fenómeno lo llamó Histe'resís enzimática y se produce
cuando la enzima "responde en forma lenta a cambios rápidos de concen
tración de Iigandos" [22]. Se ha observado diferentes factores que pueden
influir para obtener estos lag. Algunos de ellos son: Cambios con
formacionales lentos (isomerizaciones), reacciones de asociación-disociación

de la enzima, unión lenta de ligandos o desplazamiento de uno ya unido
por otro. Al mismo tiempo, si en la solución de ensayo están dadas las
condiciones para que exista. modificación covalente que altere las propieda
des cinéticas de la enzima, también se obtendrán curvas de producto ver
sus tiempo con Iags o burst [21,22]. De todas formas, siempre existe la
posibilidad de que una isomerización lenta esté asociada a cualquiera de
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figura 11. Comparaciónde cinéticas de for-ación de producto de enzimas con
distintas propiedades histeréticas. Se comparanlas curvas tipicas de 3 enzimas
con propiedades histeréticas diferentes, en el caso particular que en todas

ellas se observa la mismavelocidad al llegar al estado estacionario (Vss). La
curva 2 es la de una enzima que no presenta propiedades histeréticas, donde la

velocidad inicial (Vo'z) es la correspondiente a la velocidad en estado esta
cionario (Vas). Por lo tanto, esta curva se mantiene recta desde un principio.
La curva 3 muestra un periodo inicial de baja actividad, luego del cual la misma
va aumentando hasta que se hace constante. Este primer estadio se denomina lag
(en el caso del gráfico es de 10 minutos). La curva l muestra un periodo inicial
de alta actividad, luego disminuyehasta llegar al estado estacionario. El salto
inicial de producto formado se denomina Burst [21].

los eventos anteriores para constituir el paso limitante que hace que la
enzima sea histerétíca.

La existencia de un paso limitante, como los mencionados, puede ge
nerar curvas de producto en función del tiempo con características parti
culares (figura 11), pero también puede generar curvas de sustrato con
sigmoidicidad, a. pesar de que no existan interacciones alostéricas. Este
fenómeno fué predicho por Rabin [23] en 1967 y posteriormente llamado
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"cooperatividad histerética" [24] para diferenciarla de la cooperatividad
generada por interacciones sitio-sitio. Un ejemplo de esto se pudo obser
var tanto en la glucokinasa de hígado [73] como en la hexokínasa de ger
men de trigo [72]. Estas enzimas presentan frente al sustrato curvas sig
moideas a pesar de ser proteínas monoméricas.

perturbación de
interacciones
no-covalentes

“ modificación
de enlaces

CATALISIS Sustratos ---—> Productos
Vc

Figura 12. Composiciónde la actividad de enzimas cloroplásticas histeréticas.
Ensayo de 1a actividad en dos etapas. En el esquema se representan las reac
ciones requeridas para que se forme producto cuando se analizan enzimas cloro- i
plásticas histeréticas (E). La modificación concertada de interacciones no-cova
lentes y de enlaces covalentes, convierte la enzima inactiva en una forma activa
(MODULACION).En 1a forma activa, 1a enzima facilita la transformación de sus

tratos (CATALISIS).La curva de producto en función del tiempo muestra una fase

lag cuando la velocidad de conversión enzimática (Va) es más lenta que la ve
locidad de transformación de sustratos (VC). Para estudiar la modulación cuando
Va << VC, 1a enzima es primero incubada con cantidades variables (al, a2,... an)
de un metabolito (volumenconstante), y posteriormente se ensaya la actividad.
La solución para el ensayo de actividad, que espera recibir alicuotas de enzima

preincubada, contiene bl, bz.... bn moles del metabolito en cuestión de tal ma
nera que luego del agregado de la enzima se cumple que a1+b1=c, az+b2=c, ...
an+bn=c (volumenconstante). De esta forma, al ser iguales las condiciones en
todos los ensayos de actividad enzimática, los cambios observados en la misma
solo puedenoriginarse por modificaciones durante la preincubación. Para estu
diar el proceso catalitico, la enzima es preincubada bajo condiciones constantes
y luego la velocidad de transformación de sustratos se estudia en la presencia
de concentraciones variables de un metabolito. La aparición de diferentes cons
tantes cinéticas para los dos procesos indica la acción dual de un metabolito
sobre la enzima.



CINETICA DE LAS ENZIMAS CLOROPLASTICAS

A1estudiar los procesos metabólicos que ocurren en el cloroplasto, se
ha prestado mucha atención en la fase lag observada en las enzimas cor
respondientes. Esta fase puede ser modificada por metabolitos cuyas con
centraciones in vivo cambian con la luz.

Si la actividad de las enzimas regulatorias de cloroplastos involucra
dos procesos con diferentes características, se hace necesario analizarlos
por separado. Por este motivo, se recurre a una estrategia experimental
en la cual los ensayos cinéticos se realizan en dos etapas: las enzimas son
incubadas bajo condiciones específicas (MODULACION)y luego se ensaya la
conversión de sustratos a productos (CATALISIS).De esta manera se
puede estudiar la lenta conversión de una forma inactiva a otra activa, en
forma independiente de la transformación rápida de sustratos (figura 12).

Es de tener en cuenta que cuando se realiza este tipo de ensayo, en
la segunda etapa deja de manifestarse la fase lag que se observa cuando
se mide la enzima en un solo paso. Para poder obtener actividad son ne
cesarias tanto la modulación de la enzima (activación) como la catálisis. Por
ser procesos diferentes, cabe la posibilidad de la existencia de efectos
duales sobre la actividad enzimática. Esto es posible porque determinados
compuestos pueden modificar la distribución de la enzima entre la forma
inactiva y activa y simultáneamente alterar el proceso catalítico o formar
parte de él. Teniendo en cuenta el control diferencial que puede ejercer
un metabolito, es necesario adoptar una terminología precisa para los es
tudios cinéticos. Por lo tanto, se ha denominado con el término
MODULADORESa aquellos compuestos que modifican la velocidad de ac
tivación enzimática. Se ha mantenido los nombres de sustratos, cofactores
y EFECTORESen general, para aquellos compuestos que participan en la
reacción catalítica. Desde un punto de vista experimental los moduladores
actúan en la primera parte del ensayo en dos etapas (MODULACION,figu
ra 12) y los efectores en la segunda (CATALISIS).

Para caracterizar cuantitativamente el proceso de la modulación enzi
mática y la regulación de la catálisis, se definen distintas constantes
cinéticas:
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Teniendo en cuenta estas definiciones y utilizando el ensayo en dos etapas
se pudo observar un efecto dual de ciertos metabolitos sobre la actividad
de enzimas cloroplásticas. Además, como se describe más adelante, pueden
contribuir en forma similar u opuesta a la actividad final; por ejemplo, es
timulando la formación de la forma activa de la enzima pero inhibiendo el
proceso catalítico. También en estos estudios se observó que la activación
de enzimas cloroplásticas por un metabolito (modulador primario) puede
ser potenciada con concentraciones no estimulatorias de otros compuestos
(moduladores secundarios). Experimentalmente, la acción concertada queda

de manifiesto cuando el modulador secundario reduce el A0_5correspon
diente al modulador primario. En estos casos doscompuestos que no ten
drian acción a las concentraciones dadas, en forma concertada pueden ac
tivar a la enzima en estudio.

MODULACION DE LA ACTIVIDAD

En el ciclo reductivo de las pentosas fosfato, dos mecanismos son im
portantes en la modulación de enzimas. Uno de ellos se ejerce a través del
control de iones y metabolitos sobre las interacciones no-covalentes intra
e inter-subunidad. El otro mecanismo es mediante modificaciones covalen
tes.

MODULACION POR MODIFICACION DE INTERACCIONES NO-COVALENTES

GIJ'ceraIdehÍdo 3-P deshidrogenasa (GASPDH)

La GA3PDHde cloroplastos está constituida por 2 subunidades de
36 KDa y 39 KDarespectivamente [25]. Purificando esta enzima a partir de
hojas de espinaca, se obtienen distintas formas con distintas especificida
des frente a piridín-nucleótidos. Una forma enzimática (600 KDa) tiene ac
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tividad en presencia de NADpero es inactiva con NADP.Esta forma se

disocia luego de ser incubada con Pi, ATP o NADPH(160 KDa) adquiriendo

la capacidad de usar ambos piridín-nucleótidos como sustrato [26]. Es in
teresante que el incremento (mediado por moduladores) de la actividad
asociada a NADP,se transforma de sigmoideo a hiperbólico por la adición
de concentraciones no estimulatorias de metabolitos presentes en el cloro
plasto. Por ejemplo, bajas concentraciones de Pi, NADPHo FBP disminuyen

el A0.5 de un modulador primario como el ATP [27]. De esta forma surge la
idea de que cambios de concentración (influenciados por luz) de interme
diarios metabólicos del estroma participen en la modulación de la GA3PDH

por modificación de interacciones no covalentes [27].

Fructosa-1,6-bísfosfatasa (FBPasa)

Es bien conocido que la iluminación de cloroplastos incrementa en el

estroma tanto el pl-l como la concentración de Mgz‘. Por otro lado, la
FBPasa es catalíticamente activa en soluciones ligeramente alcalinas y a al
tas concentraciones de Mg“. Estas dos observaciones sugieren que el Mg“
y H‘ regulan la actividad de la enzima en los cloroplastos [28]. Sin embar
go, el ensayo en dos etapas indica que el Mg“ junto con el FBP no son
sólo cofactor y sustrato respectivamente, sino que también participan como
moduladores en la activación de la FBPasa [29]. De todas maneras, una se
paración clara de la modulación y la catálisis es técnicamente difícil cuan
do se utiliza FBP junto con Mg“ porque hay hidrólisis simultáneamente
con el proceso de activación. Sin embargo, otros azúcares bisfosfato y ca
tiones bivalentes muestran la existencia de la modulación y la catálisis. La
fructosa 2,6-bisfosfato y el Ca“ estimulan la conversión a una forma más
activa; pero, estos metabolitos inhiben la capacidad catalítica (bajo condi
ciones de estado estacionario) de la enzima totalmente activada [30,31
(fig. 4)]. Aunque estos experimentos ilustran la necesidad de separar las
reacciones, la relevancia fisiológica no es clara porque la fructosa 2,6-bis
fosfato está aparentemente ausente en los cloroplastos y la entrada a los
mismos en presencia de luz es lenta [32,33]. En relación al metal bivalente,
Kreimer y Col. observaron, en los dos primeros minutos de iluminación,
que la activación de la FBPasa sigue una cinética similar al influjo de Ca”
hacia los cloroplastos [(?)]. Dado que el Ca.2+es un inhibidor, para ser
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funcional in vivo en la modulación de la FBPasa, debería estar espacial o

temporalmente separado del paso catalítico [29]. Consistente con este punto
de vista, el Caz" es requerido para el proceso de activación pero no para
la estabilización de la forma activa [29]; aunque para lograr esto, es nece
saria la reducción de puentes disulfuro (ver página 36) o un tiempo mayor
de activación usando concentraciones mayores [34].

Otras enzimas

Acerca del control de la modulación por interacciones no-covalentes,
no existe tanta información sobre otras enzimas del ciclo de Benson y

Calvin. Con respecto a la SBPasa se encontró que el Caz' también participa
en la modulación de la misma aunque inhibe su catálisis [36]. A diferencia
de las enzimas ya descriptas, en la modulación de la fosforibulokinasa
(PRK) todavía no ha sido reportada ninguna modificación por interacciones
exclusivamente no covalentes.

MODULACION POR MODIFICACIONES COVALENTES

Modulación por e] sistema Ferredoxína-TÍorredoxina

Gliceraldehído 3-P deshidrogenasa (GA3PDH)

Estudios previos mostraron que la TRXaumenta la actividad específi
ca relacionada con el NADPmientras que la asociada al NADno se altera
[37]. La disponibilidad de GA3PDHde diversos orígenes y de dos piridín
nucleótidos para ser usados como sustratos, permitió establecer que la
TRX puede actuar como modulador primario en la estimulación de la activi
dad fisiológica (dependiente de NADP).Sin embargo, se encontró que la
TRX es mucho más efectiva como modulador secundario. La. concentración

requerida para disminuir el Ao_5de ATP, Pi, glicerato 1,3-bisfosfato o
NADPHes 50 veces menor que la necesaria para actuar como modulador
primario [38]. Estos experimentos realizados in vitro muestran como la ac
tividad específica máximase logra con reductores generados por luz en
acción concertada con varios metabolitos presentes en cloroplastos. Como
la concentración de estos depende de la luz y existe sinergismo entre
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ellos, se puede pensar que todos estos factores funcionan como modulado
res in vivo.

Fructosa-1,6-b1'sfosfatasa (FBPasa)

El hecho de que la TRX-f aumente la actividad específica de la
FBPasa de cloroplastos subraya la importancia de los mecanismos reducti
vos en la regulación de esta enzima [11]. Sin embargo, la participación en
el proceso de modulación, tanto de intermediarios metabólicos del ciclo co
mo de iones presentes en el estroma, indica que la regulación es aún más
compleja. La acción concertada de azúcares bisfosfato y metales bivalentes
reduce 50 veces la concentración de TRX-f necesaria para la máximaesti

mulación de la actividad. A su vez, la TRX-f disminuye el ¡10.5 del FBP pe
ro no cambia el del Caz‘ [29]. Se ha observado que la TRX-m en presencia
de FBP y Ca2+puede estimular la actividad específica de la FBPasa en la
misma magnitud que la TRX-f [39]. Esto demuestra que la especificidad de
las TRXpuede ser alterada por metabolitos que interactúan no-covalente
mente con 1a enzima. E1 incremento de actividad correlaciona con la reduc

ción de un puente disulfuro por subunidad de FBPasa sin que influya en
esto‘ los moduladores secundarios [40,41]. Existe en la estructura primaria
de las FBPasas cloroplásticas una secuencia que sería el sitio de acción de
la reducción y por ende de la regulación de la actividad. Es destacable
que esta secuencia de aminoácidos no se encuentra en las FBPasas cito
plasmáticas conocidas.
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Teniendo en cuenta estos datos, se puede pensar que en iluminación,
el FBP y cationes bivalentes promueven concertadamente la reducción me
diada por TRX de un puente disulfuro de la FBPasa de cloroplastos. Esto
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permitiría que esta enzima comience a cumplir su rol fisiológico en el ciclo
reductivo de las pentosas fosfato.

Hasta aquí se ha descripto como se puede incrementar la proporción
de FBPasa activa. Sin embargo, existen procesos que imposibilitan tal au
mento: La desactivación y Ia inhibición de 1a modulación. Estudios anterio

res mostraron que ciertos oxidantes de bajo peso molecular pueden con
vertir la FBPasa activa a una forma inactiva revirtiendo el proceso de ac
tivación. Hoy en día se cree que en los cloroplastos mantenidos en os
curidad, la reversión ocurre por el proceso inverso a la activación [11,12].
Desde este punto de vista, la TRX sería un elemento que transmite hacia
la enzima la información acerca del potencial redox del entorno. La impor
tancia de esto se manifestaría en las transiciones luz-oscuridad y os
curidad-luz donde la TRXfuncionaría como un interruptor todo o nada. R.
Scheibe transformó recientemente esta visión estática en otra más

dinámica, asumiendo que la conversión de la forma oxidada a la reducida y
de la reducida a la oxidada también ocurren en luz [42]. Comoconse

cuencia de una relación entre reductor (ferredoxina) y oxidante (OZ)se
fija una relación de TRXreducida, la cual determina la concentración de la
enzima activa. De esta manera en la luz, la alta concentración de TRX re
ducida conduce a las enzimas regulatorias del ciclo a formas activas. En la
oscuridad al bajar la formación de ferredoxina reducida, las enzimas re
tornarían a formas oxidadas (inactivas) (figura 13).

Otra forma de disminuir la proporción de la FBPasa activa es impi
diendo el proceso de activación. In vitro se demostró la factibilidad de
este proceso usando como inhibidores de la activación a las poliaminas.
Estos compuestos impedían la acción de la TRXsin alterar el proceso
catalítico de hidrólisis del FBP; además, este efecto finalizaba al re
moverlos por diálisis o filtración por geles [43]. De todas maneras, este

mecanismo es dudoso desde un punto de vista fisiológico, pues la concen
tración de poliaminas varía lentamente al iluminar los cloroplastos.
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Iigura 13. Efecto del estado Ietabólico del cloroplasto sobre la actividad de
enzilns regulatorias del ciclo reductivo de las pentosas fosfato. El modeloi
lustra el rol de la tiorredoxina (TRX)en el control de la actividad de las en
zimas (B). La excitación por luz del sistema de transporte fotosíntético de e
lectrones (PETS)reduce a la ferredoxina, la cual a traves de 1a ferredoxina-Tnx
reductasa (FTR) convierte a la TRXa su estado reducido. Por otro lado. oxidan

tes como el 02, conducen a 1a TRXa su estado oxidado. La proporción de reducto
res relativa a los oxidantes fija en el cloroplasto la proporción de TRXreduci
da, 1a cual a su vez determina el estado redox de la enzima.

En esta sección se detallaron varios factores que influyen en la acti
vidad de la FBPasa y un resumen de los mismos se ilustra en la figura 14.
En ella se puede observar que la hidrólisis de FBP a fru 6-P y Pi está
regulada a varios niveles. La acción de diferentes moduladores en los pro
cesos de activación y desactivación determinan la concentración de la
FBPasa activa que participa en el ciclo reductivo de las pentosas fosfato.
Por otro lado, los efectores modifican la velocidad de hidrólisis controlan
do la formación del complejo catalíticamente competente entre la enzima, la
FBP y el metal bivalente. Esta separación facilita la caracterización del rol
que los componentes del estroma juegan en la regulación de la actividad
de la enzima. En este sentido, en la tabla. 1, se ilustra claramente que la
aceión de los metabolitos en la modulación de la. FBPasa de ninguna mane
ra predice su posterior efecto en la catálisis. Un punto a destacar de la
información que brinda la tabla 1 es que la regulación de la FBPasa cloro
plástica mediada por el sistema Fd-TRX está relacionada al proceso de ac
tivación/desactivación sin tener participación en la reacción hidrolítica
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modulación de la FBPasa
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Figura 14. Actividad fructosa-l,G-bisfosfataaa. Representación eequemática de 1a
modulacióny la catálisis de 1a fructosa-l,G-bisfosfatasa de cloroplastos
(FBPesa). La conversión de una forma inactiva a otra activa está mediada por la
acción concertada de la TRXreducida, un azúcar bisfosfato y un catión bivalen
te. Este proceso se impide con el agregado in vitro de espermina o espernidina
aunque esta prevención cesa cuando son removidas. En la forma activa, la FBPasa

cataliza 1a transformación de FBP(fru 1.6-?2) a fructosa G-fosfnto (fru 6-?) y
ortofosfato (Pi). El paso hidrolitico es inhibido por fructosa 2,6-bisfosfato
(fru 2,6-P2) o Ca2*. La forma activa de 1a FBPasa vuelve al estado inactivo por
1a acción de TRXoxidada u oxidantes de bajo peso molecular (glutatión oxidado,

dehidroascorbato, tetrationato, Hzoz).
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TABLA1. Efecto de ciertos metabolitos en la modulación y la
catállsis de la FBPasa de cloroplastos.
f I

Metabol¡to Efecto en Efecto en i

Modulación Catálisis i

SBPasa

Esta enzima se parece a 1a FBPasa en varios aspectos cinéticos. Se ha
establecido que la actividad específica aumenta por la acción concertada
de TRX-f, azúcares bisfosfato y cationes bivalentes. Además, el Ca"Hes

timula. la modulación mientras que inhibe la catálisis [36,44]. A pesar de la
gran similitud entre estas dos hidrolasas de la fase regenerativa, el cono
cimiento reciente de la secuencia de aminoácidos de la SBPasa de trigo,
revela la inesperada ausencia de 1a secuencia aminoacídica que en la
FBPasa sería el sitio para la acción de la TRX [45]. Tanto la SBPasa como
la FBPasa de trigo contienen 7 cisteínas. Sin embargo, ninguno de estos
residuos se alinea cuando se enfrentan las secuencias primarias de ambas
enzimas. Este hecho indicaría que no existe un mecanismo común de re
ducción. A pesar de ello, los aminoácidos situados en el sitio activo de la
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FBPasa de riñón de cerdo (una enzima no regulada por luz) tienen una

total identidad tanto con la FBPasa como con la SBPasa de trigo [45,46].
Este último hecho induce a pensar que estas enzimas comparten sitios ac
tivos similares. De hecho, la FBPasa de cloroplastos puede utilizar como
sustrato a la SBP.

Fosfori bulokinasa (PRK)

En la PRK de plantas superiores, la máxima actividad se correlaciona
con la reducción de un puente disulfuro entre 1a Cys-16 y Cys-55. La re
gión cercana a 1a Cys-16 es homóloga.con otras PRK que son insensibles a

la regulación por luz y con el sitio de unión a ATP de proteínas no rela
cionadas [47]. Recientemente, mediante técnicas de mutagénesis dirigida se
observó que el reemplazo de la Cys-16 baja un 50%la actividad específica
mientras que 1a sustitución de la Cys-55 1a reduCe en un 95%. A diferencia
de la FBPasa, la secuencia de inserción en 1a PRK participaría tanto en 1a
modulación como en la catálisis. Otro aspecto interesante es que el sitio
regulatorio entre los residuos cisteína no existe en los organismos foto
sintéticos cuyo ciclo de Benson-Calvin no es regulado por luz (Bacterias

púrpuras no.sulfurosas) [48].

Para resumir lo visto anteriormente sobre la modulación por modifica
ción de enlaces no-covalentes, podemos decir que la TRXreducida actúa
concertadamente con moduladores específicos en la. activación de la
GABPDH,FBPasa y SBPasa. En camoio, la PRK necesita para activarse a la
TRXcomo requerimiento único y absoluto. Este conjunto de enzimas, con
troladas por la misma proteína, (TRX) no comparten un misma secuencia
regulatoria. Además, en la PRKeste secuencia formaría parte no sólo del
proceso de modulación sino también el catalítico [49]. Por lo tanto, el con
junto de la evidencia experimental hace pensar que la regulación de la ac
tividad tiene distintas características para cada enzima, no sólo respecto a
los moduladores, sino también al mecanismo de modificación de los puentes
disulfuro junto con los cambios que acarrearía a las enzimas mismas.
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Modulación de la actividad Rubisco

La purificación de la Rubisco a partir de hojas, produce la forma
inactiva. Es por ello necesario convertirla previamente a una forma cata
líticamente competente para poder ensayar la actividad. Para este proceso

de activación se requiere la presencia de C02 y Mgz’. El CO2carbamila el
grupo amino de la Lys-201 de la subunidad grande de la enzima y luego
el catión bivalente interactúa con el carbamato y estabiliza la forma activa
[50]. Este proceso constituye una forma novedosa de modulación por modi
ficación covalente. Esta activación ocurre espontáneamente in Vitro; sin
embargo, no parece funcional in vivo pues la RuBP se une fuertemente a
la enzima previniendo la carbamilación [51,52].

Actualmente se sabe que en este proceso de activación interviene una
proteína denominada Rubisco-Activasa constituida por dos polipéptidos de
41 y 45 KDa [53]. La Rubisco-Activasa cambia el carácter de la RuBP con

virtiéndolo de modulador negativo a modulador positivo. Esto sucede por
que interacciona con el complejo formado por la enzima y el azúcar bisfos
fato para liberar a éste último. De ese modo, se facilita el posterior acceso

del CO2y el Mg2+para la carbamilación [54]. En este proceso la Rubisco
Activasa hidroliza ATP por cuanto se autofosforilaría [55]. Si bien existen
numerosas preguntas sin contestar, se puede decir que la Rubisco-Acti
vasa en acción concertada con otros componentes del cloroplasto disminuye

la concentración de COz necesaria para la activación de la Rubisco.

En algunas especies de plantas la activación de la Rubisco es inhibi
da por el 2-carboxi-arabinitol fosfato (2-CAP). En la oscuridad este com
puesto aumenta su concentración en cloroplastos pero en iluminación se
hidroliza para dar 2-carboxi-arabinitol (2-CA).Aparentemente es un in
hibidor que semeja la estructura del intermediario en el ciclo catalítico
(2’-carboxi-3-ceto-D-arabinitol 1,5-bisfosfato, ver página 20). La alta
afinidad de este inhibidor por la enzima es disminuida por la Rubisco-Ac
tivasa [56]. Por este motivo puede plantearse el siguiente modelo para las
plantas que sintetizan 2-carboxi-arabinitol fosfato: En la oscuridad, el
2-carboxi-arabinitol fosfato se une a la Rubisco y no permite la car

bamilación de la enzima por C02, por lo tanto impide la obtención de una
forma activa. En la luz, la acción concertada de los moduladores y la Ru
bisco-Activasa median la disociación del 2-carboxi-arabinitol fosfato de la
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enzima con la posterior degradación a 2-carboxi-arabinitol por una fosfa
tasa específica. Aquí entonces la enzima puede carbamilarse con el con
secuente aumento de la actividad específica, esencial para la asimilación de

COz durante el día.

Modulación de enzimas clompla'sticas por factores no fisiológicos

Uno de los postulados de la regulación de enzimas cloroplásticas es
que la TRXfunciona como proteína disulfuro reductasa. Si el rol de la TRX
se restringe a la reducción de puentes disulfuro, su reemplazo requeriría
un factor funcional en procesos de óxido-reducción o transferencia de hi
drógenos a las enzimas activables. Sin embargo, solventes orgánicos misci
bles en agua (cosolventes), ciertas sales o alta presión, pueden reemplazar
a la TRX aumentando la actividad específica de la FBPasa, PRK y GA3PDH

[41,57-61]. Por otro lado, la Rubisco, una enzima cloroplástica que no es
regulada por TRX,o enzimas análogas de organismos heterotróficos
(GASPDHde levaduras, FBPasa de músculo de conejo) no han sido estimu

lados por los perturbantes proteicos mencionados [61]. Es de destacar que
los perturbantes mencionados estimulan el proceso de modulación aumen

tando la concentración de enzimas en estado activado; sin embargo, estas
no han sido capaces de realizar catálisis en presencia del perturbante.

Debido a que la FBPasa puede activarse in vitro de diversas maneras,
surge el interrogante sobre si los estados activados que se obtienen son
conformacionalmente similares. Si bien estos estados se comportan en forma
semejante frente a ciertos reactivos específicos para grupos [41], otros
tratamientos químicos de la FBPasa muestran diferencias originadas por las
distintas vías de activación [62]. Los cosolventes, aniones caotrópicos y la
alta presión han sido extensamente usados para alterar la estructura ter
ciaria o cuaternaria de proteínas. Estos agentes modifican las interacciones
hidrofóbicas inter e intramoleculares. Teniendo en cuenta esto, el meca
nismo por el cual estos actúan como moduladores debería ser también la
modificación de interacciones no-covalentes. El reemplazo de la TRX por
los perturbantes proteicos, nos hace pensar que su acción sobre las en
zimas no sólo se debe a su sitio activo reductor. Además, hay otros dos
hechos que apoyan esta idea: Primero, la modulación de enzimas de cloro
plastos muestra grandes variaciones en función de las distintas TRX,a
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pesar de que la secuencia redox W-C-G-P-Cestá conservada en todas
ellas. Segundo, la especificidad de la TRX en 1a activación de la FBPasa es
modificada tanto por moduladores que no alteran enlaces covalentes como
por mutagénesis en la TRX dirigida sobre aminoácidos que no pertenecen
al centro redox [39,63].

De los estudios descriptos se pueden extraer evidencias que nos con
ducen a pensar lo siguiente: La TRX,además de sus propiedades redox,
modificaría interacciones no covalentes de sus enzimas blanco.

PARTICIPACION DE ENZIMAS CLOROPLASTICAS EN COMPLEJOS

SUPRAMOLECULARES.

Hasta hace muy poco tiempo la mayoría de los caminos metabólicos se
habían descripto como la simple suma de reacciones enzimáticas aisladas e
independientes. En muchos casos estos caminos pudieron ser reproducidos
in vitro con enzimas purificadas. Además las enzimas al ser purificadas se

obtenían en forma soluble y sin ningún tipo de interacción aparente con
otros elementos macromoleculares. Estos hechos distrajeron la atención de
la posibilidad de que estas enzimas participaran en otras interacciones
además de las observadas con sus ligandos específicos. Uno de los puntos
que se había omitido es que la concentración de las enzimas in vivo, es
decir en los compartimentos en los cuales se encuentra, es en general
muchísimo más elevada de la. que se obtiene in vitro cuando se ensaya la
actividad respectiva. Si en aquellos compartimentos la enzima en estudio
estuviese asociada a otro elemento, al romper las células y membranas de
las organelas, se generaría una dilución que favorecería la disociación del
complejo (simplemente por la ley de acción de masas). Si la constante de
disociación del complejo no es lo suficientemente baja, podríamos tener el
caso de una enzima que in vivo esté asociada a algún elemento pero que
in vitro se observe soluble y aislada de cualquier otro componente. Nu
merosos investigadores ya han observado que este fenómeno no sólo
ocurre, sino que además tiene una gran relevancia desde un punto de
vista regulatorio. Un ejemplo de ello lo tenemos en un camino metabólico
tan importante como la glucólisis [71]. Se ha observado que existen asocia
ciones entre enzimas que se encuentran en forma consecutiva en el camino
metabólico. Es decir, cuando el producto de la primera enzima es el sus
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trato de la segunda. Se ha demostrado en ciertos casos que este hecho
permite la transferencia del producto de la primer enzima directamente al

sitio activo de la segunda, logrando una eficiencia catalítica muy superior
a la esperada en caso de que el producto de la primera debiera pasar
previamente a la "solución" diluyéndose. A este fenómeno se lo denominó
channelíng de metabolitos [74].

Probablemente en el ciclo de Benson-Calvin, ocurren eventos como los
expuestos anteriormente. En general está descripto como un camino meta
bólico cuyos componentes son solubles. Esto es así porque al ultracentri
fugar cloroplastos, que han sido rotos osmóticamente, se obtienen todas
las enzimas en la fracción sobrenadante. Sin embargo, las condiciones del
entorno de las enzimas que están en el cloroplasto, difieren bastante de la
de una solución acuosa diluída. De hecho, la alta concentración de Rubisco
en el estroma hace evidente que la actividad del agua en ese com
partimento no es la misma que se tiene cuando se realiza un ensayo de
actividad. Comoconsecuencia, variaciones en la actividad de agua podrían

alterar la hidratación de las proteínas y su actividad. Existen evidencias
que estas consideraciones no son solo especulativas: La actividad de las
enzimas cloropásticas puede ser alterada por factores químicos y físicos
que cambian la cantidad de agua unida a las proteínas [38,41,57,58,61].

Experimentos pioneros mostraron que 1a iluminación de cloroplastos de
arvejas adaptados a la oscuridad disminuyeron la fuerte unión a membra
nas tilacoides de la PRK, GGPDH,y 'NADP-GA3PDH.En cambio la unión de la

Rubisco, 3-PGK,Aldolasa y transcetolasa no se alteraron [64]. Por otro la
do, se ha observado en Scenedesmus obh'quus que existe una forma pro
teica compuesta por subunidades con actividad GA3PDHy otras con activi
dad PRK. Estas se pueden disociar en presencia de TRX, DTT y NADPH.

Mediante técnicas de Inmuno-Oro y microscopía electrónica se ha ob
servado que la FBPasa y la TRX se localizan tanto en las membranas tila
coides como en el estroma [65]. Además, se sabe de la existencia de

1) formas de ferredoxina y TRX unidas a la membrana, 2) un complejo
conteniendo los componentes del sistema Fd-TRX y 3) la asociación entre

TRXy FBPasa [66,67]. Estos datos permitirían pensar que la luz controla
la asociación-disociación de las membranas tilacoides con el sistema Fd-TRX

y las enzimas asociadas. Todavía, este punto de vista es controvertido
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porque la transición Luz-oscuridad inactiva a la FBPasa en los cloro
plastos de lechuga pero no altera la asociación de esta con la membrana
[68].

Gontero y Col. purificaron de plantas superiores 1a actividad PRKa
sociada con otras cuatro enzimas del ciclo reductivo de las pentosas fosfa
to: Ribosa 5-P isomerasa, Rubisco, fosfogliceratokinasa, y Gliceralde
hído 3-P deshidrogenasa [69], como se puede ver en la figura 9 estas
cinco enzimas catalizan reacciones consecutivas en el ciclo. Este hecho

hace pensar que existe la posibilidad de que ocurra channeling de
metabolitos. De hecho, Anderson postuló la existencia de este fenómeno en
las reacciones in vitro entre la R5PI y la PRK [70].

Las evidencias obtenidas sobre la FBPasa, NADP-GA3PDHy PRK están
de acuerdo con un modelo en el cual en el estroma la asociación del sis

tema Fd-TRX con enzimas del ciclo está regulada por eventos dependientes
de la luz. Numerosos puntos acerca de este tema no han sido resueltos
pero parecería como que las enzimas de este ciclo pueden interactuar con
otros elementos del cloroplasto (otras enzimas,‘ proteínas, membranas). A su
vez, es probable que este fenómeno tenga importancia desde un punto de
vista regulatorio. .Teniendo en cuenta esto y las posibles características de
estas interacciones, surge como muy interesante el estudio en estas en
zimas de sus propiedades conformacionales que brindarían cambios en la
superficie de la proteína. Estas, son las que determinarían la factibilidad
y la especificidad de las interacciones con otros elementos.
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MATERIALES

Los reactivos bioquímicos fueron adquiridos a Sigma Chemical Co.

(St.Louis, Mo) y el Ultrogel AcA 44 a LKB (Suecia). Para remover cationes

divalentes y trivalentes contaminantes, las soluciones de fructosa 1,6-bis
fosfato (FBP) y de NaTCAfueron tratadas con resina Chelex-lOO (BioRad,

Richmond, CA) como está. descripto en [29]. Todas las soluciones buffer
fueron ajustadas al pH dado a 23'C. El 2-propanol "Spectro ACS" se ob
tuvo de Eastman Kodak (Rochester, NJ).

La fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa) fue purificada a homogeneidad
de hojas de espinacas congeladas por el prOCedimiento ya publicado [59].
En algunas ocasiones el paso de purificación en columnas de QAE

Sephadex fue reemplazado mediante columna de Mono-Qen un equipo de
FPLC en las condiciones que se describen en [75]

METODOS

Medición de masa de proteinas

Se realizó mediante el procedimiento de Lowry [76]. En el caso de
muestras que contengan interferencias se realizó precipitando previamente
la proteína con ácido tricloroacético y desoxicolato como se indica en [77].
En todos los casos se tomó como estándar a la seroalbúmina bovina.

Medición de 1a actividad enzimática por liberación de Pi:

i. Ensayo "en presencia de altas concentraciones de FBP y M " 'E
Una alícuota variable se agrega a una solución de ensayo [50 mMTris-HCl

(pH 7.9), 2.8 mM FBP, 10 mM MgClZ, y 0.2 mM EGTA] (Vol. final: 0.5 - lml).

Si no se especifica, luego de 10 minutos a 23°C se detiene la reacción con
reactivo de Chen 8; al. [78] para valorar el Pi liberado.



Proced/mien tos Experimentales 48

ii. Ensayo "en presencia de bajas concentraciones de FBP y M ’ "
Para ello la enzima fue preincubada con moduladores para que adquiera
actividad pues la enzima nativa hidroliza FBP en estas condiciones. A una
alícuota se le mide actividad agregándola a la solución [50 mMTris-HCl

(pH 7.9), 0.8 mM FBP, 1 mM MgClZ, y 0.02 mM EGTA] (Vol. final: 0.5 - 1ml.).

Si no se especifica, luego de 10 minutos a 23'C la reacción se detiene con
reactivo de Chen &.al [78] para valorar el Pi liberado.

Medición de actividad FBPasa acoplada a la reducción de NADP

Este método mide la formación de Fru 6-P a través de un aumento de

absorbancia a 340 nm por reacción acoplada con 2 unidades/m1 de
fosfoglucoisomerasa, 2 unidades/m1 de glucosa 6-P deshidrogenasa y 1 mM
de NADP.En este caso el aumento de absorbancia a 340 nm es debido a la

formación de 1 mol de NADPHpor mol de Fru 6-P producida. La reducción

de 0.1 pmoles de NADPpor ml de reacción producen un aumento de ab
sorbancia de 0.622.

Valoración de Pi hidrolizado en las curvas de velocidad vs. [FBP]

Se realizó mediante una ligera modificación del método de Chen & al

[78]. Luego de realizada la. reacción colorimétrica, este método puede
leerse tanto en una meseta a 650 nm como en un pico de absorción a
825 nm. A bajas concentraciones de Pi, el uso de cubetas diferentes oca
siona una mayor variación en las medidas. Para lograr mayor precisión en
la medida, el Pi presente en la solución se calculó a partir de la diferen
cia entre la absorbancia a 825 nm y 650 nm que demostró ser proporcional
a la [Pi] e independiente de las cubetas usadas. La diferencia de ab
sorbancia entre 825 y 650 nm fue realizada en un espectrofotómetro
Gilford Response II que puede leer hasta 5 cubetas simultáneamente y a
más de una longitud de onda.

En ningún caso el producto liberado superó el 15%del sustrato agre
gado inicialmente. Para evitar contaminación con Ca“ en todos los tubos
se incluyó 0.2 mM de Mg-EGTA.Debido que las curvas en función del
tiempo presentan "Iag" que está entre 3 y 4 minutos, el 'Pi liberado se mi



dió luego de 30 minutos de reacción. El cálculo de la velocidad se realizó
de acuerdo a la ecuación:

V’Pt-Po/(t-t)
Donde Pt: es el Pi liberado en el tiempo de reacción (30 minutos); Po

es el blanco de catálisis a tiempo 0; t: es el tiempo de reacción (30 minu

tos) y 1:es el "lag" que se tomó, en este caso fue de 4 min (ver fig. 47
en "Resultados ").

Medición de Actividad con sustrato radiactivo

La FBPasa se incubó a 23°C en Tris-HCI (pH 7.9) durante el tiempo
indicado con las concentraciones indicadas de cofactor. El sustrato radiac

tivo usado fue [MCIFructosa 1,6-bisfosfato y para obtener la actividad es
pecífica indicada se combinó con soluciones de sustrato frío. Luego de la
incubación se detuvo la reacción con EDTAen las concentraciones y vo
lúmenes necesarios como para quelar todo el Mgz‘ presente. Una alícuota
(25 pl) de la mezcla de reacción se sembró en tiras de papel Whatman n°1
de 2 cm de ancho y 45 cm de largo a 8 cm de uno de los bordes (el que

hizo contacto con el solvente de corrida). Se realizó una cromatografía

descendente en solvente Etanol/ACONH4(pH 3.8) 70:30 durante 16 horas
[81]. Las tiras se secaron y se cortaron cada 0.5 ó 1 cm y se contaron
por centelleo líquido en una mezcla de tolueno/ PPO. En este sistema cro
matográfico se separa el sustrato radiactivo ([14C]FBP)del producto
([14C]Fru 6-P) que corren 16 cm y 21 cm aproximadamente (ver fig. 15).
Además, tiene la ventaja de ser muy reproducible y no verse influido por
las sales que contiene la siembra. Luego que se midió la radiactividad
presente en ambos picos, (descontando el fondo por cada. una de las tiras)
se calculó la cantidad de moles de Fru 6-P producida con la siguiente
ecuación:

Moles Fru 6-P - V ' [FBP] - (Frt - Fro) / (1 - Fro)reacc

Donde Vreacc:es el volumen de reacción; [FBP]: es la concentración de
FBP en la reacción enzimática; Fro es la fracción de Fru 6-P respecto del
total y Frt es la fracción de Fru 6-P respecto del total en el tiempo de
medida (t). Estas fracciones se calculan:
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Fr0 ó F‘rt - Pico Fru 6-P / (Pico Fru G-P + Pico FBP)

Donde "Pico Fru 6-P" y "Pico FBP" representan la. suma de las c.p.m.
de los respectivos picos en la cromatografía en papel. Para verificar la.
validez del método, en forma paralela. 3.1experimento de la figura 15, se
midió el Pi liberado con el método de Chen & al. coincidiendo con el cál

culo con la. ecuación anterior de la Fru 6-P formada. En todos los experi
mentos que se describirán en la sección "Resu1tados"la cantidad de sus
trato hidrolizado nunca superó el 20%.

2000
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I L l l l l J. l L

0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

RFBP

lia. 15. Separación cronatografica del IBP y [ru G-P. La enzima (0.7 ns) fue in

cubada en 0.320 m1 de una solución de 100 mHTris-Hcl (pH 7.9)] 20 ¡H chlzl
0.2 un EGTA/5 mHEn? (73000 cpm/unol). Al tiempo indicado se sacó una alícuota

de 20 nl y se mezcló con 5 ul de BDTA0.2 H para frenar 1a reacción. Luego se

sembró en papel para correr una cromatografía en las condiciones detalladas en
el texto. En forma paralela se corrieron patrones frios de Fru G-P y FBP(0.5
pmoles) que fueron revelados por tinción con plata según [Ref]. Los datos fueron
normalizados respecto a 1a distancia recorrida por el FBP.



Determinación de Ia fructosa-l,6—b1'sfosfatasa por ELISA

La FBPasa de cloroplastos fue estimada por el ensayo no competitivo
de ELISA desarrollado por Hermoso y col. [82] excepto que la concen

tración de o-fenilendiamina y [-1202fueron 0.08% (w/v) y 0.006% (v/v)
respectivamente.

Estudios espectrofotométn'cos

Espectrofotómetro Hitachi 220A (doble haz): Se realizaron en cubetas
de 1 ml (volumen mínimo: 0.6 ml). Las condiciones fueron las siguientes:
velocidad de barrido= 30 nm/min, constante de tiempo: 1 s, Slit= 1 nm.

Los datos fueron colectados cada 1 nm para el posterior procesamiento de
los mismos en una microcomputadora IBM-AT.Todos los espectros se rea

lizaron contra 1-120.La derivada cuarta fue obtenida en forma numérica
con un intervalo de derivación de 1 nm a partir del espectro original
suavizado con 5 ciclos con una convolución de función (0.25, 0.50, 0.25)

[83]. En el caso de la derivada primera el espectro fue suavizado con un
ciclo.

Espectrofotómetro Güford Response II: Se utilizaron cubetas de 0.5
ml. La velocidad de barrido si no se indica otra cosa fue de 60 nm/min y
el intervalo de datos adquirido fue de 0.1 nm. Las derivadas de los es
pectros fueron hechas con intervalos sucesivos de 1.0, 1.4, 1.8, 2.2 nm
como se aconseja en [83]. Posteriormente el espectro fue suavizado por el
método de Savitsk)r y Golay [84] utizando 51 puntos de promediación
(grado 2). Los espectros diferenciales se realizaron restando el espectro
"muestra" menos el respectivo espectro "base" que fue almacenado pre
viamente en la computadora.

Transferencia de Datos: En todos los casos los datos furon transferi

dos a una computadora IBM-ATa través de una interface RS-232C para. el
procesamiento posterior de los mismos. El programa utilizado para tal fin
fue diseñado en lenguaje de programación Pascal. Este permitió tanto
colectar los datos como controlar el aparato.
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Gráficos de Hidropatía

Para calcular los patrones de hidropatía de las proteínas se realizó
un programa en lenguaje Pascal (turbo pascal 3.0) que corre en una com
putadora IBM-AT.Este programa utiliza el algoritmo de "tamizado de da
tos" desarrollado por Bangham [79] con un "mesh" de 5 residuos. Este al
goritmo tiene la ventaja que permite luego de obtenido el patrón, observar
los dominios en forma clara siendo más fácil la interpretación de los datos.
La tabla de hidrofobicidad de los aminoácidos que se usó fue la de Kyte y
Doolittle [80].

Estudios espectrofluorome’tricos:

Fueron realizados en un espectrofluorómetro JASCO(modelo FB-770)
en cubetas de 1.0 x 1.0 cm. La longitud de onda de excitación de la
FBPasa fue 280 nm y si no se indica otra cosa la de emisión fue 332 nm.
Ambos slit fueron de 5 nm.

La excitación del 2-(p-toluidinil)naftalen-6-sulfonato (TNS)en presen
cia de la FBPasa se realizó en las mismas condiciones que las anterior
mente descriptas con la excepción que la longitud de onda de excitación
fue 366 n-m y la de emisión 404 nm.

Cálculo de] parámetro "h" (exposición de tirosinas)

Los cambios conformacionales en las proteínas que involucran algún
cambio en los entornos de las tirosinas de las mismas han sido estudiados

mediante la técnica de espectrofotometría diferencial en el ultravioleta
[85]. En estos casos, una. exposición de las tirosinas hacia solvente se
puede evaluar por 1a intensidad de un pico negativo ubicado entre 287 y
288 nm. El espectro diferencial se puede realizar en forma automática me

diante una resta de espectros en un espectrofotómetro de doble haz, colo
cando en el haz de referencia la proteína en las condiciones iniciales. Otra
alternativa es acumular los espectros en una computadora (p. ej. en fun
ción del tiempo) y luego restarlos digitalmente. Si no se dispone de una
gran concentración de proteína (> 1 mg/ml) pequeñas variaciones en la
línea de base pueden perturbar el espectro diferencial. Por tal motivo, en
estos casos, se decidió estudiar sobre el espectro diferencial la derivada
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primera. debido a que este procedimiento anula cualquier tipo de variación
que sea constante a lo largo de la longitud de onda (la derivada de una
constante es igual a 0). Al mismo tiempo, atenúa cualquier variación que
tenga una pendiente pequeña. Con este objeto, se midió la intensidad de
la señal (h) que se ilustra en la fig. 16 entre el máximo y el mínimo que
se encuentran inmediatamente por encima y por debajo de 287 nm respec
tivamente. Este parámetro h es proporciona] a la variación del pico nega
tivo de 287 nm y la determinación del mismo está sujeta a mucha me

nor variación experimental.

Derivada primera del
espectro diferencial
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rig. 16. Derivada 1! del espectro diferencial de absorción U.V. La FnPasa de
cloroplastos (140 pg) se incubó durante 20 minutos en una solución que contenía
50 umoles de Tris-Hcl (pH 7.9). volumen final: 0.85 m1. Se agregó 0.15 m1 de
Z-propanol y se registró un espectro inmediatamente y otro 20 minutos después.
Enel gráfico se muestra el espectro diferencial. que resulta de restar el es
pectro de 20 minutos menos el de O minutos. Sobre este espectro diferencial se
calculó le derivada primera que se grafica desplazada verticalmente y con las
unidades expresadas a 1a derecha de 1a figura.
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Regresión no lineal. Método de Gauss-Newton

Cuando se indica, los datos experimentales fueron ajustados a una
ecuación dada por el método de Gauss-Newton según lo descripto por
Fraser y Susuki [86]. Para tal fin, se desarrolló un programa que corre
en una computadora IBM-ATcon coprocesador matemático 80287 en
lenguaje Pascal (Turbo Pascal 3.0). Este programa permite optimizar los
parámetros de una ecuación dada (Y f(X)) de modo tal de disminuir al
máximolas desviaciones cuadráticas entre los datos experimentales y la
curva descripta por tal ecuación. Para lograr esto es necesario introducir
una estimación inicial de los parámetros a optimizar. El programa permite
además, fijar uno o más parámetros a un valor dado (transformándolo en
una constante) y también realizar el ajuste de una ecuación a una familia
de curvas (Z f(X,Y)).

Cálculo de los parámetros de la ecuación de Hill

Los datos de velocidad en función de la concentración de cierto li

gando de la enzima fueron ajustados por el metodo de Gauss-Newton a la
ecuación de Hill:

vH - A"V=—
A0.5n + A"

Cuya variable dependiente es v (velocidad), la variable independiente

es A (concentración del ligando) y los parámetros son: V":velocidad má

xima, que se obtiene a concentraciones infinitas de A. A0_5:concentración
de A con cual se obtiene una velocidad igual a la mitad de la V", n: expo
nente de Hill.

Cuando las concentraciones de A son bajas y los parámetros VPly
Ao.s están muy indeterminados la ecuación anterior se puede reducir a:

vrl - A“V=_— :I e An
l'l

A0.5

Donde la ecuación ahora tiene dos parámetros k y n. De esta manera
se puede hallar el valor de n a bajas concentraciones de. A.



Métodos 55

Cálculo del Mg?"libre en las curvas de actividad

Teniendo en cuenta que el FBP compleja al Mgz‘ con una. constante

de disociación de 2 mMal pH usado en los ensayos [87], para realizar las

curvas de FBP a una concentración de Mgz‘ libre constante, se tuvo pre
sente que: A una concentración de Mg“ libre el FBP se compleja con él en
la siguiente proporción.

[Mg-FBP] [Mgz’]

FBP KD + [Mgzflt

Entonces, en toda la curva en la cual se quiere mantener una

concentración X mM de Mgz’ libre se prepara. agregando X mM de MgCl2 y

FBP en concentración Y mM con un exceso de MgCl2 de [X-Y/(2+X)] mM.
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EFECTO DEL PH ALCALINO SOBRE LA FBPASA DE CLOROPLASTOS

La FBPasa nativa de hojas de espinaca es un tetrámero de 170 Kda
compuesto de subunidades idénticas. Este se disoció a dímeros al ser ex
puesto a un pH alcalino [88,89,91]. También se observó que la actividad
enzimática disminuye luego de la exposición de la enzima a pH más altos
que 8.5 [89]. Por tal motivo, ha sido aceptado durante bastante tiempo que
la pérdida de actividad enzimática se debe a la disociación de la enzima.
Sin embargo, no se realizó una correlación cinética entre la disminución de
actividad y el cambio de estructura cuaternaria. En los cloroplastos ilumi
nados, la FBPasa, componente del ciclo de Benson-Calvin, puede funcionar
paradójicamente en un estroma cuyo pH es alcalino. En condiciones de ilu
minación, se detectó un aumento de pH cuya magnitud está. comprendida
entre 0.8 y 1.0 unidades [90]. Por lo tanto, fue de interés examinar los
requisitos para mantener 1a capacidad catalítica de la enzima en tales
condiciones. Además, se analizó paralelamente la acción del pH sobre la
capacidad catalítica y sobre la estructura cuaternaria de la FBPasa usando
la técnica de filtración por geles.

Inactivación pff-dependiente de Ia FBPasa

La capacidad catalitica "in vitro" de la FBPasa de cloroplastos de es
pinaca -ensayada a bajas concentraciones de FBP (1 mM) y Mg2+(1 mM)

requiere la preincubación de la enzima con DTT, FBP, Caz’ y un modulador
fisiológico (tiorredoxina) o algun otro modulador no fisiológico (cosol
ventes, aniones caotrópicos, alta presión) [27,29,59,57,61].No obstante, el
ensayo de actividad utilizando "altas concentraciones de FBP y de Mg'z""
no requiere la preincubación [92]. Comoeste último procedimiento es el
más rápido para determinar la actividad de la. enzima funcional, se lo usó
para estudiar el efecto del pH sobre la estabilidad de la FBPasa. Así, la
enzima se incubó a distintos pH y posteriormente se ensayó la actividad a

pH 7.9 con 2.8 mM de FBP y 10 mM de MgClZ. Como muestra la Fig. 17 la
enzima perdió la capacidad de hidrolizar FBP por la progresiva alcali
nización del medio de preincubación. Luego de 30 minutos de incubación,



1a pérdida de la actividad enzimática fue 50% a pH 8.6 y máxima a pH 8.9.

Sin embargo, la incorporación al medio de incubación de 1.0 mM FBP y

0.1 mMCaCl2 previno el proceso de inactivación. Se sabe que el Caz‘ y el
Mgz" son inhibidor y cofactor respectivamente de la FBPasa [29]. Teniendo

en cuenta esto, no se examinó el efecto del Mgz’ en la preincubación para
evitar tener hidrólisis del sustrato durante la misma. En cambio, en pre
sencia del Ca“, la. concentración del FBP pudo permanecer inalterada.

El estudio de la inactivación en función del tiempo a pH 8.9 se mues
tra en la Fig. 18. El proceso fue relativamente rápido en los primeros 10

minutos (tas: 6 min) y luego se tornó más lento. La estabilidad provista
por la presencia de FBP y Caz’ se evidencia porque estos moduladores

alargaron el período de inactivación (t0_5: 50 minutos). La estabilidad con
ferida por el FBP y el Caz’ explica el hecho que se haya observado en
estudios anteriores una alta actividad cuando la FBPasa se ensayó a
pH 8.8 [92]. En esos experimentos, la inactivación no se observó porque la
enzima permanece por cortos períodos de tiempo en la presencia de FBP y

de Mg“. Estas evidencias junto con los experimentos de la fig. 18 indica
rían que el Mgz’ en altas concentraciones (10-20 mM)podría reemplazar al
Ca“ en la protección frente a la pérdida de actividad ocasionada por el
pH alcalino.

En estudios previos en el laboratorio, se encontró que ciertos azúca
res bisfosfato son moduladores de la FBPasa; p. ej. la fructosa 1,6-bis
fofato (FBP), sedoheptulosa 1,7-bisfofato (SBP), fructosa 2,6-bisfofato,
ribulosa l,5—bisfosfato (RuBP) y la glucosa 1,6-bisfosfato participan en el
incremento concertado de la actividad específica junto con tioles y catio
nes bivalentes [29,59,57]. Por otro lado, en la reacción catalítica la fructo
sa 1,6-bisfosfato y la sedoheptulosa 1,7-bisfosfato son sustratos, la ribulo
sa 1,5-bisfosfato y la glucosa 1,6-bisfosfato son inefectivos y la fructo
sa 2,6-bisfofato es un inhibidor. La diversidad de efectos cinéticos ejer
cidos por estos compuestos nos permite analizar sus capacidades en dis
minuir la velocidad de la inactivación mediada por pH alcalino. Como se
muestra en la tabla 2, sólo la sedoheptulosa 1,7-bisfosfato parcialmente
reemplazó a la fructosa 1,6-bisfosfato en la protección de la actividad en
zimática. Además, este experimento muestra claramente que la retención de
la actividad requiere la acción concertada del azúcar bisfosfato y el Caz‘;
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la omisión de cualquiera de los dos causó la total pérdida de actividad. La
selectividad por los azúcares bisfosfato y las bajas concentraciones de

CaCl2para retener la actividad permitieron descartar la posibilidad de es
tabilización inespecífica mediada por sal [93].

Cromatografía de Ia FBPasa en columnas de filtración por geles.

Si la inactivación proviene de la disociación de la enzima, cambios en
la estructura cuaternaria deben acompañar la pérdida de actividad. Como
corolario, si la inactivación ocurre antes que la disociación, algún cambio
conformacional constituye un evento previo en el proceso. Para estudiar
las modificaciones en la estructura cuaternaria de la FBPasa, se analizó los
perfiles de elución de la misma en columnas de filtración por geles
(Ultrogel ACA44). Sin embargo, se debió ser cuidadoso en la comparación
de perfiles de elución con datos de actividad porque las concentraciones
de proteínas en los experimentos de filtración por geles son en general
más altas que aquellas usadas en los análisis cinéticos. Previo a los análi
sis cinéticos, como control, se estableció que la i'nactivación de la FBPasa
a. pH 8.9 no fue modificada por cambios de concentración en el rango de
4-40 pg/ml (no.mostrado).

La FBPasa incubada por 20 minutos a pH 8.9 (23°C) y posteriormente
sometida a una cromatografía de filtración por geles al mismo pH, mostró
la aparición de formas de bajo peso molecular (Fig. 19). Sin embargo, en
un período en que se perdió el 80% de la actividad total, la FBPasa diso

ciada sólo es aproximadamente el 25% del total de la enzima. Más aún, en
un experimento complementario, los resultados indican que el proceso de
disociación fue extremadamente lento. Luego de una incubación de 3 horas
a pH 8.9, se observó en el patrón de elución que la FBPasa disociada fue
el 60% de la enzima total (Fig. 19).

En esos experimentos es posible que la FBPasa incubada por cortos
tiempos a pH 8.9 pueda dar lugar a formas de bajo peso molecular debido
al largo tiempo de elución (3 hs). A pesar que el porcentaje de dímeros
obtenidos no justifica la pérdida de actividad. La FBPasa fue (1')incubada
a pH 8.9, (1'1')sembrada en una columna de Ultrogel AcA.44, y (iii) eluída

con 50 mM buffer Na-acetato (pH 5.5). El motivo del cambio del pH desde

8.9 (incubación) a 5.5 (cromatografía) es que previene una posterior diso
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ciación de la enzima. Es de mencionar que la estabilidad de la enzima a

pH 5.5 permite su almacenamiento a -15'C por largos períodos (> 1 año)
[59]. En este experimento el uso de anticuerpos policlonales en la técnica
de ELISA facilitó la detección de formas inactivas de la FBPasa en las

fracciones eluídas. Como se muestra en la Fig. 20 el volumen de elución de

la FBPasa incubada por 20 minutos fue similar al de la enzima nativa. Así,
una incubación en la cual la actividad decae un 80%no produce los
respectivos dímeros. Para ver que a pH 5.5 no haya una rápida reaso
ciación se incrementó a 6 horas el tiempo de preincubación a pH alcalino.
En favor de la existencia de una lenta disociación de la FBPasa a pH 8.9,
este perfil de elución mostró formas de bajo peso molecular. Aunque no se
muestra, el agregado de FBP y Caz“ en la incubación a pH 8.9 no cambia

los perfiles de elución observados. Como consecuencia, el FBP y el Ca2"
fueron capaces de proteger a la enzima de la inactivación que ocurre en
los primeros 20 minutos pero no de la lenta disociación posterior.

Discusión

Los resultados descriptos en esta sección indican que la inactivación
de la FBPasa de_cloroplastos a pH alcalino constituye un evento separado
de la disociación de la forma tetramérica. Ambos procesos ocurren con ci
néticas diferentes. El tiempo requerido para lograr aproximadamente el 60%
de inactivación y el 60% de disociación fueron 10 minutos y 3 horas res
pectivamente. De este modo, se resumen los resultados en el siguiente es
quema:

E El

OH‘ OH'

> E4* > 2 E2
rápido lento

(activa) (inactiva) (inactiva)

E: monómerode FBPasa de cloroplastos
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Bajas concentraciones de H“ dan lugar a cambios en la enzima con
una concurrente pérdida de actividad (reacción 1); así, esta modificación
produce una estructura inestable que posteriormente se disocia a dímeros
(reacción 2). Se omiten en el esquema anterior las reacciones que causan
la reversión del proceso porque la polimerización de la enzima con la
concomitante recuperación de la actividad no se logra con una acidifi
cación del medio.

El curso de la pérdida de actividad en función del tiempo obtenido
en los experimentos anteriores, correlaciona con los análisis espectroscó

picos llevados a cabo por otros autores [91]. El t0_5 para la inactivación
de la FBPasa (6 min) es similar a1 encontrado por Buc y col. para cambios
en absorbancia y fluorescencia intrínseca que acompañan la variación de
pH de 7.5 a 8.5. Sin embargo las técnicas adecuadas para el estudio de la
estructura cuaternaria (filtración por geles) muestran que el proceso de
disociación fue mucho más lento que la inactivación. Estos resultados se
contraponen con la suposición que la disociación de la FBPasa es un pro

ceso rápido que causa la pérdida de actividad [89,91,94]. Por el contrario,
una forma inactiva y tetramérica de la FBPasa aparece con 1a alcalinización
del medio; luego, la inestabilidad de esta forma da lugar al cambio de es
tructura cuaternaria. Es decir, la inactivación de la FBPasa a pH alcalino
constituye un evento separado de la disociación de la forma de tetrámero.

Los presentes resultados brindan dos importantes elementos a tener
en cuenta en el análisis de la regulación de la enzima:

1) En forma similar a otras enzimas regulatorias del ciclo de Benson
y Calvin (NADP-Gliceraldehído-Ii-P deshidrogenasa, Fosforibulokinasa) la
exposición frente a perturbantes específicos por ciertos períodos, causan
1a despolimerización de la FBPasa. Sin embargo, aunque la disociación a pH
alcalino fue un proceso termodinámicamente factible, su lentitud hace que
no se pueda tener. en cuenta como factor fisiológico en los rápidos cambios
en el metabolismo del cloroplasto. Más aún, la ausencia de cambios de
agregación en el control de la actividad está sustentada por experimentos
en los cuales la FBPasa de cloroplastos permanece como tetrámero durante
la estimulación de 1a actividad por la acción concertada de di
versos moduladores [29,59,57].



Efecto del pH A/ca/¡no 61

2) Es obvio que la alcalinización produciría tanto cambios lentos en la

estructura cuaternaria como la inactivación rápida de la. enzima. Sin em
bargo, este efecto es contrario al que sucedería "in vivo"; puesto que en
los cloroplastos iluminados el pH aumenta y 1a enzima adquiere mayor ac
tividad. Frente a esta evidencia surge como corolario que "in vivo" deben
existir además de los factores que estimulan la actividad, otros que eviten
la inactivación. Se ha encontrado que mínimas concentraciones de FBP y
Caz’ retardan sustancialmente esta inactivación. Aunque por sí solos no
justifiquen una completa estabilización de la FBPasa durante varias horas
de iluminación, constituyen un aporte importante en este sentido si se
tiene en cuenta que: (1')las concentraciones usadas de FBP guardan
relación con las fisiológicas y que si bien las de Caz‘ fueron más altas,
este metal bivalente podría llegar a ser reemplazado en tal función en el
cloroplasto por el Mg“. (1'1')Algún otro factor más podría existir que com
plemente la función estabilizadora de estos moduladores. Este último as
pecto revela una nueva función de los azúcares bisfosfato y los cationes
bivalentes. Además de su rol como moduladores y efectores del proceso
catalítico, ellos estabilizan la estructura de la FBPasa cloroplástica. Es
concebible que "in vivo" estos metabolitos del estroma estén involucrados
en cambios conformacionales que determinen las características superfi
ciales la proteína y como consecuencia controlen las interacciones de la
mismacon estructuras supramoleculares (membranas, proteínas).
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lia. 11. Efecto del pa en la estabilidad de la fansa de cloroplastos. La enzima
(0.48 ug) fue incubada a 23.C en 0.1 nl de un buffer 50 mn Tris-HCI ajustado a

distintos pH. Cuando se indica. esta solución contenta 1 ¡H FBP/ 0.1 mHCaclz.
Luego de 30 minutos en una alícuota (50 ul) se determinó la actividad PBPasa "en

presencia de altas concentraciones de FEFy de Haz,” cono se describe en proce
dimientos experimentales. Actividad control (1003): 81 unoles de Pi liberados ’

1 1mln' ' mg prot.‘ .

fructosa 1,6-blsfosfato

100 '

control

ActividadRelativa(%)

7.8 8.2 8.6 9.0
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lis. 18. Innetiveción de la [Brasa a pl 8.9. La enzima (3 ua) fue incubada e
230Gen 0.5 nl de un buffer 50 ¡H Tris-HCI (pH 8.9) conteniendo cuando se in

dica. 1 mHFBP/ 0.1 ¡H CaClz. Luego de distintos tiempos de incubación en
elicuotas de 50 ul se determinó le actividad FBPasa "en presencia de altas
concentraciones de FBPy de M +” como se describe en procedimientos experimen

1 1tales. Actividad control (1001): 83 unoles de Pi liberado ' min' ' mgprot' .
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rig. 19. Cromatografía a pl 8.9 de la IBPasnde cloroplastoa tratada a pa 8.9.
La enzima (28 ug) fue incubada a 23°C en 0.4 ml de un buffer 50 mn Tris-HCl

(pH 8.9). Luego de 20 minutos o 3 horas, esta solución de enzima fue sembrada en
una columna de filtración por geles Ultrogel AcA44 (l x 46 cm.) y eluída con

50 mnTris-Hcl (pH 8.9). Velocidad de Flujo: 8 nl/hr. Para realizar el perfil de
elución de la FBPasase midió la fluorescencia intrínseca de la mismaen cada

fracción (excitación: 280 nm, emisión: 332 nm). El volumen "Vo" de la columna
fue determinado midiendo el volumen de elución del azul dextrano. Los marcadores

que se ilustran de 147 KDay 64 Kna fueron aldolasa y hemoglobina, respectiva

Fluorescencia

mente.

I_ l l I l

147 KDa 64 KDa

0.10 - y 4
20

minutos

3 horas

0.05 - _

1.0 ¡.2 LA 1,6 1,8

ve/vo
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Absorbancia(492nm)J

ria. 20. Cromatogrnfina pa'5.5 de la ¡Brasa de cloroplastoa tratada a pl 8.9.
La enzima (28 ug) fue incubeda a 23.C en 0.1 m1 de un buffer 0.1 H Tris-HCI

(pH 8.9). Luego de 20 minutos o 6 horas, 0.3 m1 de buffer SO mn Na-ecetato

(pH 4.4) fue agregado para dar un pH final de 5.5. Esta solución de enzima fue
sembrada en una columna de filtración por geles Ultrogel ACA44 (1 x 46 cm) y

eluida con SOmHNa-ecetato (pH 5.5). Velocidad de flujo: 8 ml/hr. La presencia
de FBPasaen cada fracción fue detectada por ELISAtal como se describe en

procedimientos experimentales. El volumen "Vo" corresponde al volumen de elución
del azul dextrano.

Í ' I l l

Enzima natlva

t 

minutos



Tabla 2. ¡{actividad de los azúcares bistostatos en retardar 1a 1nnct1vuciónde
le IBPasa a pHalcalina. La enzila (0.48 us) se incubó e 23.C en 0.2 nl de 0.1 H

Tris-Hcl (pH 8.9)] 0.1 un Caclz y cuando se indica, en presencia de 1 mHazúcar
bisfosfato. Luegode 30 minutos, con una alícuota (0.025 nl) se enanyó 1a ac

‘utividad FBPasa "en presencia de altas concentraciones de IBP y de H cono se
describe en procedimientos experimentales. Actividad control (1002): 50 unoles
Pi liberado ' lin'1 ° ng prot'l.

Azúcar Bisfosfato Actividad Relativa



ACCION DE ANIONES CAOTROPICOS SOBRE LA FBPASA

Efecto sobre Ia actividad de Ia FBPasa

Estudios previos mostraron que la actividad de la FBPasa depende de
las condiciones en que se realiza el ensayo de la velocidad de hidrólisis
del FBP. La enzima nativa, incubada con DTT, FBP, Caz’ y TRX (modulador

fisiológico) se convierte en una forma catalíticamente competente a. bajas
concentraciones de FBP (0.8 mM) y Mg2+ (1 mM) [29]. También se pudo

comprobar que en esa preincubación, la TRXpuede ser reemplazada por
moduladores no fisiológicos como aniones caotrópicos, solventes orgánicos
y alta presión [59,57,61]. Sin embargo, si la enzima se ensaya en la pre
sencia de altas concentraciones de FBP (3 mM) y Mgz’ (10 mM) la prein
cubación no es necesaria para la expresión de la actividad [92]. Por otro

lado, la incubación de la FBPasa bajo condiciones desnaturalizantes pro
duce una forma enzimática incompetente para realizar catálisis. Desde este
punto de vista se definen 3 tipos de estados de la FBPasa,

a) La forma inactiva, pero potencialmente activa, es funcional sólo en
presencia de altas concentraciones de FBP y Mgz“.Esta forma está repre
sentada. por la enzima que se obtiene luego de ser purificada por el
método descripto en procedimientos experimentales (enzima nativa).

b) La forma activa, que es catalíticamente competente también en pre
sencia de bajas concentraciones de FBP y Mgz" (un ejemplo es la enzima
activada por TRXreducida).

c) La forma ínactivada, que no presenta actividad a ninguna concen
tración de FBP y Mgz‘ (p.ej. FBPasa desnaturalizada).

Los aniones caotrópicos son en general considerados como desnatu
raJizantes de proteínas, los cuales, en el caso particular de las enzimas,
causan la pérdida de la actividad catalítica. La figura 22 ilustra que la
FBPasa no es una excepción a esta regla. Luego de una incubación de 6
minutos con 0.15 M tricloroacetato de sodio (NaTCA), la enzima perdió el

90% de su actividad (t°.5= 2 min). Luego de este período, la enzima no re
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cuperó su capacidad catalítica ni "en presencia de altas concentraciones
de FBP y Mgz‘" (no mostrado), ni "en bajas concentraciones de FBP y
Mgz‘" luego de la incubación con el sistema completo de activación

(fig. 22). La incorporación al medio de 1 mM FBP o de 0.1 mM CaCl2 antes
del agregado de NaTCAno previno la pérdida de actividad. Tampoco el
agregado en forma posterior la restituyó. Sin embargo, la enzima retuvo la
capacidad de hidrolizar el sustrato cuando se incorporó el FBP junto con
el Caz‘ antes de la adición del NaTCA.Este experimento claramente indica
que la expresión de la actividad de la FBPasa no sólo depende de los
moduladores que estén presentes sino que también depende del orden de
agregado de los mismos. Analizando el orden entre el FBP, Caz‘ y NaTCA,
se obtiene las siguientes conclusiones: El anión caotrópico debe seguir al
agregado de los dos primeros sin preceder a ninguno si se quiere obtener
a la FBPasa activa. Es decir, sólo las dos secuencias que finalicen con el
agregado de tricloroacetato son posibles (FBP, Caz’, NaTCAo Caz’, FBP,
NaTCA).

La concentración de FBP y Ca2+ que se usó- en la mayoria de los en
sayos fueron de 1 mMy 0.1 mM, respectivamente. Se eligieron estas con

centraciones para asegurarse una protección efectiva comola observada
en la fig. 22. Por debajo de 0.3 mMFBP, la protección frente a la inacti
vación por NaTCAdisminuye considerablemente (fig. 23). Por otro lado, la

presencia de 0.1 mM CaCl2 es suficiente (en presencia de 1 mM FBP) para
que la inactivación sea prácticamente nula (20%)a los 8 minutos de in
cubación (fig. 22); por otra parte la reducción de la concentración de este
catión bivalente a 0.05 mM, disminuye un 30% la actividad en ese mismo
período (no mostrado).

Los análisis previos mostraron que la FBPasa tiene una alta
especificidad por el sustrato (FBP); en tanto que otros azúcares fosfato
son funcionales en la estimulación de la actividad enzimática [29,59,57, ver
página 57]. Para conocer si otros metabolitos reemplazan al FBP en la
protección concertada de la inactivación de la enzima por NaTCA.primero

se incubó la FBPasa con 0.1 mM CaCl2 y 1 mM de azúcar bisfosfato en la
presencia de 0.15 M de NaTCAy posteriormente se ensayó la actividad con

2.8 mM FBP y 10 mM MgClz. La tabla 3 resume estos estudios cinéticos. La
velocidad de inactivación más lenta fue obtenida cuando el azúcar bisfos
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fato presente en el medio de incubación fue el FBP. En este caso, Luego
de una hora la enzima retiene más del 85% de la actividad. Otros azúcares

bisfosfato no evitaron la inactivación de la FBPasa por NaTCA.Para
analizar si algún otro catión bivalente es funcional en mantener la ac
tividad de la enzima se realizó el experimento detallado en la tabla 4. Como

se observa, el Ca“ pudo ser reemplazado por otros cationes bivalentes;
bajas concentraciones de an’ o altas concentraciones de Mgz’en la pre
sencia de FBP previnieron 1a pérdida de actividad enzimática causada por
NaTCA.

La protección de 1a FBPasa frente a la inactivación mediada por
NaTCAestá. dada por la presencia simultánea de FBP y Caz". Con el objeto
de saber si el azúcar bisfosfato y el metal bivalente son requeridos en to
do momento para mantener la función enzimática o si producen cambios es
tables en la estructura de 1a enzima se realizó el siguiente experimento:
Se incubó 1a FBPasa con 0.15 M de NaTCA en la presencia de 1 mM FBP y

0.1 mM CaCl2 y luego de 5 minutos se agregó EGTApara quelar todo el
Caz“ libre. Como se muestra en la figura 24, la remoción del Ca2+por la a
dición de -EGTA,disminuyó inmediatamente la actividad enzimática. Esta i

nactivación fue más rápida (tm5 < 0.5 min) que la observada cuando el
NaTCAfue agregado directamente a la forma nativa de la enzima que ya

estaba en presencia de EGTA(fig. 22, to_5 = 2 min). En experimentos para
lelos se observó que la adición posterior de CaCl2 (0.4 mM)no restituye la
actividad original aún después de 1 hora de incubación (no mostrado).
Tampoco la reducción (activación) de la enzima agregando DTT al medio
previene la inactivación por EGTA(fig. 25). La pérdida total de la capaci
dad catalítica cuando el Caz" es quelado indica un requerimiento perma
nente del catión bivalente para prevenir la inactivación de la FBPasa me
diada por NaTCA.Este requerimiento vale tanto para 1a enzima nativa
(oxidada) como para la activa (reducida).

En apariencia, los resultados de las figuras 24 y 25 están en con
tradicción con estudios previos de la activación de 1a FBPasa mediada por
NaTCA[59]. En esos experimentos, la actividad permaneció alta aunque la
enzima fue incubada con FBP, Ca2+ y NaTCAy luego fue agregada a una
solución que contenía EGTA.Los resultados en la tabla 4 sugieren que en
el último caso la presencia de Mgz’ (1 mM) en la solución de ensayo co



opera para mantener a la FBPasa en la forma activa. Además, la efectivi
dad del NaTCAdeclina porque la concentración se disminuye 20 veces
luego del agregado [59]. Otro experimento es coherente con la acción pro
tectora. del Mgz’. La reacción catalítica permaneció inalterada cuando la
velocidad de formación de fosfato fue estimada en "altas concentraciones

de FBP y Mgz’" en la presencia de 0.15 M NaTCA (fig. 26). Además, este
experimento claramente indica que el tricloroacetato no ejerce ningún
efecto sobre el paso catalítico propiamente dicho pues la actividad especí
fica es la misma tanto en ausencia como en presencia del anión caotrópico.
En los primeros experimentos en que se observó que el tricloroacetato
podía reemplazar a la TRXen la modulación, se obtenía una forma activa
de la FBPasa pero que en la presencia de NaTCAno lograba una alta ve
locidad de hidrólisis del sustrato [59]. Por tal motivo, se había utilizado la
estrategia de usar NaTCAen la etapa de modulación y diluirlo al examinar
la velocidad catalítica. Así, se había concluido que el anión caotrópico era
activador en la fase de modulación e inhibidor en la reacción catalítica. A

la luz de los experimentos reportados aquí en esta tesis, se puede con
cluir que en la etapa de catálisis el NaTCAinactivaba irreversiblemente a
la FBPasa. La reacción catalítica puede transcurrir en presencia de NaTCA
si se eleva la concentración de Mg2+(en presencia de FBP) para esta
bilizar a la enzima.

Comoconclusión de todos estos resultados, el FBP y un catión biva
lente no sólo producen una enzima activable, sino que también previenen
la transformación a una forma inactivada por tricloroacetato.

Acción de] NaTCAsobre 1a fluorescencia intrínseca de Ia FBPasa

La FBPasa es un tetrámero que contiene 2 triptofanos por subunidad
[98]. Debido a que la emisión de fluorescencia de estos residuos es sen
sible a. las características del entorno, estos son potenciales sondas intrín
secas para seguir cambios conformacionales. Teniendo en cuenta esto, se
estudió la fluorescencia en el máximo de emisión a 330-332 nm (ver fig. 40,
sección Estabilidad de Ia FBPasa). Como se muestra en la fig. 27 la emisión
a 332 nm disminuyó en forma continua cuando la FBPasa fue excitada a
280 nm en la presencia de concentraciones crecientes de NaTCA.Sin ern
bargo, este efecto del anión caotrópico no puede ser adjudicado directa
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mente a cambios en la posición relativa del cromóforo porque el de
caimiento de la emisión de la enzima correlacionó estrictamente con el

"quenching" mediado por tricloroacetato de la emisión del N-Acetil tripto
fanil etil éster (N-AcTrpOEt) en solución. Si 1a acción del tricloroacetato
fuera exclusivamente colisional e independiente de la conformación de la
proteína, el decaimiento observado sería insensible a la presencia de mo
duladores. Que el "quenching" de la fluorescencia del triptofano depende
de su exposición al solvente es sustentado por la prevención en forma

parcial al decaimiento de la fluorescencia intrínseca cuando la FBPasa fue

incubada con 2 mM FBP y 0.2 mM CaClz. Además, el decaimiento de la fluo
rescencia del triptofano siguió una cinética diferente en la presencia del
azúcar bisfosfato y el metal bivalente. Como se ve en fig. 28 la emisión a
332 nm de la FBPasa nativa excitada a 280 nm al principio cayó rápida

mente (t°.5= 2 minutos) y luego lo hizo en forma lenta. El primer de
caimiento coincidió con el hecho de que la actividad se perdió en tiempos
similares (fig. 22). Durante todo el transcurso de la medida, a pesar de
que la intensidad de fluorescencia baja, el máximode emisión no varió
manteniéndose en 332 nm. Este hecho indica que la forma enzimática ge
nerada no está totalmente desnaturalizada, a pesar de haber perdido ac
tividad, pues el máximo de emisión de la enzima totalmente desnaturalizada
es de aproximadamente 350 nm (ver fig. 40, sección Estabilidad de Ia
FBPasa) al igual que el de todas las proteínas desnaturalizadas que con
tienen triptofano [97] y el del propio triptofano en solución. La respuesta
de la enzima frente al tricloroacetato en la presencia de FBP y Ca2+fue

diferente; hubo una declinación lenta de la fluorescencia (to-5: 15 min) y
luego alcanzó un valor constante (67%del original luego de 45 minutos).
La protección parcial por el FBP y el Ca” al "quenching" producido por
tricloroacetato es consistente con los estudios cinéticos reportados ante
riormente, sustentando el hecho de que la FBPasa nativa. es modificada por
FBP y Ca2" previniendo cambios conformacionales que induce
el tricloroacetato.
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Respuesta de la fluorescencia del TNSfrente a1 tríclonoacetato en presen
cia de FBPasa

Para proveer una evidencia independiente de la interacción no-co
valente del FBP y el Caz" con la FBPasa, se analizó la. emisión de fluores
cencia de sondas extrínsecas. Se sabe que ciertos derivados de sulfonatos
de aminonaftalenos fluorescen con mayor intensidad y hacia longitudes de
onda menores en solventes o entornos no polares [99]. Además, estos com

puestos tienen mayor solubilidad en esos medios que en el HZO.Sobre esta
base, se concluye que el incremento de la. emisión de estas moléculas en
soluciones proteicas se produce debido a 1a incorporación de las mismas a
los dominios hidrofóbicos de las proteínas. Dadas estas características,
este tipo de moléculas han sido usadas para sensar cambios confor
macionales en proteínas porque pueden unirse diferencialmente a confór
meros que les permitan acceder a estos dominios hidrofóbicos. El 2-(p-to
luidinil)naftalen-G-sulfonato (TNS) fue usado con ese objeto sobre la
FBPasa de cloroplastos.

CHa

Hoas

2-(p-toïu1'd1n1' 'I)naftalen-6-su1fónico (TNS)

Una solución conteniendo 80 pM de TNS y 0.03 11Mde FBPasa se ex

citó a 366 nm y se monitoreó la emisión de fluorescencia a 404 nm (donde
se registró el cambio máximo). La fig. 29 muestra que en contraste con lo

esperado por los efectos de "quenching", la incorporación de 0.14 M de
NaTCAincrementó 1a emisión de TNS. Por otro lado, la fluorescencia rela
tiva del TNS permaneció sin variaciones cuando la FBPasa fue incubada

por 20 minutos con 1 mM FBP y 0.1 mM CaClz, sin embargo la. adición

posterior de tricloroacetato incrementó la emisión a 404 Inm. Aunque el tri
cloroacetato estimuló la fluorescencia en ambos casos, el proceso fue más

rápido en la. presencia de FBP y Ca“. El to.5 fue de 15 minutos en este
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último caso respecto de 40 minutos cuando se omitió el FBP y el Caz‘. En

estos experimentos se evidenció la capacidad del tricloroacetato de exponer
dominios hidrofóbicos tanto en la enzima nativa como en la. enzima tratada

previamente con FBP y Caz’.

La respuesta de la. fluorescencia de la sonda extrínseca frente al tri
cloroacetato fue contraria a la respuesta de la fluorescencia intrínseca.
Por lo tanto, se decidió asegurarse que el incremento de la fluorescencia
se originó debido a un cambio conformacional de la proteína que con
tribuye a incorporar la sonda (TNS) a un dominio hidrofóbico inaccesible
al "quencher". Con este fin se analizó la fluorescencia de 0.2 mMde TNS

luego de la incorporación a un bolsillo hidrofóbico de un oligosacárido
cíclico: B-ciclodextrina (1 mM) [100]. Como se muestra en la figura 30,
aunque la B-ciclodextrina estimuló la emisión de fluorescencia, la adición
de 0.15 M de tricloroacetato bajó el 80% del máximo de emisión. Así, el tri

cloroacetato canceló ("quenching") la emisión a 460 nm porque la inserción
a esa estructura hidrofóbica rígida hizo accesible al solvente al TNSin
corporado. Sobre esta base, es posible que la modificación estructural de
la FBPasa por el tricloroacetato facilite la incorporación del TNS a un do

minio hidrofóbico lejos de la superficie de la proteína.

Espectro de cuarta derivada de Ia FBPasa

En el espectro convencional de absorción U.V. de proteínas no siem
pre se ponen de manifiesto aspectos estructurales que son importantes.
Esto es así porque las interacciones del solvente con la proteína y las
transiciones rotacionales y vibracionales ensanchan los picos con la conse
cuente superposición de los mismos. El reciente desarrollo en la adquisi
ción de datos y el manejo computacional de los resultados facilitó el cál
culo de la. cuarta derivada del espectro de absorción, que resuelve las
bandas de interés en la misma posición que en el espectro original
[101,102,(?)]. Variaciones en las longitudes de onda que caracterizan estos
picos proveen información cualitativa del entorno que rodea a los cromófo
ros en las proteínas. Por lo tanto, después de la incubación con diferentes
moduladores, el espectro de absorción de la. FBPasa se registró y trans
firió a. una computadora. Posteriormente la cuarta derivada fue obtenida
con un programa desarrollado en lenguaje Pascal. Este método permitió
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detectar cambios en el entorno de los crórnoforos triptofano, tirosina y fe
nilalanina [101,102,108]. Dado el número de fenilalaninas (9), tirosinas (19)

y triptofanos (2) por monómero de FBPasa [98] fue de esperar que la
mayor contribución del espectro (entre 260 nm y 300 nm) estuviese dada
por parte de los residuos tirosilo.

Comose ilustra en la figura 31, los dos picos principales en el es
pectro de cuarta derivada de la FBPasa (279.5 nm y 287.5 nm, curva 1) no

fueron modificados ni por el FBP (1.25 mM) ni por el CaCl2 (0.12 mM) (cur
va 2). Sin embargo, la acción concertada del azúcar bisfosfato y el catión
bivalente desplazó los máximos a 278 nm y 288 nm (curva 3). Cuando se

agregó EGTApara quelar todo el Ca“ libre presente, el espectro retornó
al observado con la enzima nativa (curva 4). Luego de la adición de NaTCA
(0.15 M) a esta solución, aparecieron en el espectro 3 picos bien definidos,
localizados a 277 nm, 284 nm y 290.5 nm (curva 5). Confirmando que el

efecto del NaTCAes irreversible cuando los moduladores están ausentes,
no hubo diferencias significativas en el perfil de la cuarta derivada por el

agregado de CaCl2 (0.4 mM) a la solución. Más aún, cuando a la enzima
nativa se le agregó NaTCAse obtuvo un espectro similar al de la curva 5
(no mostrado). Por el contrario, la incorporación de NaTCAa la solución

conteniendo FBPasa en la'presencia de FBP (1.0 mM) y CaCl2 (0.1 mM)
produjo un espectro radicalmente diferente (curva 6): sólo 2 picos, uno
localizado a 277 nm y el otro a 287 nm, aparecieron después de la adición
del anión caotrópico. Se infiere de todos estos datos que 1a acción con
certada del FBP y el Ca“ determinan el efecto del NaTCAsobre la es
tructura terciaria de la FBPasa. Claramente, la acción del anión caotrópico
en la FBPasa nativa produce una enzima.irreversiblemente inactivada cuya
estructura terciaria es diferente de la. forma activable obtenida en la

presencia de FBP y Ca“.

Un resumen de los experimentos espectrofotométricos se puede ver en
el siguiente esquema.
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Ca” FBP
eo

Caz'FBPA
eo eo 92V

EGTA

NaTCA NaTCA

[15. 21. Requenade los patrones espectrnlea obtenidos sobre 1a ¡39:53. En el
esquema, e representa un tipo de espectro de derivada cuarta de absorción U.V.x

Cuandolos subindices son iguales, los espectros son indistinguibles.

Efecto de Ios reductores sobre 1a FBPasa

Aunque es bien sabido que los ditioles (los monotioles en menor

grado) estimulan la. capacidad hidrolítica de la FBPasa "en presencia de
bajas concentraciones de FBP y Mg2*"[12,103], los experimentos anteriores
fueron llevados a cabo en la ausencia de reductores. El objetivo fue ca
racterizar los efectos cinéticos y estructurales de los moduladores que
interactuan no-covalentemente con la enzima. Se obServó la existencia de

dos formas activables de la FBPasa; Una originada por 1a interacción con
FBP y Caz' y otra que además requiere la presencia de NaTCA.De esta
manera, 1a interacción de los moduladores podría alterar la estructura de
la enzima y como consecuencia condicionar la activación posterior por DTT.
Por lo tanto, se trató la FBPasa durante 15 minutos con 1.25 mM FBP y
0.125 mMde Caz" en la presencia y en la ausencia de tricloroacetato y
después de incubar con DTT se ensayó la actividad a 0.8 mM FBP y 1 mM

Mgz‘ para estudiar la cinética de formación del estado activo de la FBPasa.
Como ilustra la figura 32, la presencia de 0.15 M NaTCAprevia a la adición
de 16 mMDTT produjo una enzima totalmente activada en 5 minutos; por
el contrario, una hora de incubación fue necesaria para lograr la actividad
máximacuando el tricloroacetato fue omitido (fig. 32-control). Además,
otros dos parámetros determinaron la actividad específica final de la
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FBPasa. de cloroplastos: La concentración de DTT y el tiempo
de incubación.

La importancia de los agentes reductores (tioles) en estimular la ac
tividad de la FBPasa de cloroplastos radica en que posibilitan la siguiente
reacción:

r-s 75H

E l + DTTred —> E + DTT“
-LS l—SH

La velocidad de modificación enzimática -d[E82]/dt está. dada por
k°[ESz]'[DTT] donde k: constante de velocidad de segundo orden, E2: En
zima oxidada y DTT: ditiotreitol. En los experimentos descriptos, la concen
tración de DTT (> 2 mM) excedió largamente la concentración de la FBPasa
(< 10 pM); por lo tanto, la reacción descripta en la ecuación anterior de

bería seguir una cinética de pseudoprimer orden, es decir: k’= k.[DTT].
Sobre esta base, al integrar la velocidad de conversión de la enzima se

obtiene que ln(2) = ¡(Htc-5), cuyo reordenamiento conduce a
l/t0_5 = k.[DTT]/ln(2). Teniendo esto presente, se obtuvieron los respec
tivos to.5 de los datos de la fig. 32 usando el método de regresión no li
neal de Gauss-Newton. Como se puede ver en la fig. 33 existió una de

pendencia lineal entre el proceso de activación (1/t0_5) y la. concentración
de DTT.Además, la figura 33 nos muestra que el pretratamiento de la en
zima con el anión caotrópico aceleró 13 veces la velocidad de activación
mediada por DTT. Cuando la FBPasa fue incubada con FBP y Caz‘ la cons
tante de velocidad de segundo orden (k) fue 48.1 min'l-M'1 y 3.7 min'l-M‘
1 en la. presencia o ausencia de 0.15 M NaTCA, respectivamente. De esta
forma se ve que la conversión de puentes disulfuro a grupos sulfidrilo es
el factor determinante en la velocidad de activación de la FBPasa, pues

1/t0_s varía en forma lineal respecto de la concentración de DTT. Si exis
tiese algún paso conformacional que limitase la transformación a la enzima
activa, tal dependencia lineal no existiría: a altas concentraciones de DTT,
cuando la reducción propiamente dicha es rápida, debería ponerse de
manifiesto cualquier otro paso en la reacción convirtiéndose en limitante,
aunque a. bajas concentraciones de DTT no lo hubiese sido. Así, bajo esta
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suposición, se debería obtener una curva de 1/t0_5 vs. DTT en la cual a
altas concentraciones de DTT se obtendría una meseta y no una recta. E1
hecho de obtener una recta y que no exista un efecto de saturación, im
plica que si existe algún paso conformacional extra debería ser extremada
mente rápido y como consecuencia, no-limitante de la reacción.

Si existiese algun paso previo a la reducción que limitase la reacción
de activación, la preincubación de la enzima con todos los moduladores ex
ceptuando el reductor, deberia dar una velocidad de activación mayor que
cuando la enzima no es preincubada. La preincubación de la enzima du

rante 0 minutos o 15 minutos con FBP (1.25 mM), CaCl2 (0.125 mM) y NaTCA
(0.15 M) generaron curvas de activación similares frente a 1a adición de

DTT 8 mM. Ambas curvas tuvieron un t°_5 de 2.5 minutos (no mostrado).

Comoconclusión de los datos anteriores, la reducción del grupo S-S
es el paso limitante de la velocidad en el proceso que genera la forma de
la FBPasa que puede realizar catálisis en presencia de bajas concentra
ciones de FBP y Mgz‘.

Reversibüidad de acción de] tricIoroacetato

El NaTCAactuó sobre la Fl3Pasa incrementando 1a velocidad de reduc

ción (activación) por DTT. Si la acción del anión caotrópico fuera reversi
ble, al incubar la FBPasa con él y luego diluirlo debería obtenerse una
forma enzimática con potencialidad de ser activada por DTT pero a una
velocidad baja, como si no hubiese estado en presencia del anión
caotrópico. Con el objeto de verificar esto se realizó el experimento de la
fig. 34. Una solución de FBPasa conteniendo FBP y Ca“ fue sucesivamente
incubada con (i) 150 mM de NaTCA por 5 minutos, (ii) 15 mM de NaTCA por

5 minutos, (1'1'1')5 mM de DTT por tiempos variables; finalmente, (iv) se en

sayó la actividad FBPasa "en presencia de bajas concentraciones de FBP y
Mg'z‘".Al igual que la FBPasa tratada continuamente con 15 mMtri
cloroacetato, la enzima incubada en forma alternada con 150 mM y 15 mM
incrementó su actividad lentamente con el agregado de DTT. Por el contra
rio, la presencia constante de 150 mMtricloroacetato acortó el tiempo para
la activación de la enzima. Como-conclusión, la presencia permanente de
concentraciones estimulatorias de tricloroacetato permiten una rápida ac
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tivación reductiva de la FBPasa; de otra manera, la enzima revierte a una
forma cuya actividad es estimulada lentamente por el DTT.

Hidrofobicidad de 1a FBPasa de cIoropIastos

Teniendo en cuenta que los aniones caotrópicos pueden actuar sobre
las proteínas facilitando la exposición de sitios hidrofóbicos, y que además
pueden activar a la FBPasa, se estudió el patrón de hidrofobicidad de dos
FBPasas cloroplásticas (de trigo y espinaca) activables por luz y de una
gluconeogénica como la de riñón de cerdo. De estas enzimas se conocen las
secuencias de aminoácidos [98,95,96]. Las FBPasas de cloroplastos pre
sentan, a diferencia de las gluconeogénicas conocidas [98] un péptido ex
tra que tiene 2 cisteínas que intervendrían en la regulación mediada por
luz. Los patrones de hidrofobicidad estimados de las enzimas cloroplásticas
son muy similares entre sí, (fig. 35) pero varían significativamente de la
gluconeogénica. Comose puede obsarvar en la figura 35, el péptido extra
se encuentra en una zona de gran hidrofobicidad. Por este motivo es
probable que esta zona no esté disponible fácilmente al solvente, y que el
agregado de perturbantes faciliten su exposición o la accesibilidad a la
misma por parte de reactivos químicos. Este- hecho está de acuerdo con un
modelo en el cual los aniones caotrópicos facilitan la acción de los reduc
tores que activan a la enzima.

Discusión

Para dilucidar el mecanismo por el cual la luz activa a la FBPasa en
el estroma de los cloroplastos, es importante lograr una comprensión aca
bada del proceso por el cual los moduladores incrementan la actividad en
zimática. La meta de los experimentos presentados en este capítulo fue
caracterizar cómo las modificaciones no-covalentes están relacionadas con
las modificaciones covalentes para convertir a la FBPasa de una forma
inactiva a otra activa. Hasta el presente, se ha asumido que la modifi
cación mediada por la TRXdel estado redox del par tiol/disulfuro en la
FBPasa, potencia la capacidad de hidrolizar el FBP. La alta concentración
de TRX necesaria en el proceso de activación (2-3 pM), 'hace técnicamente
difícil caracterizar, mediante un análisis espectral (absorción U.V. o
fluorescencia), cualquier modificación no covalente en la enzima. La TRX,al
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ser una proteína que contiene triptofanos y tirosinas, absorbe en el U.V.
y también fluoresce, por lo que interfiere en los ensayos. Por lo tanto, se
ha utilizado un procedimiento no fisiológico para. resolver claramente la
secuencia de eventos que finalizan con una FBPasa competente para la. ca
tálisis. Para este propósito, se seleccionó un perturbante de proteínas
(tricloroacetato) que reemplaza a la TRXy no interfiere en los análisis es
pectrales. A pesar de que por debajo de 260 nm el NaTCAcomienza a ab

sorber, esta banda de absorción es muy ancha; por tal motivo en 1a cuarta
derivada queda totalmente abolida [83,108]. Junto con el NaTCAse utilizó
como reductor el DTT.

Comose acepta generalmente para un desnaturalizante proteico, el
tricloroacetato inactivó irreversiblemente a la forma nativa de la FBPasa,
aunque sin lograr una desnaturalización completa. Luego de la. remoción
del caotrópico no se recuperó la actividad. Se describió la formación de
una estado diferente, donde en presencia de tricloroacetato, se obtiene un
espectro con características distintas al de la enzima nativa. Entonces, el
efecto del tricloroacetato sobre la enzima nativa'puede describirse como:

TCA

donde E0: forma nativa de la FBPasa y E1: enzima inactivada por tri
cloroacetato. La formación de E1 estuvo acompañada además por un de
caimiento en la fluorescencia. intrínseca de la FBPasa.

Por otro lado, el FBP y el Ca2+dieron lugar a un espectro U.V. de la
FBPasa diferente al de la forma nativa. Esta modificación de la. posición
relativa de los residuos tirosina. fue revertida por la remoción de los mo
duladores (fig. 31 curvas 2, 3 y 4) De estos datos se desprende que la
acción del FBP y la del Caz’ sobre la FBPasa puede ser representada
mínimamente por:



FBP,Caz'

Eo =5——‘I E 2 ec. (2)
EGTA

donde E2: forma de 1a FBPasa inducida por FBP y Caz‘. En este aspecto se
considera que la activación lograda con altas concentraciones de FBP y
Caz‘ [34,31 (fig. 4)] no es similar a 1a de la ecuación 2 porque en estos
casos es necesario elevar 1a concentración de los moduladores (5 mMFBP,
1 mM Caz‘), el tiempo de incubación entre 10 y 20 minutos y la tem

peratura a 30°C. En el caso de la ecuación 2 los cambios se completan en
menos de 2 minutos y las concentraciones de los moduladores son mucho
menores (1 mM FBP, 0.1 mM Ca“)

Comose presenta en esta tesis, la incubación con azúcar bisfosfato y
metales bivalentes no sólo previenieron la inactivación por tricloroacetato,
sino también aquellas producidas por pH y Urea (Ver sección Estabilidad

de Ia FBPasa). Dados estos resultados no es sorprendente que la fluores
cencia de sondas intrínsecas y extrínsecas y los estudios de espectrofo
tometría U.V. hayan indicado la presencia de nuevas especies cuando 1a
FBPasa fue tratada con tricloroacetato si previamente en la solución había
FBP y Caz’. Además de 1a modificación de las constantes cinéticas, la res
puesta a los cambios mediados por tricloroacetato, (1')decaimiento de la.
fluorescencia intrínseca, (ii) incremento de la fluorescencia del TNS y (iii)
cuarta derivada del espectro U.V. de 1a FBPasa, se propone la siguiente
conversión:

TCA

E2 —- E 3 ec. (3)

donde E3: es la forma de FBPasa tratada primero con FBP/Caz‘ (E2) y
luego con tricloroacetato.

Aunque se sabe que la estructura terciaria de las proteínas puede
ser modificada por sales '[93], Damodaran observó que la variación de la.
termoestabilidad de la a-Lactalbúmina dada por los aniones caotrópicos es
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la opuesta a como se comporta la albúmina sérica bovina [104]. Así, a dife
rencia de la noción general en la cual los iones caotrópicos son sólo des
naturalizantes de las proteínas, estos experimentos indican que la per
turbación es condicionada por la proteína bajo consideración. Los resul
tados presentados aquí, extienden este nuevo concepto a características
funcionales de varios estados de una enzima (FBPasa) porque ciertas for
mas se vuelven activas en respuesta al tricloroacetato mientras otras son
irreversiblemente inactivadas.

En los estudios descriptos, el FBP y el Ca“ mediaron la transforma

ción de Eo a E2. La existencia de estas dos formas (E0,E2) da una base pa
ra explicar la acción dual del tricloroacetato sobre la FBPasa. E1 tricloroa

cetato fue muy efectivo para conducir a la generación de E1 (a partir de
E0) y E3 (a partir de E2) seguramente por modificación de interacciones
no-covalentes. A diferencia de los estados de la FBPasa descriptos hasta

aquí (E0,E1,E2,E3,inactivos a bajas concentraciones de FBP y Mgz"), la re
ducción de los puentes disulfuro por DTT genera una forma de enzima que
es funcional en presencia de bajas concentraciones de FBP y Mg“.

Zimmerman y Col. mostraron que 1a incubación con 20 mM DTT en 24

horas incrementa la actividad de. la enzima [92]. Sin embargo, tratando 1a

FBPasa con FBP, Caz‘ y tricloroacetato se aceleró en gran medida 1a acti
vación.

DTT(lento)
00.00.00. E ec_

2 5
E

TCA lE —> E ec. (5)
DTT(rápido)

3 6

Donde E5 y E6: Formas enzimáticas generadas por reducción con DTT. Es y

E6 probablemente tengan conformaciones similares.

En base a las ecuaciones 1,2,3,4 y 5 se propone el siguiente modelo

(fig. 36) para la. activación de la FBPasa que explica los- datos obtenidos.
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En este modelo, la enzima nativa (E0) es susceptible de ser inactivada
por el tricloroacetato. En general, un anión caotrópico como el tricloroace
tato produce una desorganización general de la estructura proteica al
permitir que se expongan inespecíficamente dominios hidrofóbicos. La
fructosa 1,6-bisfosfato y el Caz‘ al estabilizar la enzima y producir un

cambio conformacional para pasar al estado Ez permiten una acción "con
trolada" del tricloroacetato. El FBP y el Caz" protegerían los dominios cor
respondientes al sitio activo de la enzima "congelando" o estabilizando la
estructura de la proteína en esa zona. La acción "controlada" de los anio
nes caotrópicos sería la exposición selectiva de algunas zonas hidrofóbicas
de la macromolécula mientras la estructura general de la enzima y de su
sitio activo se conservan. En el modelo propuesto se facilitaría la accesi
bilidad a la zona hidrofóbica donde está el extrapéptido regulatorio puta
tivo. Al ocurrir esto, los reductores podrían ejercer su efecto sobre los
puentes disulfuro que son responsables de la activación de la enzima. Esta
sería la base del del mecanismo de acción por el cual los aniones caotrópi
cos activan a. la FBPasa de cloroplastos.

Es posible que la forma intermediaria E3 ya exista en solución en
equilibrio con la forma E2 en una proporción dada. la función del tricloro
acetato en este caso sería la de desplazar el equilibrio hacia la forma E3.
Bajo esta hipótesis, el DTTen ausencia de tricloroacetato podría. reac

cionar con el porcentaje de la forma E3 existente; de esta manera, se jus
tificaría la. baja velocidad de activación en ausencia del caotrópico (sin
necesidad de considerar la reacción 5). La forma de enzima sujeta a re

ducción sería E3 y el tricloroacetato controlaría la velocidad de la misma
variando la proporción de las formas E2 y E3 en solución. Desde este pun
to de vista, si la reducción mediada por TRXse lleva a cabo sobre un in

termediario como E3, la presencia de tricloroacetato en la solución debería
tener una acción sinérgica con la TRXsobre la activación de la FBPasa.
Esta suposición fue confirmada por experimentos hechos con TRX-f de es
pinaca (S. Mora García, datos no publicados). Por otra parte, el tri
cloroacetato no habría tenido efecto sobre la TRXpues en un experimento
control, no modificó su espectro de derivada cuarta de absorción ultravio
leta (no mostrado).
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El NaTCA no actúa como mediador redox sino como modificador de la.

estructura de la FBPasa permitiendo una mayor accesibilidad de los reacti
vos reductores. En este sentido no se puede descartar que in vitro tam
bién la TRX tenga un comportamiento análogo, actuando como un compo
nente estructural, permitiendo el acceso al DTT,además de funcionar como
mediador redox.

Se ha descripto la función de ciertos moduladores de la enzima y la
acción del NaTCAen la activación mediada por caotrópicos, agentes que
tradicionalmente son considerados desnaturalizantes de las proteínas. Los
resultados presentados no sólo contribuyen al conocimiento sobre la rela
ción estructura-función de una enzima cloroplástica como la FBPasa, sino
que además contribuyen a1 conocimiento del efecto de estos perturbantes
sobre las enzimas en general. Conociendo la forma de activación de estos
agentes, se podría aplicar y extender estos resultados a enzimas de inte
rés biotecnológico.
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Iig. 22. Inactivación de 1a IBPasa por NaTCA.Protección por IBP y Ca2*. La en
zima (3.5 ug) se incubó en 0.5 m1 de una solución 50 mHTriá-Hcl (pH 7.9),

0.15 H Na-tricloroacetato y, cuando se indica, 0.1 mHCaclz y 1 mn FBP. Cuando

no se agregó CaCl2 la solución tenia 0.1 mn EGTA.A los tiempos indicados una
alícuota (0-05 ml) se agregó a 0.2 mi de una una solución activadora. siendo las
conCentraciones finales en todos los tratamientos de 0.15 H NaTCA/5 mHDTT/

1 mn FBP/ 0.1 mHCaclzl 50 mHTris-HCI (pH 7.9). Se activó por 10 minutos y en
una alícuota de 0.05 m1se midió actividad enzimática "en presencia de bajes
concentraciones de FBPy de "32*" como se indica en procedimientos expe
rimentales. Todas las incubaciones se realizaron a 23°C. Actividad control

(100%): 57 umoles de Pi liberado ° ¡lin'1 ’ mg prat-1.

Na-TCA Na-TCA

2. FBP FBP

Tratamiento FBP Ca Ü Caz’ Mgz‘DTTA“M58
DO

preincubación actlvación catálisis

l---—--—-I I-——-l l———>

Tiempo IVariable 10 minutos 10 minutos

1 ()() É ¡i ¡ei 
fructosa 1,6-bísfosfato

y Ca 2’ 1

control

ActividadRemanente(%)

o 4 8 12

Tiempo (minutos)
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lis. 23. [recto de ln concentración de IBP sobre la proteccion a le inactivnción
¡odiado por NanA. La enzima (0.06 ua) se incubó en una solución de 50 nn Tria

Hcl (pH 7.9)] 0.070 un CaClzl 150 un NaTCAy las concentraciones indicadas de
FBP. Luego de 8 minutos se determinó 1a actividad Parece "en presencia de altas
concentraciones de ¡BP y H *".

núdad

20+
Act

(umol,min']mgprot“)

o" .01 .1 1 1o

FBP (mM)
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Tabla 3. Efecto de los azúcares bisfoafnto sobre la inactivación de la IBPnsn

mediada por tricloroncetato.La enzima en todos los casos fue incubada a 23.C en

una solución de buffer Tris-Hcl 50 mn (pH 7.9)] 0.1 ¡H CaCl2 / 0.15 H NaTCAy
distintos azúcares bisfosfato en concentración 1 mn. Se tomaron alicuotas en
función del tiempo y se les determinó la actividad remanente "en presencia de
altas concentraciones de FBPy M ’” comose indica en procedimientos experimen
tales. Para cada azúcar bisfosfato ae realizó una curva de actividad en función

del tiempo y se determinó el t°.s de inectivación correspondiente.

Azúcar bisfosfato toj

(1 mM) (min)

fructosa 1,6-bisfosfato 60

scdoheptulosa 1,7-bisfosfato 3

fructosa 2.,6-bisfosfato 1

ribulosa 1,5-bísfosfato 1.5

glucosa 1,6-bísfosfato 1.5

ninguno 2
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Iig. 24. Innetivación de 1a [Brasa por ¡GTAluego de la incubación con IBP, Caz’

y NarCA. La enzima (2.4 ug) fue incubada a 23°C en una solución que contenía SO

umolea de Tris-HCI (pH 7.9), 0.5 umoles de FBP, 0.05 umoles de CaCl2 y 75 umolea
de NaTCAen un volumen final de 0.5 m1. A distintos tiempos se retiraron ali
cuotas de 50 ul y se les midió actividad "en presencia de altas concentraciones

de FBPy ng’” comose indica en procedimientos experimentales. A los 8 minutos
se agregaron 0.1 umoles de EGTA(alícuota de 10 ul) suficiente para quelar todo
el Caz’ presente.

EE trlcloroacetato
a, EGTAE i ‘
03 O O
c: 1<)() ' 
(U
E
a:II
'U fructosa 1,6
m E 5° blafosfato
É y Ca2’0<

o n 1 1

0 8 16

Tiempo (minutos)
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lis. 25. Innctivnción de ln forme activa de ln IBPannpor IQTAen presencia de
IBP. Ca2+. NaïCAy BTT. La enzima (2.4 ua) fue incubeda a 23.C en una solución

de activación que contenía 50 umoles de Tris-HCI (pH 7.9), 0.5 pmoles de FBP,

0.05 umoles de CaCIZ, 75 “moles de NeTCAy 2.5 umoles de DTTen un volumen final
de 0.5 m1. A los tiempos indicados se retiraron alicuotas de 50 ul y se les de
terminó actividad "en presencia de altas concentraciones de IBP y "32*" comose
indica en procedimientos experimentales. A los 20 minutos de incubación (tiempo
suficiente para tener la forme activa de 1a enzima) se agregaron 0.1 umoles de
EGTA(alicuota de 10 pl); suficiente para quelar todo el Cez’ presente.

EGTA.

'3 oÏ 1000/0/
>
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.3 50
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Tabla 4. ¡recto de loa cationes hivalentee sobre la inactivación de la ¡Brasa
mediada por tricloroacetato. La enzima fue incubade a 23'C en una solución de

buffer Tris-HCI 50 mn (pH 7.9), NaTCA0.15 H y distintos cationes. Se tomaron

alicuotas a los S minutos y se les determinó la actividad enzimática remanente

"en presencia de altas concentraciones de FBPy H *" comose indica en proce
dimientos experimentales. La actividad enzimática se expresa comoel porcentaje
relativo a 1a actividad a tiempo O de incubación. Actividad control (1002):
47 umoles de Pi liberado ' min'l ' mgprot'l.

Metal bivalente cc. actividad FBPasa

(mM) %

- - 13

Ca2+ 0.1 100

Mn2+ 02 120

Mg2+ 1.o 60

Mg2+ 10.0 100

89
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'13. 26. Efecto del "¡ICA sobre el proceso catelitico de ln [Brasa ensnynda en
"altas concentraciones de PHPy ng’". La enzima (1.2 ug) fde incubede a 23.6 en

0.5 m1 de 0.1 H Tris-HCl (pH 7.9)/ 2.8 mH FBP/ 10 mn HgClz conteniendo NaTCA
comose indica. Luego de 7 minutos, la hidrólisis de FB? fue detenida agregando
el reactivo para la determinación del Pi (ver procedimientos experimentales).

L
8'00. - No4o‘r.\.\o

EE
.2'5EE
<1: 15 22€) - .

E3

0 I í L l

0 .05 .10 .15

tricloroacetato (M)
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ria. 27. Variación de la fluorescencia intrínseca de la FBPnsacon la con

centración de Marca. La enzima (10 ua) fue incubada durante 30 minutos en una
solución acuosa que contenía 100 unoles de Tris-Hcl (pH 7.9) y cuando se indica

3 unoles de FBP y 0.3 umoles de Cacl2 (volumen final: 2.7 m1). Luego se agregó
0.3 nl de NaTCAde concentración suficiente para completar la concentración fi

nal indicada en abcxsas. Después de 5 minutos de este agregado se midió 1a fluo
rescencia intrínseca en el máximode emisión (330 nm) excitando a 280 nn. Para

el caso del éster etílico del N-Acetil-Triptofano (N-Ac-Trp-OEt)se realizó el
mismo procedimiento, excepto que el máximo de emisión se encontró en 350 nn. To

dos los valores de fluorescencia son referidos a Fo que es el valor de emisión
en ausencia de NaTCA.(- -) Fluorescencia a 350 nm de N-Ac-Trp-OEt (2 ug/ml).

(-o-) Fluorescencia a 332 nm de EBPasa. (-*-) Fluorescencia a 332 nm de FBPasa

con 1 mn FBP y 0.1 un CaclZ previo al agregado de NaTCA.

F/Fu+r"
0

1.0
fructosa 1,6-bisfosfato

y Ca 2'

0.5
control

o . . . l

0 0.1 0.2 0.3

tricloroacetato (M)
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EIg. 28. Variación de la tluorescencia de la anaaa frente al agregado de Marca.
La enzima (12 ug) fue disuelta en 2.16 nl de una solución que contenía

100 unoles de Iris-"Cl (pH 7.9), y cuando se indica IBP 2.4 unoles y CaC).2
0.24 umoles. A tiempo 0 se agregaron 360 unoles de NaTCA(volumen final: 2.4 ml)

y se registró la intensidad de fluorescencia a 332 nn a distintos tiempos. La

longitud de onda de excitación fue de 280 nn. Dadoque lo representa la fluores
cencia antes de agregar NaTCA,los valores posteriores fueron corregidos por la
dilución generada al realizar el agregado.

fructosa 1,6-bisfosfato
y Ca 2’

control

0.2 J
o 30 60 90

Tiempo (minutos)
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Pis. 29. Efecto del "¡ICA sobre la fluoreacancia del INS en la presencia de la

IBPnaa. La enzila (15 ug) se disolvió en 2.7 nl de una solución que contenía
150 unoles de Tris-Hcl (pH 7.9) y 0.30 unoles de TNS. La nuestra fue excitada a

366 nn y la emisión de fluorescencia fue medida a 404 nn. Si se indica, se

agregó 3 umoles de PEP y 0.3 umoles de Cacl2 (volumen total: 3.0 ml) y poste
riormente 0.45 ulolea de NaTCA(volumen final: 3.3 ml). La emisión de fluores

cencia a 404 nn fue monitoreada. ( ) y ( ) son las lecturas de la intensidad de

fluorescencia antes y después, r ‘ del u a J de NaTCA.Loa datos

experimentales se encuentran desplazados verticalmente para una mejor obser
vación de los mismos.

fructosa 1,6-bísfosfato

y Ca ¿o

4

HV
trlcloroace tato

Co
3

1.0 m
O
mJ
Q.
m

o 80 160 24o

Tiempo (minutos)



Resultados 94

'15. 30. Efecto del “¡ICAsobre ll elisión do fluorescencin del INSen la pre
anncin do B-ciclodGICrinn. El TNS(0.4 unoles) se disolvió en 1.6 nl de una so

lución que contenía 100 anales de Tris-Hcl (pH 1.9), y se registró la emisión do
fluorescencia excitando la muestra a 366 nn (1). Posteriormente. se agregó
2.0 umoles de n-ciclodextrina (en 0.2 Il) y la emisión de fluorescencia fue nue
vamente determinada (2). Finalmente, se agregaron 0.2 nl de 1.5 H NaTCAa la

solución y se repitió el registro del espectro de fluorescencia (3).

0.3 - 2 .

Fluorescencia(unidadesarbitrarias)
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lis. 31. Análisis de 1a cuarta derivada del espectro U.V. de 1a Invasa. La en
zila (140 ug) fue incubada a 23.C durante 20 minutos en 0.8 al de una solución

que contenía 50 unoles de Iris-"Cl (pH 7.9). Posteriormente, el espectro U.V.
fue registrado tres veces. los datos fueron transferidos a una computadoray la
cuarta derivada fue calculada a partir del promedio de los 3 espectros comose
indica en procedimientos experimentales. Sucesivanente, 0.1 nl de 10 mn FBP;

0.1 m1 de 1 mMCaCIZ; 0.02 m1 de 10 ¡H EGTA; y 0.1 m1 de 1.5 H NaTCA fueron
agregados. Los datos digitalizados (por triplicado) fueron primero almacenados
en una computadora, corregidos por los cambios de volumen y finalmente procesa
dos para obtener 1a cuarta derivada del espectro ultravioleta.

Fourth -derivatíve
Spectra Additions

fi’rl’lllvrr l rv—rr¡

None

FBP

l
FBP lusP ’1
Caz’

FBP, Coz'
and EGTA

FBP, cu? EGTA
and TCAífióóúg

FBP,Caz’ H
and TCA

si“?sa 3SÉ.)

Wavelength . nm
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Iig. 32. Efecto de 1a concentración de DTTen la activación de 1a [Brasa en
presencia y en ausencia de Barca. La enzima (1.8 ug) fue incnbada a 23.C durante
15 minutos en una solución que contenia 50 uloles de Tris-HCl (pH 7.9), 0.05

“moles de Caclz, 0.5 unolea de PBP y cuando se indica 75 unoles de NaTCA(Volu
nen final: 0.4 ml). Luego, se agregó DTTen concentraciones variables hasta un
volumen final do 0.5 mi. Las concentraciones de DTTdel gráfico son las concen

traciones de 1a solución final. A partir del agregado de DTTse tomaron a
lícuotaa a los tiempos indicados y se les midió actividad FBPasa"en presencia
de bajas concentraciones de FB? y Mgz'” comose indica en procedimientos experi
mentales.

F l I I I fi ' F r I 1*

DTT (mM) DTT (mM)

control

0 10 20 30 O 40 BO

Tiempo (min) Tiempo (min)



Acción del tric/oroacetato 97

¡13. 33. Efecto del NsrCAsobre los to_5 de activación de ln ¡Brass en presencia

ds IBP y Csz* y concentraciones vsrisbles de BTT. Los t0_5 de activación de ls
FBPssa realizada en los experimentos ds la 213. 32 fueron determinados por el
método de regresión no lineal de Gauss-Newton. Las inversas de los mismos se

grafican en función de la concentración de DTTen la solución activadora.

l
.E - tricloroacetato ‘
EV

9.4 h ‘
CD4.ax.

F I
con trol {

o . . 1 . .

0 .01 .02 .03

Ditiotreitol (M)



Resultados 98

Iig. 34. La enzima (2.5 ua) fue incubadn en 50 ul de una solución A (1 mn FBP/

0.1 mHCaz*/ 100 ¡H Tris-HCI (pH 7.9)) conteniendo la le concentración de NaTCA

indicada en el esquema. Luego de S minutos se agregó 450 ul de solución A que

contenía 15, 150 y 0 mn de NaTCA.respectivamente. Las concentraciones finales

de NaTCAfueron las que se indican en el esquema. Luego de 5 minutos de incu

bación se agregó 25 pl de DTT0.1 H para iniciar la activación de la enzima. Se
tomaronalícuotas (50 pl) a distintos tiempos y se les determinó actividad
FBPasa "en presencia de bajas concentraciones de FBPy ng‘" comoSe indica en
procodimientos experimentales. Se construyó una curva de actividad en función

del tiempo y se determinó el to_5 de activación por el método de Gauss-Newton de
regresión lineal comoestá indicado en procedimientos experimentales. Todas las

Oincubaciones se realizaron a una temperatura de 23 C.

Reverslbllldad de la acción del tricloroacetato
sobre la fructoaa-1.6-biafosfatasa

tratada con fructosa 1.6blsfosfato/Caz’

fructosa 1,6-blsfoafato ensayo de

y Ca2’ dn/otrenol' act/vidad to 5

‘ 5 m'" 5 mi" ‘ variable ‘

150 150 ‘

tricloro
15 16 Lacetato ,

(mM) 160 15 , A

Cambiode la concentración de tricloraacetato
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Fig. 35. Patrones de hidrofobicidad de diferentes tBPnsas. Los patrones de hi

drofobicidad fueron calculados según se describe en procedimientos experimen
tales. Posteriormente se Alinearon las secuencias para permitir un máximode ho
mología. Por este motivo el patrón de la FBPasade riñón de cerdo está disconti

nuado donde las FBPasas cloroplásticas contienen un péptido extra.
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Fig. 36. Modelode la acción del tricloroacetato sobre la IBPasa de c10roplas
tos. Las formas enzimáticas representadas en blanco son aquellas que están en
presencia de tricloroacetato y las representadas en gris claro las que están en

ausencia. Las formas E0, E2, E3, Bs representan, en ese orden, el camino de ac
tivación de la FBPasa. Las zonas de la enzima en gris oscuro representan domi
nios hidrofóbicos. La enzima es un tetrámero, por lo canto, las formas represen
tadas en este esquemasólo son una representación esquemática de las su
bunidades.

FBP,Ca2+

.\\\N\W\ wm®

E(3(na‘tive) E2 (activable)

© DTT

L,
E3 (activable)

L EGTA;\l @
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ACCION DEL 2-PROPANOL SOBRE LA FBPASA

La FBPasa de cloroplastos de espinaca puede aumentar su actividad

específica si es incubada (5-10 minutos) con TRXen presencia de FBP,
Caz’ y ditiotreitol [29]. Este mismo efecto se logró reemplazando a la TRX
con aniones caotrópicos [59] o con solventes orgánicos en solución (cosol
ventes) [57]. En el capítulo anterior se estudió el mecanismo de activación
de un anión caotrópico (NaTCA)sobre la FBPasa de cloroplastos. Teniendo
en cuenta que además de los aniones caotrópicos también los solventes
orgánicos tienen capacidad para reemplazar a la TRXen la activación de la.
enzima, se utilizó el 2-propanol como cosolvente modelo para verificar si
ejerce efectos estructurales similares a los producidos por el anión
caotrópico tricloroacetato. La conCentración de 2-propanol elegida fue de
15%(v/v) debido a que es la concentración óptima para reemplazar a la

TRX en el ensayo de activación de la FBPasa [57.].

En la figura 37 se observa que 15%de 2-propanol condujo a la pér

dida de la capacidad catalítica de la FBPasa. Progresivamente, la enzima
perdió su actividad (tous: 12 min) obteniéndose finalmente una forma que
no es competente en ninguno de los siguientes sistemas de medición: (i) ni
"en presencia de altas concentraciones de FBP y Mgz‘" (no mostrado) (ii)

’ " con una incuni "en presencia de bajas concentraciones de FBP y M
bación previa con el sistema completo de activación (2-propanol, DTT, FBP,
Caz’). Por otro lado, la fig. 37 muestra que si se agrega FBP y Caz’ antes
del agregado del cosolvente, la enzima retiene totalmente 1a potencialidad
de activarse e hidrolizar el FBP aún después de 30 minutos de incubación.
Esta acción protectora del FBP y el Ca2+fue concertada: fue necesaria la
presencia de ambos para observar el efecto. Tanto la curva con el FBP
(sin Ca“) como la 'que tiene el Ca2" (sin FBP) no se diferenciaron de la
curva control que no contiene a ninguno de ellos (ver figura 37).

Al igual que el NaTCA,el 2-propanol inactivó irreversiblemente a la
enzima en la ausencia de otros moduladores. Sin embargo, el FBP y Ca2*

evitaron este efecto negativo sobre la actividad enzimática posibilitando
que el perturbante deje a la enzima en un estado "sensible" para ser ac
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tivada por el DTT. Para. correlacionar estos datos cinéticos con cambios
conformacionales se realizó el estudio del efecto del 2-propanol sobre el
espectro de emisión de fluorescencia y de absorción U.V. de la. FBPasa.

I r 1—r v rA
Ï . fructoaaLB-blafoslato

20
2-Propanol 2-Propanol 2 O

FBP FBP c

Tratamiento FBP Caz' Ü Ca ' M92. a,
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o + + v—-—I Ü Ü EA + - r-——( a)
C) - + F-——-4 C: 13
Ü - " v-—' CU A

.É
prolncubadón acllvmclón ulillols .2 2 5 con tro/ea 7

»——————u F———-4 h——-——->. 13 a

Tiempo 10 mlnuloa 10 mlnuloa < _ _ _ _ l A

0 10 20 30
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rig. 37. Inactivación de 1a tnPasa por 2-propanol y protección por IBP y Ca2*.
La enzima (3.5 ug) se incubó en 0.5 m1 de una solución de 50 mn Tris-Hcl

(pH 7.9)] 152 (v/v) de Z-propanol y cuando se indica. contenía además 0.1 mn

CaCIZ/ 1 mHP5P. Cuando no se agregó CaCl2 1a solución contenía 0.1 mHEGTApara
asegurarse 1a ausencia de Caz’. A los tiempos indicados una alícuota (0.05 m1)
se agrega a una solución activadora llegando a concentraciones finales en todos

los tratamientos de 15! (v/v) 2-propanol/ 5 mHDTT/ 1 IM IBP/ 0.1 mHCaClZ/
50 mn Tris-Hcl (pH 7.9); volumen final: 0.25 m1. Se activo por 10 minutos y a
una alícuota de 0.05 m1se le midió actividad enzimática "en presencia de bajas
concentraciones de ¡BP y de ng*" comose indica en procedimientos experimenta
les. Todas las incubaciones se realizaron a 23.6. Actividad control (1002): 40
¡molesmin'l mg'l'.

Efecto del 2-propano] sobre la Hum-escencia intrínseca

Para estudiar el efecto del 2-propanol sobre la. fluorescencia intrínse
ca a. pH 7.9, la enzima. se diluyó en soluciones de este pH y se incubó un
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tiempo adecuado hasta estabilizar la medida. Esto se hizo teniendo en
cuenta que la FBPasa se conserva concentrada en soluciones de buffer
50 mM Na-acetato (pH 5.5) y que un aumento de pH de 5.5 a 7.9 ocasiona

una disminución de la fluorescencia intrínseca (no mostrado).

Cuando se agregó 2-propanol sobre la FBPasa no se observó un cam
bio en el máximo de emisión de la FBPasa (330-332 nm, ver fig. 40,

pag. 110), pero sí se vió un progresivo decaimiento en la intensidad en el
pico. Esta intensidad decayó hasta un 30%luego de una. hora de incuba

ción con un to_5 de aproximadamente 13 min. Al mismo tiempo existió una
ligera deformación en el espectro pues en 60 minutos la intensidad de
emisión a 300 nm aumentó un 30% (no mostrado). Si se añade 1 mM FBP/

0.1 mMCa“ previo al agregado del cosolvente, no ocurren estos cambios
en el espectro de fluorescencia Tanto el aumento de intensidad a 300 nm
como la disminución a 332 nm fueron prevenidos (fig. 38). Más aún, en el

experimento de la figura. 38, luego de los 60 minutos de incubación con

2-propanol, el agregado de 1 mM FBP y 0.1 mM CaCl2 no revirtió la caída

de fluorescencia observada, permaneciendo constante durante 30 minu
tos más. Este último hecho sugiere que el cambio observado fue irre
versible.

Comose vió anteriormente (ver pag. 91) la disminución de la fluores
cencia intrínseca luego de agregar NaTCAse debe tanto a cambios en la
proteína como a un efecto directo del caotrópico sobre el fluoróforo. Sin
embargo, en este caso la disminución de fluorescencia no puede deberse a
un efecto directo del 2-propanol sobre los fluoróforos de la proteína
(principalmente triptofano) pues la fluorescencia del derivado N-acetilado
y esterificado del triptofano (N-AcTrpOEt) fue mayor en 2-propanol
15%(v/v) (no mostrado) y además porque estos cambios se produjeron a
lo largo del tiempo.

El 2-propanol induce cambios conformacionales que disminuyen la
fluorescencia intrínseca porque afectan de algún modo el entorno de los
residuos triptofano. Estos cambios correlacionaron en el tiempo con la pér
dida de la actividad enzimática y ambos fenómenos fueron prevenidos por
la presencia de FBP y Caz".



Resu/tados 104

fruc tasa 1,6-bls fos fato

y Ca 2’
.1

control

20 4o 60

Tiempo (minutos)

rig. 38. Variación de la fluorescencia intrínseca de la ¡Brasa frente a1 agrega
do de 2-propanol. La enzima (12 ug) se preincubó durante 60 minutos en 1 m1 de

una solución de 50'nM Tris-HCI (pH 7.9).

que contenía 50 umoles de Iris-Hal (pH 7.9) y si se indica 2 nnoles de PBPy
Luego, se agregó 0.7 nl de una solución

0.2 umoles de Caclz. Inmediatamente se agregó 0.3 m1 de Z-propanol conpletándoae
el volumena 2 nl. Por lo tanto, las concentraciones finales fueron 50 ¡H
Tris-HCI (pH 7.9)] 152 (v/v) 2-propanol y cuando se indica 1 mHFBP/ 0.1 mn
Caz‘. A distintos tiempos. ae registraron los espectros de enisión excitando a

280 nn. De estos espectros se tomó la fluorescencia en el ¡exime (332 nn). Po
representa el valor a tiempo 0.
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lis. 39. cinética de los cambioseapectrofoto-étricoa de ln IBPnsafrente el

agregado de 2-propanol. La enzima (140 na) se agregó a una solución que contenía
SO pmoles de Tris-Hcl (pH 7.9) en un volumen final de 0.75 ml. Luego de 20 minu

tos se registró el espectro base. Cuando se indica. se agregó 1 umol FBP/

0.1 umol Caclz o Hzo en el experinento control (volumen final: 0.85 ml). Se in
cubó 20 minutos y se registró el espectro "tiempo 0"; luego se agregó 0.15 nl de
Z-propanol y se registraron los espectros a los respectivos tiempos. De cada es
pectro se restó el espectro base y se efectuó la derivación; a partir de la nis
ma se calculó la amplitud de la señal (h) descripta en procedimientos experimen
tales. La curva control fue ajustada a los datos experimentales con una ecuación

exponencial por el método de regresión no lineal de Gauss-Newton.El to.s grafi
cado es de 11 minutos con un cambio máximode 2.0 10'3 nn';.

Efecto de] 2-prop'ano] sobre el espectro U.V. de Ia FBPasa

Cuando se agregó 2-propanol (15%v/v) sobre una solución que con
tiene FBPasa, se observaron cambios radicales en la forma del espectro de
1a cuarta derivada de absorción U.V. Luego de 23 minutos de incubación
Se vió un corrimiento en el pico principal (287 284) y 1a aparición de un
pico a 291 nm (no mostrado). Este cambio espectral es similar a1 que se
produjo cuando se agregó NaTCA(ver fig. 31). A diferencia del anión
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caotrópico, el 2-propanol inactivó a la enzima en forma más lenta. Este he

cho posibilitó el estudio espectrofotométrico a distintos tiempos y permitió
correlacionarlo con los datos cinéticos. Con este objetivo y para cuan
tificar los cambios, se utilizó el parámetro h (ver descripción en proce
dimientos experimentales) que correlaciona con la exposición de tirosinas a1
solvente. Como se observa. en la figura 39, el parámetro h varió con el
transcurso del tiempo indicando que el 2-propanol indujo una exposición
de las tirosinas de la FBPasa. La mitad del cambio máximo se logró aproxi
madamente a los 9 minutos, lo cual está en concordancia con los datos
cinéticos y de fluorescencia. Si se incluye en la. solución 1 mM FBP/
0.1 mMCa“, h aumenta inicialmente pues estos dos moduladores por sí
mismos producen un cambio conformacional (fig. 39 y fig. 31). Sin em

bargo, frente al agregado de 2-propanol ¡previenen una posterior ex
posición de tirosinas.

A1igual que frente al NaTCA, el FBP y Caz’ evitan cambios conforma
cionales inducidos por el 2-propanol, que a su vez, acompañan a la pérdi
da de la actividad de la enzima.



ESTABILIDAD DE LA FBPASA

Teniendo en cuenta que el FBP y el Caz’ ejercen un efecto protector
frente a la. inactivación mediada por NaTCAy por cosolventes se decidió
estudiar si estos moduladores ejercen un efecto estabilizador sobre la es
tructura de la proteína. Con este objeto se eligieron dos factores muy
conocidos comoperturbantes de la estructura terciaria de las proteínas:
Urea y temperatura.

Efecto de] FBP y e] Caz‘ en la desnaturalización mediada por urea

La urea, usada en altas concentraciones, tiende a desestabilizar las
interacciones intramoleculares que permiten un plegado correcto de los
distintos dominios de la proteína [105]. La disminución de la diferencia de
energía libre entre el estado nativo y los estados desplegados o
"unfoIde ", favorece la formación de estos últimos [106]. Existen diferentes
formas de monitorear el "unfoldíng" o la desnaturalización de las proteínas

mediada por urea. Se_escogió seguir la fluorescencia intrínseca debido a
que es muy sensible y a que hay una gran diferencia espectral entre la
forma nativa y desnaturalizada. Como se puede ver en la fig. 40 la FBPasa
nativa posee un máximoa 330 nm característico de una proteína que con
tiene triptofanos en un entorno diferente al acuoso [97]. La FBPasa en
presencia de urea 8 M (desnaturalizada) tuvo un espectro de emisión con
un máximoa 350 nm, característico de proteínas que no tienen ninguna
estructura terciaria y que tienen totalmente expuesto los residuos tripto
fano al solvente [97]. Además, la intensidad de emisión de fluorescencia
fue claramente superior en el caso de la enzima nativa. De esta forma,
existen dos parámetros que caracterizan la pérdida de la estructura en la
FBPasa: (1')un corrimiento hacia longitudes de onda mayores de 330 nm en
el máximo de emisión y (1'1')una disminución en la intensidad de fluores
cencia. a 330 nm.

La FBPasa en urea 8 M se desnaturalizó en forma prácticamente ins
tantánea obteniéndose el espectro de la figura 40. Por este motivo, para
estudiar la cinética de desnaturalización de la FBPasa se usó una concen
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tración de urea (2 M) que permita seguir los cambios conformacionales re
alizando espectros a distintos tiempos. La pérdida de la estructura nativa
se evaluó por los dos parámetros mencionados en el párrafo anterior. Como
se aprecia en la figura 41, luego de 10 minutos, la presencia de urea 2 M
ocasionó una disminución de la emisión a 330 nm de 4 veces respecto de la
original lográndose la mitad del cambio en 1.5 minutos. Simultáneamente,
luego de 30 minutos, existió un corrimiento pronunciado desde 330 nm

hasta 340 nm en el máximo de emisión. El agregado de FBP y Ca2+ produjo
un cambio drástico en la cinética observada. Estos dos moduladores, dis
minuyeron la velocidad de descenso de la fluorescencia a 330 nm. Luego
de 35 minutos, la intensidad de emisión sólo se redujo a la mitad. En cam

bio, para producir el mismo efecto en ausencia de FBP y Caz‘, fueron
necesarios aproximadamente 3 minutos. Al mismo tiempo, no fue tan rápido
el corrimiento del máximode emisión a longitudes de onda superiores. Un
corrimiento de 5 nm se logró en 5 minutos pero en presencia de FBP y
Caz’ fue necesario un tiempo 6 veces mayor.

Efecto de] FBP y Caz" en Jos cambios inducidos por temperatura

Cuando la FBPasa es calentada, progresivamente va perdiendo su
estructura nativa. Esto se pudo observar en los espectros de absorción
U.V. Para monitorear los cambios a distintas temperaturas se realizaron
espectros diferenciales desde 260 a 310 nm tomando como referencia el
espectro a 20'C. Calentando la muestra hasta 40'C, se observaron cambios
espectrales como la aparición de dos picos negativos a 288 nm y 279 nm
(Fig 42). La magnitud de estos cambios fueron lineales con el aumento de
temperatura. Esto indica que este cambio se debió a la influencia que
ejerce la temperatura sobre los espectros de los cromóforos de la pro
teína, que ocurre aún en ausencia de cambios de entorno [107]. Por lo

tanto, no se puede decir que hay cambios conformacionales dentro de ese
rango de temperaturas. Además, esos cambios espectrales fueron totalmente
reversibles al volver a enfriar la muestra (no mostrado). A partir de 40'C
comienzó a aumentar la pendiente de la curva que relaciona la magnitud
del pico que aparece a 288 nm con la temperatura (fig. 42). A partir de
55'C los cambios fueron irreversibles y a partir de allí la pendiente cam
bió abruptamente, manifestándose un gran cambio en la conformación de la
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enzima. Este reflejaría una desnaturalización de la proteína pues el pico
negativo a 288 nm indica una gran exposición de las tirosinas de la misma
[85] (fig. 42). El análisis de estos mismos datos realizando la derivada
cuarta de la absorbancia respecto de 1a longitud de onda confirmó lo
anterior: Hay un corrimiento del pico principal de tirosina de 287.8 nm a
284.5 nm (datos no mostrados). Esto es característico de un cambio de en

torno hacia un solvente como el agua [108]. Entonces, la curva de calen
tamiento de la FBPasa mostró 3 zonas: la primera hasta 40°C donde no
habría habido cambios conformacionales demostrables; la segunda de 40°C
a 55’C donde comienzó a haber exposición de grupos tirosina, y la tercera
donde existió un gran cambio, probablemente hacia un estado desplegado
de la enzima. La inclusión en el medio de FBP y Caz' prácticamente no
modificó las dos primeras partes de la curva. Sin embargo, alteró la ter
cera parte corriendo la curva 5°C hacia la derecha. Es decir, en esa
etapa, serían necesarios 5°C más para producir el cambio de estado. En el
experimento control 1a temperatura a. la cual se produjo la mitad de ese
cambio fue 60'C y cuando se incluyó FBP y Caz’ en la solución fue 65°C
(fig 42).

Conclusión

Estos experimentos permiten ver claramente que el FBP y el Caz’
ejercen un efecto estabilizador sobre la estructura terciaria de la FBPasa.
Disminuyen en un orden de magnitud la velocidad de la desnaturalización
inducida por urea 2 M. Esto indica que la barrera energética a vencer es
superior en presencia del azúcar bisfosfato y el metal bivalente. Además,
si se agrega 1 mMFBP/ 0.1 mMCa“ se eleva en 5°C la temperatura nece
saria para desnaturalizar a la FBPasa.



¡ig 40. lspectro de emisión de Il IBPnsnnativa y deannturalizadn. La enzila
(3 ug) fue agregada a una solución que contenía 50 mn Tris-HCI (pH 7.9) y cuando
se indica B Holar de urea en un volumen final de 2 m1. Luego, se realizó un es

pectro de emisión de fluorescencia excitando a 280 nn comoestá descripto en
procedimientos experimentales. El espectro de 1a enzima en urea 8 H representa
el de la enzima deanaturalizada. Todos espectros fueron corregidos sustrayendo
un espectro blanco en el cual se hicieron los IiSIOE agregados exceptuando a
la enzima.
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ria. 41. Efecto del IBP y an’ sobre 1. cinética de los cambiosnediedos por
urea en 1a fluorescencie intrínseca de la IBPnsn. La enzima (3 ps) fue incubada
en una solución que contenie 2 H urea/ 50 mHTris-Hcl (pH 7.9) y cuando se in

dica 1.5 nn PBP/ 0.15 un C3612 en un volumen final de 2 m1. Luego del agregado
de la enzima, a distintos tiempos. se realizaron espectros de emisión de fluo
rescencia excitando e 280 nn cono está descripto en procedimientos experimen
tales. En el gráfico superior se grafica la fluorescencia a 330 nn y en el infe
rior 1a longitud de onda correspondiente al máximode emisión. Entre cada espec
tro el obturador de luz de excitación permaneció cerrado pere evitar degradación
de la muestra. El espectro e tiempo cero fue registrado en una muestra que con
tenia todos los agregados excepto la urea. Todos los espectros fueron corregidos
sustrayendo un espectro blanco en el cual se hicieron los mismosagregados ex
ceptuando a la enzima.
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Iig. 42. Cambiosen los espectros de absorción U.V. en función de 1a te-pe
return. La enzima (150 ng) fue incubada en 100 mHHOPS(pH 7.9) en un volumen de

0.5 m1. Cuando se indica 1a solución además contenía 1 mHFBP/ 0.1 mn CaClz. Se
realizaron espectros desde 260 a 310 nmelevando 1a temperature desde 20'C hasta
75°Ccada S'C. En cada temperatura se realizaron 3 espectros antes de modificar
1a misma. El tiempo que tomó realizar estos 3 espectros fue de 10 minutos. Es
todos los casos se realizó el espectro diferencial tomandocomoreferencia el
espectro realizado e 20.C. Estos se processron comose indica en procedimientos
experimentales. En el panel superior se observe el espectro diferencial control
tomadoa 40. y 75.C. En el panel inferior se grafico la diferencia entre 293 y
288 nmde los espectros diferenciales.
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ACTIVACION DE LA FBPASA POR FBP Y MGZ‘

Se había planteado que los sistemas de activación no eran necesarios

para obtener actividad FBPasa pues en altas concentraciones de FBP y
Mgz‘ la enzima tenía una actividad especifica alta [92]. Posteriormente, te
niendo en cuenta las cantidades de sustrato y metal bivalente presentes
en el cloroplasto y la naturaleza endógena de los activadores, quedó de
manifiesto 1a importancia fisiológica del sistema de modulación (ferre
doxina-tiorredoxina). Con este sistema, la enzima se adquiere alta actividad
específica en presencia de bajas concentraciones de FBP y Mg" [109,11].

Con el objeto de estudiar en la enzima nativa (oxidada) el efecto del

FBP y Mgz" sobre la velocidad de formación de producto cuando se al
canza el estado estacionario, se midió la formación de fosfato variando la
concentración de FBP y de Mgz" como se indica en procedimientos experi

mentales. Una curva sigmoidea describe 1a respuesta de la actividad enzi
mática a la variación de la concentración de ÉBP; este perfil se mantiene
aunque se varíe la concentración de Mg2+(fig. 48). Estas curvas pudieron
ser descriptas empíricamente mediante la ecuación de Hill [110]. Con los
datos de la figura 48 se calcularon los parámetros que caracterizan a es
tas curvas y estos mismos se regraficaron en la figura 49. Allí se observa
que la variación de la concentración del Mg2+libre no afecta. la sigmoi
dicidad de las curvas de FBP (fig. 49-f). El n de Hill para el FBP se
mantiene constante con un valor promedio de 2.72. El mayor efecto del
Mgz"se manifiesta sobre la afinidad aparente del FBP sobre la enzima
pues al aumentar la concentración de Mg2+disminuye considerablemente el

So_5para el azúcar bisfosfato (fig. 49-e). En el rango de concentración
estudiado, no parece haber un gran efecto del metal bivalente sobre la
velocidad máxima que puede alcanzarse con el FBP (fig. 49-d). De todas

maneras la VHtiene tendencia a disminuir a menores concentraciones de
Mgz“. Esto fue observado a 5 mM de Mgz‘ pero 1a determinación de la VHy

el So.5 tuvo bastante error y no fue incluída en el gráfico.

Manteniendo constante la concentración de FBP y variando la concen
tración de Mg“ libre también se puede construir curvas que son des
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criptas empíricamente con ecuaciones de Hill. Al igual que lo descripto
anteriormente, el n de Hill para el Mg“ permanece casi invariable en el
rango de concentraciones de FBP estudiado (fig. 49-c). En este caso, se
obtuvo un valor promedio de 3.70, lo cual caracteriza a estas curvas como
fuertemente sigmoideas. El FBP afecta la velocidad máxima de las curvas

de Mgz’ (fig. 49-a) pero además, tiene un marcado efecto sobre la afinidad
aparente del Mgz". El aumento en la concentración de FBP disminuyó el

SO_5del Mgz" desde 21 mM hasta 7 mM como se puede observar en la
fig. 49-b.

El hecho de que las curvas no sean michaelianas complica el análisis;
sin embargo, se puede recalcar lo siguiente: El efecto más importante de
estos dos efectores (sustrato y cofactor) sobre la cinética de la enzima
oxidada es la acción recíproca sobre las afinidades aparentes. Ambos dis

minuyen los SO_5del otro ligando sin afectar la forma (sigmoidicidad) de
las curvas. Un efecto de este tipo se produce cuando existe cooperativi
dad positiva en la unión de los dos ligandos sobre la enzima. Es decir,
cuando la enzima une a cualquiera de ellos se favorece la unión del otro
(y viceversa). Sin embargo, otra explicación es posible: la existencia de
cualquier transformación o isomerización del complejo de la enzima con los
dos efectores hacia otro estado intermediario también podría producir cur

vas donde un ligando disminuye el So_5del otro. En el estado estacionario
al existir una forma posterior a la unión de los ligandos, se estabiliza la
unión de los mismos por desplazamiento de los equilibrios. El ligando que
entra en segundo lugar se distribuye entre las dos formas enzimáticas,
una de las cuales (la intermediaria) no disociaría al ligando o lo haría
menos favorablemente "secuestrándolo" de la solución y generando una
afinidad aparente mayor por la enzima. Entonces, la entrada de cualquier
ligando en segundo término estaría favorecida con respecto a la entrada
del mismo sobre la enzima sola.

La hipótesis de la existencia de otra forma enzimática producida luego
de la unión del FBP y el Mg2+está apoyada por otro hecho: Cuando se
ensaya la actividad de la FBPasa en su estado nativo con FBP y Mgz"las
curvas de producto vs. tiempo presentan una fase lag. La actividad inicial
es prácticamente nula y aumenta exponencialmente hasta hacerse constante
como se observa en la figura 49-a. Se calculó el tiempo en el cual se rea
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liza este cambio de velocidades y en todos los casos osciló entre 3 y 4

minutos (figura 47-b). Este comportamiento, donde existe una fase lag, se
ha encontrado en muchas enzimas que presentan interconversiones entre
diferentes formas [21,22].

Se ha estudiado que cuando existe interconversión de formas enzi
máticas es posible obtener curvas sigmoideas de v vs. [S] aunque 1a en
zima no sea alostérica [23]. La extensión d'e este concepto conduce a
obtener curvas cinéticas con una sigmoidicidad superior a la esperada. Es
decir, el n de Hill podría llegar a superar al número de sitios de unión
del ligando analizado (Apéndice B). La estructura tetramérica de la enzima
justificaría que las curvas de velocidad vs. FBP y Mgz’ sean sigmoideas.
Sin embargo, los n de Hill obtenidos son altos (2.72 para el FBP, 3.70 para

el Mg“). Debería haber una cooperatividad muy fuerte en la unión a 1a
enzima entre las diversas subunidades, sobre todo para el Mgz".Parte del
comportamiento aparentemente "cooperativo" podría ser explicado por la
existencia de otra forma enzimática con características cinéticas distintas.

Un dato interesante es que la FBPasa puede incrementar su actividad
específica con la preincubación por tiempos prolongados con altas

concentraciones de FBP ‘y Ca2+ [34,31 (fig. 4)]. También se pudo lograr re
sultados similares con la dupla Fru 2,6-P2 y Mg2+[30]. En estos casos se
pudo realizar la preincubación sin hidrólisis pues en el primer caso el

Ca“ es inhibidor del paso catalítico y en el segundo lo es la Fru 2,6-P2.
Estos datos también sugieren que 1a enzima pueda ser activada por FBP y
Mgz' al mismo tiempo que se observa hidrólisis del sustrato según el

Siguienteesquema: —_..
Fbpasal

FBP«m
FBPa-saa

“lo+ 1:22) F6P+Pí

2+Iig. 43. Acción simultánea del IBP y Hg cono noduladores ("activadores") y
efectorea (sustrato y cofactor) de la IBPnsn.



Hasta el momento no ha sido probado que sólo FBP y Mgz" puedan activar
a la enzima. Se pudo observar que eran activadores pero presencia de
altas concentraciones de DTT [111,112]

Se ha visto hasta ahora a la FBPasa nativa (oxidada) como una enzima
poco activa porque tendría poca afinidad por el sustrato [113]. Teniendo
en cuenta las evidencias mencionadas anteriormente, una hipótesis al
ternativa quedó latente: La enzima funciona sólo en altas concentraciones
de FBP y Mg“ no porque tenga poca afinidad por ellos para realizar ca
tálisis, sino porque la enzima nativa necesita tales concentraciones para
activarse. Luego, esta forma activada es la que tendría mayor actividad
específica. Es decir, la enzima no necesitaría las concentraciones altas de
FBP y Mgz“para catalizar sino para que se produzca un paso previo de
activación.

Si esta hipótesis es válida, la enzima que haya estado catalizando en
altas concentraciones del sustrato y cofactor, estaría más capacitada para
hacerlo a menores concentraciones que otra enzima control que no lo haya
estado. Realizar un experimento de este tipo traería complicaciones técni
cas porque sería necesario hacerlo en dos etapas: una incubación previa
con altas concentraciones de FBP y Mgz’ y otra posterior en menores
concentraciones. A1tomar alícuotas de la primera incubación se arrastraría
producto de esta hacia la segunda, siendo sumamente difícil discriminar
entre la cantidad de producto formado en esta segunda incubación y el
arrastrado de la primera. Los blancos serían muy altos y mínimas varia
ciones de producto arrastrado serían grandes comparadas con el producto
formado en la segunda incubación.

Para salvar los problemas anteriores se introdujo el uso de sustrato
radiactivo. Se midió la [14C]Fru 6-P formada a partir de [14C1FBPsegún lo
descripto en procedimientos experimentales. Este método de medición per
mite realizar preincubaciones de la enzima en condiciones de catálisis con
sustrato frío sin que los productos formados (que se arrastrarán con las
alícuotas) interfieran con la medida de radiactividad de los que se for
marán en la segunda etapa. Así, se puede estudiar la velocidad de catá
lisis de la enzima en función de su historia previa. El esquema general del
experimento sería el que se ilustra en la figura 44.
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l'ig. 44. Esquemageneral para el estudio de una enzima histerética que es acti
vada por su sustrato a concentraciones altas para luego catalizar a con
centraciones menores.

De este modo, se pueden comparar las curvas de producto vs. tiempo
de una enzima que estuvo en presencia de altas concentraciones de sus
trato respecto de 1a misma.cuando no lo estuvo. Siguiendo este esquema
experimental se estudió en 1a FBPasa el efecto de una. preincubación en
altas concentraciones de FBP sobre una. posterior catálisis a bajas concen
traciones del mismo. Para. simplificar el análisis se realizó el experimento
en condiciones saturantes de Mg2+(20 mM), de tal manera que los resulta
dos observados dependan sólo del sustrato y no del cofactor presente.
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rig. 45. Efecto de 1a catálisis previa a altas concentraciones de ¡BP sobre la
actividad de la FBPasaa bajas concentraciones del lis-o. Primera incubación: 1a
enzima (4 ug) se incubó 3.5 minutos en una solución que contenía 100 mn Tris-Hcl

(pH 1.9)] 0.2 mMEGTAy cuando se indica 7 mn de FBP y 20 mHchl2 (volumen to
tal: 100 pi). Segundaincubación: diversas alicuotas de 5 pl de la primera in
cubación se diluyen con 100 pi de una solución acuosa (A) que contenía 20 mH

chizl 100 mHTris-Hcl (pH 1.9)1 0.2 ¡H BGTA/0.50 un (“omar (900 cpm/mol).
A1 tiempo indicado se paró la reacción con 25 nl de EDTA0.2 H y posteriormente

se determinó el [14C]rru 6-P comose describe en procedimientos experimentales.
Debido a que se arrastra algo de P3P, Fru B-P y Pi de 1a primera incubación
("catáiisis fría"). para equiparar las condiciones en la segunda incubación
("catáiisis caliente") entre el experimentoy el control, se tomóuna alícuota y
se valoró el Pi liberado para conocer 1a cantidad de IBP que fue hidrolizado.
Por este motivo, en el control, los S ui de 1a primera incubación fueron dilui
dos en 100 ul de 0.225 mn Fru G-P/ 0.125 ¡H FBP/ 0.225 mHPi en solución (A).

Entonces. tanto en el experimento comoen el control, las concentraciones de to
das las especies presentes en la incubación de 1a "catálisis caliente" fueron
iguales y estas fueron 0.625 mn [lchFBP (720 cpm/nmoi)/ 0.225 ¡H Bru G-P/
0.225 mHPi/ 100 mn Tris-HCI (pH 7.9)] 0.2 mHEGTA. Las curvas que unen los

datos experimentales responden a 1a ecuación 1 según los parametros obtenidos
por regresión no lineal de la tabla 5. Todas las incubaciones se rrealizaron a
za'c.
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Comose puede ver en- la figura 45 la preincubación de la enzima a

concentraciones altas de sustrato produce una estimulación posterior de la
actividad a concentraciones bajas. En el caso de la enzima que no estuvo
en presencia de altas concentraciones de sustrato, se puede observar que
a tiempos cortos la velocidad es casi nula y luego comienza a aumentar
hasta llegar a una velocidad en estado estacionario mayor que la inicial.
Esto se manifiesta como una fase "Lag". En la curva de la enzima preincu
bada con altas concentraciones de sustrato, lentamente, la enzima se relaja
hacia una velocidad menor. Esta declinación de la actividad enzimática

puede explicarse así: Cuando la enzima es preincubada en presencia del
sustrato, hay una conversión lenta hacia una forma activa. La proporción
final entre las formas activa e inactiva sería función de la concentración

del sustrato pues (1')el complejo de la enzima nativa con el FBP y el Mgz"
conduce a la conversión hacia la forma activa (activación) y (ii) al
desprenderse del sustrato por disociación o por catálisis y liberación de
producto, la forma activa libre tendería a retornar al estado inicial inac
tivo o nativo (desactivación). La compensación de estas dos reacciones
determina 1a fracción de enzima activa. Al disminuir la concentración de

FBP por dilución, sería. menor la velocidad de formación de enzima activa a.

partir del complejo de la enzima inactiva con el FBP. Además la enzima
activa al disociarse del sustrato retornaría al estado inactivo. Mientras

tanto, la enzima permanece en una mayor proporción de estado activo que
es lo que se ve en la. primera etapa de la curva. Entonces, la disminución
de actividad se produciría al establecerse un nuevo estado estacionario en
el cual la proporción de las formas activas es menor.

La existencia de un "lag" o "burst" producido por la interconversión
de dos formas enzimáticas implica que las curvas de producto vs. tiempo
puedan ser descriptas por la siguiente ecuación [22]:

P'”) = v,.t + (vo-vo).r.[1 —e"‘/‘)] Ec. (1)

Donde: P : producto formado, t : tiempo, vo : velocidad inicial,
vo : velocidad en el estado estacionario, r z tiempo necesario para que se
produzca el 63% del cambio total de velocidad. (Vida media)
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Según lo expresado anteriormente, la curva en la que la enzima se
preincubó con altas concentraciones de FBP frío en la figura 45, se podría
describir con esta ecuación. Además, sería lógico que la velocidad final de
esta curva sea igual a la de la curva control si es que la concentración
del sustrato determina la proporción final de enzima activa y por lo tanto
la velocidad que se logra al llegar lentamente al estado estacionario. Para
saber si los resultados de la figura 45 se adaptan cuantitativamente al
modelo planteado, se realizó un ajuste de los mismos a la ecuación 1 con

la restricción de que V.Dsea el mismo para los dos conjuntos de datos.
También se hizo la restricción de que la vida media de conversión en am
bas curvas sea la misma.En la interconversión reversible entre dos for

mas no importa las concentraciones iniciales de las cuales se parte; el
tiempo necesario para lograr la mitad del cambio total a realizar debería
ser el mismo (apéndice A). Los parámetros obtenidos se ilustran en la
tabla 5 y la ecuación resultante de los mismos está. graficada en la figura
45 reflejando el buen ajuste logrado.

Tabla 5. Los resultados de la figura 45 fueron ajuStados a 1a ecuación 1 para

obtener los resultados que aqui se detallan. Las VDy t se restringieron e que
sean iguales en los dos conjuntos de datos.

Parámetro Prei ncu bación

Control Altas [FBP]

El buen ajuste logrado a pesar de reducir los grados de libertad
forzando a que Va y 1: sean los mismos nos sugiere que el modelo pro
puesto es factible. La única diferencia significativa entre las dos curvas
radica en la velocidad inicial.
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Tabla 6. Activación concertada de la ¡Brasa de cloroplastoa por IBP y ng'. La

enzima (4 ug) se preincubó en una solución que contenía 100 ¡H Trís-HCI

(pH 7.9)] 0.2 ¡H BGTAy cuando se indica 5 nn de FBP y/o 20 un ngclz (volumen
total: 100 ul). Luego de 3.5 minutos una alícuota de S ul se diluye con 100 ul

de una solución que contenía 20 un chlzl 100 mn Tris-Hcl (pH 7.9)] 0.2 mn EGTA/
0.45 mH[1‘clrnp (900 cpm/nnol) y se incuba por 3 minutos parando la reacción

con 25 ul de EDTA0.2 H. Posteriormente se deterlinó 1a [lchFru G-P en esta se
gunda incubación comose describe en procedimientos experimentales. Todas las
incubaciones-se realizaron a una tenperatura de 23's.

Agregado en la Fru 6-P formada
prelncubación (nmoles)

Para la activación observada es necesaria la presencia del FBP junto
con el Mgz“. En la tabla 6 se observa que el FBP puede activar a la en
zima sólo en presencia de Mgz‘. Tampoco el Mgz’ por produce estimulación
significativa de la actividad en ausencia del FBP.

El modelo más simple que se puede plantear se ilustra en la figura 46
y está basado en el planteado por Rabin y Frieden para enzimas his
teréticas [22,23].
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Formas ¡nactivas

Desactivacíón Activación

Big. 46. Modelode activación de la FBPasa de cloroplastos por su sustrato. En
2+este esquema, E representa a la enzima saturada con Mg

Existen dos formas enzimáticas (E y E"), una de las cuales (E*) posee
o mayor actividad catalítica o mayor afinidad por el sustrato. Cuando el S
se une a E puede ocurrir una transformación o cambio conformacional ha
cia la obtención de la enzima activa (ES E ’”S).Esta puede tanto conver
tir el sustrato en producto como liberarlo sin modificación, para luego
volver a1 estado inicial cerrando el ciclo. En el estado estacionario, estas
transformaciones (ES E *S) o (E* E) se convierten en'limitantes de 1a
reacción. En este modelo, cuando las concentraciones de sustrato son altas
la mayor parte de E se convierte a ES que lentamente (en los 3.5 minutos
de preincubación) pasa al estado E*S y al catalizar, al estado E*. Es decir,
Luego de la primera incubación, gran parte de la enzima se encuentra en
el estado "activado" (E* o E‘S). Por este motivo, al principio 1a velocidad
de catálisis es alta, Cuando después de la primera incubación se realiza
una dilución y se disminuye la concentración de S, la enzima se disocia de
este (E*S E *, ES E) quedando en su mayoría como E y E *. Entonces

aquí la foma E" comienza a desactivarse lentamente hasta dar E (E* E).
En esta situación llegamos a un nuevo estado estacionario en el cual la
mayoría de la enzima está en un estado inactivo y es cuando vemos una
caída en 1a velocidad de catálisis.
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Por otro lado, en el experimento control, observamos una velocidad
inicial nula. Esto es porque la enzima en la primera incubación estuvo en
ausencia de sustrato y prácticamente toda se encontraba como E. Al incre
mentarse la concentración de FBP a 0.5 mMse obtiene una fracción de la

especie ES que lentamente durante el ensayo de hidrólisis del sustrato
radiactivo comienza a transformarse en E'S, justificando de esta manera el
"lag" observado en la curva de producto en función del tiempo.

Comoresumen final podemos decir que la forma nativa puede ser
activada. por FBP y Mgz‘ en altas concentraciones. Este hecho de por si
explica que las curvas de velocidad en función de la concentración sean
tan sigmoideas y que exista una fase lag en las curvas de tiempo. Al
mismotiempo puede ser posible que intervenga aunque sea en parte en la
cooperatividad aparente observada entre el FBP y el Mgz".

Este fenómeno de activación parece involucrar cambios en la proteína
que dependen de azúcares bisfosfato y metales bivalentes pues aunque los
tiempos, las concentraciones, y la magnitud de las actividades obtenidas
no parecen ser idénticas la FBPasa también pudo ser activada por FBP y

Caz‘ o Fru 2,6-Pz y Mg“.
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ria. 41. Efecto de la concentración de IBP sobre el lag (t)
A 1a enzima se le midió actividad con a1 método acoplado a la reducción de NAD?
cono se describe en procedimientos experiaentalee. La solución contenia adeaás

100 an Tris-HCI (pH 7.9)] 0.2 an EGTAy chlz para dar una concentración de ng'
libre de 20 ¡H a las concentraciones de IBP indicadas en el gráfico. Se moni

toreo 1a A340y esas curvas fueron ajustadas a la ecuación 1 para calcular el
"lag" (t) en cada una de ellas.
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ria. 48. Efecto del ng’ sobre 1a actividad de lu raraaa en función del IBP. La
enzima (100 ug) fue incubada a 23.C durante 30 minutos en 0.5 m1 de una solución

que contenía lOO-mnTris-HCI (pH 7.9)/BGTA 0.2 mu y las concentraciones de FBP y

de M32*que se indican en el gráfico. Las concentraciones de FBPson las totales

y las de HgZ’ son las del catión libre. Estas fueron obtenidas con Mgc12como se
describe en procedimientos experimentales. Para medir la velocidad de catálisis,
luego de 1a incubación se detuvo la reacción con el reactivo de Chen y se deter
minó el Pi liberado comose indica en procedimientos experimentales.
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lis. 49. [facto del ng+ y el IBP sobre los parámetros de las curvas de veloci
dad en función de FBPy Haz+ respectiva-ente. Los datos de la figura 48 se ajus
taron a ecuaciones de Hill. calculando los parámetros que otorgan el mejor
ajuste comose describe en procedimientos experimentales. Esto se hizo tanto
para las curvas en que se mantiene el ng’ constante (D.E,F) comopara las que

2+se obtienen si se grafica la velocidad en función del Hg manteniendo cons
tantes diversss concentraciones de FBP(A,B,C). En los paneles A y D se grafican

las velocidades máximasobtenibles. En el panel B y B los So_5 respectivos y los
paneles C y F los n de Hill de las curvas ' J autcr' ‘ En el panel

E con linea punteada se muestra el valor del 50.5 correspondiente al FBPcuando
el Mgz*se lleva a concantraciones saturantes (infinitas). Este dato se obtuvo

del panel A y corresponde al So 5 de tal curva cuando se grafica la fi1 de ng’
vs.

lados con la ecuación V=k.sn en lugar de la ecuación de Hill (ver procedimientos
[FBP]. En el panel C los triángulos representan los datos que fueron calcu

experimentales).
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ACTIVACION DE LA FBPASA POR BOROHIDRURO DE SODIO

Comose demostró en estudios previos y en parte de esta tesis, los
tioles reducen puentes disulfuro de la FBPasa en acción concertada con
otros moduladores [41]. Aunque resultados anteriores apoyaron la. visión
de que los ditioles (DTT) son más efectivos que los monotioles (glutatión,

cisteína, 2-mercaptoetanol), otros estudios sobre compuestos que tienen de
sulfidrilos en su estructura revelaron que la estimulación también depende
de la presencia de sustituyentes en la molécula [57,59]. En todos estos es
tudios, el sulfidrilo permanece como un grupo funcional que reacciona con
la enzima. Sin embargo, otras alternativas para la reducción de puentes
disulfuro serían importantes para el conocimiento del mecanismo de acti
vación enzimática. Por lo tanto, se determinó si reductores químicos dis
tintos de tioles eran efectivos en modificar la actividad de la FBPasa de

cloroplastos. Los resultados reportados aquí muestran que el NaJ-I4Bejerció
un efecto dual, activación e inactivación y a su vez condicionado por el
tratamiento de la enzima con un anión caotrópico. (tricloroacetato).

Estudios previos con compuestos de bajo peso molecular mostraron

que el NaH4Breacciona con disulfuros [114].

B(0H)4‘ + 4 HZO + 8 e' -—+ H 4B' + 8 OH'

E0 = -1.24 v

(R)—S—S—(R’)+ 2 H" + 2 e' -—o (R)—SH + (R’)-SH

E0 = -o.25 v

Aunque el potencial redox de este reductor no fisiológico excede tan
to a la ferredoxina reducida como al centro de reacción I excitado (la mo

lécula biológica más reductora conocida) [7], el NaH4Bno fue usado en es
tudios enzimáticos debido a efectos secundarios. Sin embargo la contribu
ción de reacciones colaterales no fue analizada.
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Se conoce por estudios previos que la FBPasa es funcional "en pre
sencia de bajas concentraciones de FBP y Mgz’" luego de una preincuba
ción con un tiol, un azúcar bisfosfato, un catión bivalente y un modulador
específico (TRX,cosolvente, anión caotrópico o alta presión). En este con

texto, se reemplazó al tiol que usualmente se usa (DTT) con NaH4By se
usó tricloroacetato como anión caotrópicordebido a que su estructura no

es alterada por NaH4B.Luego de dos minutos en presencia de 1 mM FBP/
0.1 mM CaCl2 y 0.15 M NaTCA la enzima fue incubada a distintos tiempos

con 10 mM NaH4By finalmente la actividad fue ensayada a 0.8 mM FBP y

1 mMMg“. La fig. 50 muestra que el NquB estimula la actividad de la
FBPasa cuando se agregó 0.15 M de NaTCAen la incubación. Aunque la ac

tivación mediada por NaH4Bfue solamente el 8% de la que se puede lograr
con DTT, representa el primer experimento en el cual la actividad de la
FBPasa se incrementó por la acción de un reductor diferente de los tioles.

Comose ilustra en la. figura 50, la capacidad de la enzima tratada con
NaTCApara hidrolizar al FBP se elevó progresivamente hasta alcanzar un
máximo a los 10 minutos y decreció cuando la. incubación se prolongó a
partir de ese punto. Por lo tanto, simultáneamente con el incremento de la

actividad, el NaH4Binactiva a la enzima por otros mecanismos. Por el con
trario, la FBPasa no tuvo actividad cuando se incubó en presencia de

1 mM FBP/ 0.1 mM CaCl2 (en ausencia de NaTCA), y tratada posteriormente

con 10 mM NaH4B, y finalmente ensayada a 0.8 mM FBP y 1 rnM Mg”.

En el experimento descripto, la actividad de la FBPasa se examinó a
"bajas concentraciones de FBP y Mgz’". Con el objeto de saber si el in
cremento del azúcar bisfosfato y el catión bivalente en el ensayo de acti
vidad daría una cinética diferente la FBPasa fue (1')preincubada por 2 mi

nutos con 1 mM FBP/ 0.1 mM CaClz en la presencia o en la ausencia de

0.15 M NaTCA, (ii) incubada por tiempos variables con 10 mM NaH4B y (iii)
ensayada con 2.8 mMFBP/ 10 mM Mgz‘. De acuerdo con estudios previos la
figura 51 muestra que la capacidad hidrolítica de la FBPasa a altas con
centraciones de FBP y Mgz’ no requiere un reductor en la preincubación
[92,115]. En estos experimentos, a diferencia de los mostrados en la

fig. 50, la incubación con NaH4Bcausó un continuo descenso en 1a activi
dad. Además, el proceso de inactivación fue más lento para 1a enzima pre
incubada en ausencia de tricloroacetato.
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El efecto del NaH4Bilustra la importancia de dos aspectos en el análi
sis de la FBPasa de cloroplastos: (1')la acción de un modulador previo al

proceso catalítico, (ii) el procedimiento usado para el ensayo de actividad.
Para. caracterizar la acción concertada de los moduladores en la actividad

se aplicó el modelo descripto en el apéndice C a la FBPasa modificada por

un gran exceso de NaH4B(relación molar enzima/perturbante, 1:105).

_ 2* k
fructosa 1,6 P2.Ca EO ® 1 E1E 4

n (Tricloroacetato) (E’1)

en el cual, Eo (o E’o) es la forma de enzima que proviene de una incuba
ción de la FBPasa nativa con FBP/ Caz’ en la ausencia (o la presencia) de

NaTCA.El tratamiento subsecuente de Eo (o E’o) con NquB dio lugar a la
aparición de E1 (o E’l). Ei representa todas las formas inactivas de la
FBPasa generadas por la acción aparente del NaH4B.k1 fue la constante
cinética de la reducción (activación) de la enzima, k2 y k3 fueron las
constantes cinéticas de la inactivación de Eo (o E'o) y E1 (o E’l), respecti
vamente. Es importante recalcar en el esquema anterior que al tratar la
enzima nativa con FBP/Caz’ y también con NaTCAse obtienen formas en
zimáticas que fueron estudiadas en sección Acción de los aniones
caotrópicos sobre 1a FBPasa. En este sentido, la forma aquí descripta como

Eo y E’o son las formas denominadas E2 y E3 en el esquema 36.

Para el modelo cinético del esquema anterior, la actividad de la
FBPasa se describe por la ecuación 9 del apéndice C. Para establecer la

actividad específica de Eo (o E’o) y E1 (o E’l) se tomó en cuenta resulta
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dos de experimentos anteriores. Primero, se asumió que la forma reducida

de la FBPasa [E1 o (E’1)] es activa tanto a altas como a bajas concentra
ciones de FBP y Mgz’ [29]. Segundo, Eo (o E’o) es activa solo a altas
concentraciones de FBP y Mg“ [92,115,28]. Por lo tanto en, la ecuación 9,
(1:0 a bajas concentraciones de FBP y Mg“ donde a=f3a altas concentra
ciones de FBP y Mgz’. Por otro lado, se asume que 1:: 0 porque todas las

formas de Ei tienden a ser catalíticamente inactivas. Sobre la base de es
tas consideraciones y el programa. mencionado en el apéndice se determinó

que k1: 0.025 min'l, k2: 0.143 min'1 y k3: 0.070 min'l, cuando EO es 1a
FBPasa tratada con NaTCA.Si en cambio el anión caotrópico estuvo

ausente k1, k2 y k3 fueron 0.001 min'l, 0.062 min'1 y 0.007 min'1 respecti
vamente. En relación a los últimos cálculos, debe ser mencionado que el

bajo valor de k1, introduce un gran error en la subsecuente estimación
de kz.

A partir de estos valores, se obtuvo el tiempo requerido para dismi
nuir a la mitad la concentración de cada forma enzimática en cada reacción

individual (t°_5= ln 2 / ki). Como se indica en la"tabla 0, el NaTCA generó
una forma de FBPasa que pudo ser activada más rápidamente por el NaHáB
que la enzima tratada sólo con el FBP y el Caz’; el t0_5 (reacción 1) fue 28

minutos y 680 minutos, respectivamente. El to.5 de las reacciones 2 y 3
fueron 5 y 10 minutos respectivamente, para la FBPasa tratada con NaTCA;
por otro lado, en el caso de la enzima incubada en ausencia del anión

caotrópico, el to.5 de las reacciones 2 y 3 fueron 11 y 100 minutos res
pectivamente. En conclusión, la inactivación del proceso mediado por Nel-148
fue más rápido que el paso que conduce a la forma activa. Paradóji

camente, la forma enzimática (E’o) que fue convertida a la especie más ac
tiva, fue también la. más sensible a. la inactivación (reacción 3 en la ta
bla O). Esta característica correlaciona con el incremento y posterior inac

tivación por Nal-l4Bde la. enzima tratada con NaTCA.No se analizó la con

versión de la. forma nativa de la FBPasa a la forma inicial (IE)n E o (o E’o)

debido a que este proceso es más rápido (to.5 < 1.5 minutos ver sección
NaTCA) que la activación y la inactivación mediadas por NaH4B.La com
binación de ensayos de actividad a diferentes concentraciones de FBP y
Mg?”deja en evidencia la existencia de diferentes reacciones en la acción

del NaH4Bsobre la FBPasa: La activación hacia una forma de enzima fun
cional a bajas concentraciones de FBP y Mgz"y un proceso de inactiva



ción. La estimulación con NquB se observa sólo cuando la enzima fue pre
viamente expuesta a FBP, Caz’ y NaTCA. De la misma manera que la

RuBisCo y la GA3PDHde cloroplastos, la presencia de moduladores especí
ficos en una secuencia determinada causa el incremento de la actividad de

la FBPasa [116,38]. Aunque diferentes reacciones que compiten entre sí
disminuyen la actividad específica final, los experimentos presentes mues
tran que la FBPasa de cloroplastos es estimulada por la acción concertada

de dos compuestos no fisiológicos: un reductor (NaH4B)y un perturbante
de proteínas (tricloroacetato). El tratamiento secuencial claramente demues
tra que la conversión a una forma catalíticamente competente requiere un
proceso reductivo subsecuente al cambio conformacional mediado por mo
duladores específicos (azúcares bisfosfato, cationes bivalentes) y no espe
cíficos (aniones caotrópicos, cosolventes, alta presión) (ver también fig. 0,
sección Acción de aniones caotrópicos sobre 1a FBPasa).

El origen de las posibles reacciones colaterales del NaH4Bsobre las
proteínas no ha sido debidamente estudiado. Sin embargo, en el caso par

ticular de la FBPasa una. hipótesis plausible es que el NaH4Bactúe sobre
los moduladores influyendo indirectamente sobre la enzima. Esta alternati

va se ve sustentada porque luego de 5 minutos de incubación, el NaH4B
(10 mM) redujo el 75% del FBP (concentración inicial: 1 mM). Para ello (1°)

El NaH4Breacccionó con [14C]FBP, (ii) los ésteres fosfato se hidrolizaron
con fosfatasa alcalina, (iii) la muestra final se sometió a una electroforesis
en papel bajo condiciones que separan alditoles de aldosas y cetosas
[121]. Solamente el 25%de la radiactividad inicial corrió como fructosa y el
resto lo hizo como sorbitol o manitol (no separados por la electroforesis)
(tabla 7).
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Tabla 1. Efecto del Nnflqnsobre el IBP. El [14€]YBPfue tratado como se detalla

en el texto en presencia o no de NaH4B.Luego la nuestra se sometió a una elec
troforesis de papel para evaluar el X de fructosa y alditoles remanentes. Los
porcentajes fueron calculados de acuerdo a las c.p.m. de los respectivos picos.

Tratamiento Fructosa Sorbitol o Man¡tol

(X) (96)

En la página. 84 hemos mostrado que la ausencia del FBP o el Cal”
conducen a que el tricloroacetato actúe como inactivador de la FBPasa.
Estos resultados conjuntamente con los descriptos en esta sección su

gieren que el NaI-I4Bdisminuye la concentración de FBP en el medio, y con
ello facilite que el tricloroacetato actúe como inactivador de la enzima. Es

decir, el NaH4Bactuaría indirectamente sobre la estabilidad de la proteína
al modificar al compuesto que estabiliza su estructura terciaria (FBP). Esto
justifica el hecho de que las reacciones de inactivación se vean aceleradas
por la presencia del anión caotrópico.

La reducción de puentes disulfuro en las proteínas por un tiol invo
lucra la formación inicial de un disulfuro mixto entre el reductor y la
proteína, y la subsecuente liberación de la forma oxidada por otra molécu
la de reductor, dejando finalmente a la. proteína reducida [117,118]. En los
experimentos descriptos anteriormente, la activación de la FBPasa fue ob
tenida por un tipo de reacción diferente al clásico intercambio del par re

dox -SH/S-S. El ataque nucleofílico del Nal-I4Bsobre los puentes disulfuro
incrementa la capacidad de la enzima. Aunque, los resultados indican que
reductores diferentes de tioles son funcionales en estimular la actividad

enzimática, la existencia de procesos paralelos de inactivación ponen una
barrera a su uso en estudios cinéticos [119,120]. El presente estudio da

bases para futuros usos del NaH4Ben la modulación enzimática; el in
cremento de la actividad enzimática requiere 1a estimulación de la reacción
1 y la inhibición de las reacciones 2 y 3.
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rig. 50. Efecto del Malin sobre la IBPaea. Ensayo de actividad a bajas
concentraciones de IBP y ng‘. La enzima (7 ug) fue incubada a 23.0 en 0.5 nl de

una solución que contenía 100 ¡H Tria-HCI (pH 7.9)/ 1 nn FBP/ 0.1 ¡H Cacl2 y
cuando se indica 150 mn NaTCA.Luego de 2 minutos, una alícuota de 5 ul de una

solución 1 H NaH4B/ 0.1 H NaOHse agregó continuándoae con 1a incubación. A los
tiempos indicados, se tomaron alícuotae de 50 ul y se agregaron a 0.45 m1de una

solución que contenía en unoles Tris-HCI (pH 7.9), 50; FBP0.4; ch12, 0.5; y
EGTA,0.01. Luego de 10 minutos a 23.C el fosfato liberado fue valorado de a

cuerdo al métodode Chen [Proc. Exp]. Ambascurvas del gráfico se ajustan a
los datos experimentales de acuerdo a 1a ecuación 9 del apéndice C usando los
respectivos parámetros de 1a tabla 8.
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Iig. 51. Efecto del Nalél sobre 1a IBPaaa. Ensayode actividad en altas
2’. La enzima (7 ug) fue incubada a 23.0 en 0.5 a1 deconcentraciones de [BP y Hg

una solución que contenía 100 mHTris-HCI (pH 7.9)] 1 ¡H FBP/ 0.1 nn CaCl2 y
cuando se indica 150 mn HaTCA.Luego de 2 minutos, una alícuota de 5 pl de una

solución 1 H Nau4a/ 0.1 H NaOHse agregó continuándose con la incubación. A los
tiempos indicados. ae tomaron alicuotas de 50 ul y se agregaron a 0.45 nl de una

solución que contenía en umoles Tris-HCI (pH 7.9i, 50; FBP 1.4; HgClz, S; y
EGTA,0.01. Luego de 10 minutos a 23 C el fosfato liberado fue valorado de a

cuerdo a1 método de Chen [Proc. Exp]. Ambascurvas del gráfico se ajustan a
los datos experimentales de acuerdo a 1a ecuación 9 del apéndice C usando los
respectivos parámetros de la tabla 0.
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Tabla 8 Tie-pos radios de 1. reacciones del modelo de activación de la I’Bl'm

¡odiado por ¡(31143.

tCMSde las reacciones (min)

tricloroacetato en la preincubación
Reacción I

presente ausente

® 28 680
® 5 11

® 1o 100
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CONCLUSIONES

En esta tesis doctoral se estudiaron diversos aspectos de los proce
sos de modulación y catálisis en la fructosa-1,6-bisfosfatasa de cloroplas
tos de espinaca (FBPasa). Tanto la modulación (activación) como la catálisis

son necesarias para la actividad de la enzima. La existencia de dos proce
sos implica que un metabolito dado puede tener distintos efectos en cada
uno de ellos. Para poder demostrar eso, es necesario separar expe
rimentalmente las reacciones en dos etapas: una en la cual la enzima cam
bie sus características cinéticas y otra en la cual la enzima activa realice
la transformación de sustratos a productos. En esta tesis se separaron
estos proceso mediante a) el uso de sustratos radiactivos y b) generando
dos procesos independientes aprovechando la característica de algunos
moduladores de ser activadores en el primer proceso pero inhibidores del

segundo (Cab). En la primera aproximación la enzima nativa fue incubada
con altas concentraciones de FBP y Mgz" y luego se utilizó un sustrato
radiactivo en la segunda etapa (catálisis). Comoresultado de esos expe
rimentos, se demostró que altas concentraciones de FBP (Ii-5 mM) y Mgz“
(10-20 mM)no sólo intervienen en el proceso catalítico sino que también
activan en forma concertada a 1a FBPasa. Este hecho justifica tanto los
Lags observados en la formación de producto vs. tiempo, como la alta
sigmoidicidad de las curvas de actividad vs. concentración de efector (FBP
o Mg“). Con estos datos y junto a los obtenidos por Hertig, Chardot y
Col. y Soulié y Col [31,234,301se puede concluir que e] FBP y el Mg?" jue

gan un importante rol como moduladores (activadores) de 1a enzima nativa
además de ser sustrato y cofactor respectivamente.

La importancia de los azúcares bisfosfato y metales bivalentes sobre
la enzima también 'se puso de manifiesto en numerosos experimentos de
esta tesis. Se demostró que el FBP y un metal bivalente estabüizan Ia
estructura terciaria de 1a enzimaprotegiéndola frente a diferentes pertur
bantes. El FBP y el Ca” disminuyeron la exposición de aminoácidos que se
encontraban inmersos en la estructura de la proteína cuando la enzima fue
tratada con urea o con altas temperaturas. Es decir, el FBP y el Ca” obs
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taculizaron el proceso de d'esnaturalización de la FBPasa. Resultados análo

gos surgieron cuando se analizó la acción del pl-I sobre la enzima. Se ve

rificó que el FBP en forma concertada con el Caz" (no se usó Mgz‘ para no
tener hidrólisis simultánea de sustrato) evitan la rápida pérdida de ac
tividad generada por el aumento de pH por encima de 8.5. Teniendo en

cuenta que en el cloroplasto iluminado existe un aumento de pl-I de una
unidad, estos experimentos adquieren una gran importancia fisiológica. Es
la primera. vez que se muestran experimentos in Vitro que justifican la a1
ta actividad de la FBPasa observada en el estroma alcalino sin que se
inactive. Comoen el estroma de los cloroplastos iluminados las concentra
ciones de FBP y Mgz’ se elevan considerablemente se postula que: el FBP
y e] Mgz+pueden contribuir a mantener la estructura de 1a FBPasa en el
medio alcalina de] estroma de los cloroplastos iluminados. Por otro lado se
comprobó que la pérdida de actividad de la enzima no es producto la
disociación de la enzima sino que por el contrario Ia disociación sucede a
una forma enzimática inestable e inactiva.

Otros perturbantes usados sobre la FBPasa fueron el NaTCAy el
2-propanol como modelos de anión caotrópico y solvente orgánico respecti
vamente. También en estos casos el FBP y el metal bivalente protegieron, a
la enzima de la inactivación. Tanto el NaTCAcomo el 2-propanol inactivan

rápidamente a la enzima pero en presencia de FBP y Ca2+la FBPasa re
tiene por mucho tiempo la capacidad de hidrolizar el sustrato. Paradójica
mente cuando la enzima está unida al FBP y al Caz’ estos perturbantes no
sólo no inactivan a la enzima sino que por el contrario inducen un cambio
conformacional que posibilita la aceleración del proceso de activación por
diversos reductores. Estos reductores pueden ser tanto tioles (ditíotreitol)

como no tioles (NaH4B).Es destacable que, estos perturbantes reemplazan
a la TRXen la activación de la FBPasa. Este aspecto unido al hecho que el
NaTCAy 2-propanol no interfieren en estudios espectroscópicos hizo que
se eligieran para analizar los cambios conformacionales. Mediante estudios
espectrofluorométricos y espectrofotométricos se verificó la existencia de
diferentes formas enzimáticas que correlacionaron con diferentes
propiedades cinéticas. El FBP y el Caz" conduce a la enzima a un estado
conformacional que se comporta de diferente manera frente al agregado de
NaTCAo 2-propanol, obteniéndose espectros de diferentes características:
en ausencia del azúcar bisfosfato o el metal bivalente existió una gran ex
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posición de tirosinas hacia el solvente mientras que en presencia de los
mismos (ambos juntos) tal cambio fue de mucha menor magnitud lo cual in
duce a pensar en una accion "controlada" del NaTCAo Z-propanol. Se
pudo verificar por lo tanto que uno de los factores más importantes en el
mecanismo de activación de la FBPasa mediada por caotrópicos o solventes
orgánicos es el orden de agregado de los moduladores. Esto implica la
necesidad de un camino específico de activación. En esta tesis tal camino
fue caracterizado y el modelo propuesto está ilustrado en la figura 36. Se
destaca allí la presencia de un intermediario que es sensible a la ac

tivación por reductores de puentes disulfuro (E3). Probablemente, este
intermediario tenga más accesible a1 solvente que la enzima nativa los
puentes disulfuro que se creen intervienen en la activación. Estos se en
cuentran en una zona muy hidrofóbica de la molécula. Teniendo en cuenta
que los solventes orgánicos y los aniones caotrópicos tienden a exponer
dominios hidrofóbicos en las proteínas, es lógico pensar que el mecanismo

de activación radique en incrementar la proporción del confórmero E3 res
pecto del E2. Una posibilidad cierta es que antes del agregado del NaTCA
ya exista una dada proporción de confórmero E3 y el perturbante sólo
desplace el equilibrio. Teniendo en cuenta que estos perturbantes reem
plazan a la TRX(que es el modulador fisiológico) se puede pensar que
ésta además de su función como disulfuro reductasa pueda interaccionar
sobre la FBPasa induciendo cambios conformacionales; Entre ellos, la

formación de algún intermediario como E3. Esta hipótesis se ve sustentada
por el hecho de que los intermediarios obtenidos en el camino de acti
vación por NaTCAcorrelacionan con la pérdida de especificidad por dis
tintas TRXensayadas.

Intermediario Agregado TRX Competente



(1) Wolosiuk y Buchanan [16]

(2) Schurmann [39]

(3) Mora Garcia (datos no publicados).

En experimentos no mostrados en esta tesis la enzima activada con
NaTCAtiene mayor capacidad de adsorción con las placas plásticas usadas
para la determinación mediante ELISA, lo cual demuestra que en ese es
tado la enzima tiene características superficiales distintas. Además, la
FBPasa tiene capacidad para interactuar con distintos soportes artificiales
en presencia de los moduladores (micelas etc ref tesis gonzalo). Entonces,
con estos resultados y los presentados en 1a presente tesis, se puede
pensar que cambios en la concentración de los moduladores en el estroma
del cloroplasto iluminado inducen cambios conformacionales que (1')es
tabilizan a la enzima y (1'1')permiten la activación reductiva de la FBPasa.

Al mismo tiempo la existencia de diversas conformaciones de la enzima.

permitiría a la misma (1'1'1')interactuar con distintos componentes estruc
turales del cloroplasto u otras proteínas. Este último punto todavía no ha
sido demostrado; por lo tanto, experimentos en este sentido podrían con
tribuir en gran medida a la comprensión de la regulación de la FBPasa.



APENDICE A

Dada una transformación entre dos especies

La. velocidad de desaparición de A:

-d[A]/dt - kon [A] - km [B] - kon [A] - ko“ (T-[A]) 

a [A] (kon+koff) _ koff T

Entonces integrando:

{A}t t
dA

- dt
[A] (kon+koff) ' koff T

[A]o 0

[A] (kon+koff) ' koff T -[(kon+koff) t]- e
[Alo (kon+koff) - koff T

Donde:

T - [A] + [B] (1)

Keq - kon/kof! (2)

{A}eq- T/(Kequ) (a)

reordenando y reemplazando con ecuaciones 1, 2 y 3:

[A] - {A}eq -[(k°n+kof,> t]—"'—_ e
[A]o - {A}ml



Donde el tiempo qUe lleva. realizar la. mitad del cambio total desde el es
tado inicial al del equilibrio es:

([A], - [A]”)/2 ¿manana t]—— - 0.5-e
[A], - mL,q

ln (2)
' t"0.5

(kon+ko!f)

Se observa que este tiempo es independiente de la. conCentración inicial de
A, B y del total y por lo tanto de la ralación inicial entre la. concentraeión
de esas dos especies.



APENDICE B

ORDEN DE REACCION PARA UNA ENZIMA CON

DOS FORMAS INTERCONVERTIBLES

Se presenta el caso de una enzima que durante el transcurso de la reac
ción puede interconvertirse entre una forma inactiva y una activa:

—LEir- Ea

donde la transformación (o modulación) de Ei a Eal(activación) procede en
presencia del sustrato (aquí modulador) y la transformación de Ea a Ei
(desactivación) procede en ausencia del mismo. El esquema general de la.
reacción sería:

n S
Yv—\-—stn

desactivación kn T 1 ¡(A activaciónn S
z ‘—Lzsn

kv
P

catáh'sís

Donde se representa a Y como la forma. enzimática inactiva, a Z como la
forma enzimática activa (que puede conducir a la formación de producto
P), y a S como el sustrato. De esta manera la concentración de la forma
inactiva (Yt), de la forma. activa (Zt) y la concentración total (T) son res
pectivamente:

Yt == [Y] + [YSn] (1)

Zt = [z] + [zsn] (2)

T=Zt+Yt (3)



Asumiendoque la unión del sustrato se pueda describir con una ecuación
de Hill con exponentes n para la enzima inactiva y la enzima. activa pue
den definirse las siguientes ecuaciones:

[st} [8]“
— = (4)a=- ——

Yt K1“ + [S]n

[ZSn] [8]“B_ __ =.____ (5)
Zt K2“ + [S]n

[Z] K2“(l-B)- — = ——— (6)
Zt K2“ + [S]n

Donde o. es la fracción de la enzima inactiva (Y) que unida al sustrato es
capaz de transformarse en Z. Por otro lado, B es la fracción de la enzima
activa que unida al sustrato es capaz de realizar catálisis y (l-B) es la
fracción de la enzima activa que puede transformarse a Y al no estar

unida al sustrato. K1y K2son respectivamente la cantidad de sustrato
para lograr la semisaturación de las formas Y y Z. Asumiendo que la in
terconversión entre las diversas formas enzimáticas son los pasos más
lentos de la reacción y que la unión del sustrato a la enzima es rápida, se
puede considerar que las formas Y entre sí se encuentran en equilibrio
rápido al igual que las formas Z. Entonces, aún en el estado estacionario,
se cumplen las ecuaciones anteriores.

Por definición, al alcanzar el estado estacionario, la concentración de cada
una de las especies enzimáticas se mantiene constante. Por lo tanto, la
suma de las formas Z se mantiene constante debido a que la velocidad de
formación es igual a la de desaparición.

kh msn] =- kn [z]

reemplazando con las ecuaciones 4 y 6 se obtiene la relación en el estado
estacionario de las formas activas e inactivas.

a ¡{A Yt - (1-13) kn ze;



kA a Zt

kn (1-13) Yt

reemplazando en la ecuación 3 y reordenando se obtiene finalmente la pro
porción de enzima activa respecto del total (0)

Zt Zt ¡(A a

T Yt + Zt kb (1-3) + k¡ a

Por otro lado, La velocidad de catálisis (v) y la velocidad máxima (VM)es
tán dadas por:

v-kp[ZS] VH-ka

Dividiendo miembro a miembro las dos ecuaciones anteriores da:

v/v; = [ZS]/T

reemplazando con ecuaciones 5 y 7

v/VH=<DB

o también:

¡(A a
v/vg - ---——-———-—-— o B

kn (1-l3) + kA a

Dividiendo en numerador y el denominador con ¡{Ay luego reemplazando
con ecuaciones 4, 5 y 6 resulta una ecuación que relaciona la fracción de
velocidad en función de la concentración del sustrato:

[S]n [8]“

han + [s]n ha" + [8]“
v/ VN I

Kzn [S]n
kD/kA ° +

5;" + [S]n La" + [S]n

Sacando denominador común en el denominador:



[S]n [8]"

(ñfi“+[S]“) (K;"+[S]“)
V/VM =I

[s1n (¡{2" + [5]") + K2“ (kA/kn) “(1" + [5]")

(Kz"+[s1") (K1"+[s1")

Simplificando queda:

[5]“ [8]“
v/VH :

[ 1 [3]" K2" + [5]" [5]" + (¡CD/lg) K2“ K1" + (kn/kA) K2“S n

Reordenando resulta. en:

[S]2n
v/VH =

[S]2n + [8]“ K2“ (1 + kD/kA) + K2" K1“ Ich/kA

o también:

1

v/ VH —
K2“ (1+kD/kA) K2“ K1“ ¡(D/11KA

+

[8]" [812"

Donde se obtiene una ecuación que es una división de polinomios de grado
2a. En este caso se obtendrían curvas de v f([S]) cuyos n de Hill
aparentes estarían comprendidos entre n y 211dependiendo de las otras
constantes. Es decir, en estos casos, e] exponente de Hill que se mida en
la reacción general, puede superar al de los dos pasos individuales.



APENDICE C

Para una transformación inducida por un perturbante de una especie (A)
a un único producto (C) a través de dos caminos irreversibles, el esquema
general de reacción es:

®k1

En el cual las formas B y P representan un estado intermediario y el
I' Hperturbante, respectivamente. Se usó el subíndice o para referirse al

tiempo 0 y para el análisis de este modelo la.siguiente terminología:

t: tiempo de reacción

A: concentración de A ; k1: constante cinética del paso A B

B: concentración de B ; k2: constante cinética del paso B C

C: concentración de C ; k3: constante cinética del paso A C

Si se comienza la reacción con el compuesto A y sobre 1a base del balance
de masa, la distribución de las diferentes especies es:

a t=0 A=Ao; B=0; C=0
a t=t A°=A+B+C ec.1
a t=m A=0; B=0; C=A0

Por otro lado si la. concentración de P es mucho más grande que Ao, la
concentración del mismoes considerada constante.

A todo momento la dependencia de la concentración de las especies
respecto del tiempo de reacción está dada por:



dA/dt = - klA - k3A

Por lo tanto: A = Ao . exp[-(l1r1 + k3)t] ec.2

dB/dt = klA - sz

Por lo tanto: B = AÜk1. (¡cz-ltl-ka)’1 . [exp[—(kl+k3)t] - exp(-k2t)] ec.3

A partir de la ec.1, C = Ao - B - A

Luego

C = Ao - Aok1 . (kz-¡cl-I{¡,)'1 . [exp[-(k1+k3)t] - exp(-k2t)] 

- Ao . exp[-(k1+k3)t] ec.4

Para obtener ecuaciones que sean independientes de la concentración
inicial del reactante (Ao), las ecuaciones 2, 3 y 4 se normalizaron:

a = A/Ao = exp[‘(k1+k3)t] ec.5

b = B/Ao = k1 . (kz-kl-kaT1 . [exp[-(k1+k3)t] - exp(-k2t)] ec.6

c = C/Ao = 1 —[kl(kz-k1-k3)‘1 + 1] . exp[-(k1‘+k3')t] +

+ k1(k2-k1-l-r3)‘1 . exp(-k2t) ec.7

Para el caso particular de una enzima, se definió a, B y 1: como 1a
actividad específica de las formas A, B y C, respectivamente. Así, la
actividad específica total (6), al tiempo t, es:

9=aa+f3b+tc ec.8

Sustituyendo en la e'c. 8 los términos desarrollados en las ecuaciones 5, 6
y 7 la actividad específica de la enzima está. descripta por:

e = 1: + [(a-r)+(B-1:).k1.(kz-k1—k3)'1] . exp[-(k1+k3)t] +

+ 11:1.(11'2—kl-k3)'1.(t-B) . exp(-k2t) ec.9



Para usar la ecuación 9 en la determinación de las constantes (k1, k2, k3)
se requiere el conocimiento de la actividad correspondiente a cada forma
de enzima ((1,3,17),o si no, la relación entre ellas. Un programa fue
desarrollado para el ajuste de curvas que minimizala diferencia entre los
valores generados por la. ecuación 9 y los datos experimentales,
proveyendo las constantes cinéticas correspondientes. Tal programa de
computadora facilita el análisis de ecuaciones que poseen hasta dos
variables independientes usando el método de regresión no lineal de
Gauss-Newton (ver proc. exp).
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