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REUMEN .

Eh  esta  tesls  se  ha  reallzado  un  estudlo  de  la  de8carbexllasa  difos

fomeval6nlca  (ATP  i  5-dlfoBfomevalonato  carboxllla8a  (d®shidratante )

EC  4.1.1.33)  desde  un  punto  de  vista  cin6tico,  que  constltuye  una  prlmi

raL  aproxinaci6n  al  necaLnisno  de  accl6n  de  e8taL  enzlna..

El  presente  trabajo  tuvo  tres  ot)jetlvos  prlnclpaLles.  El  prlmero  rue

aetemlnar  cua.1  de  los  complejos  Gel  MgATP  e8  el  su8trato  verdaLdero  y

edemas  deteminaLr  el  efecto  Gel  exceso  Gel  ATP  y  del  metaLl  bivalente  so-

bre  laL  actlvldad  de  la  enzlma.  El  segundo  rue  dl8cemlr  el  necaLnlsmo

cln6tlco  y el tercero  rue  detemlnar  la  est"ctura del  conplejo  metal-

nucle6tldo  en  el  sitlo  a,ctlvo  de  la  enzima.

El  8ustraLto  verdadero  de  la  descaLrtx)xilaLsa  dlfosfoneval6nlca  result6

ser  el  MgATP-2.   Ademas,  medlante  varlaclones  en  el  pH,  se  descart6  que

el  MgHATP-  taLmbl6n  fuera  un  sustrato  de  la  enzima,.   Ios  estudlos  realiza

dos  con  el  objeto  de  detemlnaLr  los  efectos  del  ATP  llbre  y  Gel  meta.I

1ibre  8ugirleron  que  el  ATP  llbre  actda  coma  un  activador.  for  otra  paLE

te,  se  demostr6  un  efecto  lnhibldor  produciao  pop  el  Zn+2  1|bre.  e|  Cd+2

llbre  y el  in+2  llbrei  mlentras  que  el  Mg+2  litre  no  present6  este  efecto

inhibldor.

La  capa.cldaLd  relativa  de  los  iones  metflicos  blvalentes  para  aLctuaLr

en  la  reaccl6n  catallzada  par  la  descaLrhoxilasa  dlfosfoneval6nlca  fue

evaluada  en  t6rminos  del  cuociente  V/qn  paLra  los  conespendlentes  com-

plejos  (metal-ATP)-2.  Estos  fueron  ae  100  pera  rm+2.  de  37  pa,ra  od+2.

de  14  pan ng+2  y de  1.7  para  zn*2.
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El  8egundo  objetivo  8e  abord6  mediante  e8tudlo8  de  lnhlt>1cl6n  por

anflogos  de  log  sustra.tog.   En  foma.  prevlaL  a  estos  estudios  Be  confim6

que  la  unl6n  de  loo  eustratos  a  la  enzlna  ocume  en  fozma  Becuenclal,

all  obtener  unaL  parabola  en  unaL  griflca  del  recfproco  de  la  velocldad

con  respecto  all  recfproco  de  la  concentracl6n  de  uno  de  log  8u8tratos,

cuamdo  ee  varl6  la  concentracl6n  de  ambos  8uBtrato8  ®n  una  raz6n  con8-

tante.   log  experimentos  rea,lizados  con  MVAP,  un  aLnflogo  del  MVAPP.   1n-

dicaLron  una  lnhibicl6n  competitiva  con  respecto  all  MVAPP  y  una  lnhlbi-

cl6n  mlxtaL  con  relaLci6n  all  ATP.   I-os  resultados  obtenldos  con  dos  an€-

logos  del  ATP,  el  AMP-Pop  y  el  ATpys.  indlcaron  unaL  lnhibicl6n  conpe-

tltlva  con  respecto  al  ATP e  lnconpetltiva  con  relacl6n  al  HVAPP.  Estos

resultedos  nos  llevaron  a  conclulr  que  el  necanlsno  cin€tico  de  la  des-

carboxilasa  difosfomevaL16nica  es  secuenclal  ordenado,  siendo  el  MVAPP

el  primer  sustra.to  que  se  une  a  la  enzima.

El tercer objetivo  fue  detemina,r  la  estmctura  del  complejo  neta,l-

nucle6tldo  en  el  sltlo  actlvo  de  la  enzlna.  Para  ello,  se  usaron  los

aLnflogos  fosforotioatos  del  ATP.  Se  encontr6  que  la  activldad  cono  sus-

tratos  de  estos  an£1ogos  dismlnuy6  a  medida  que  el  reenplazo  de  un  oxf-

geno  por  azufre  en  el  ATP  canbia.ba  de  la  poslcl6n   Of a  la  y.

Amtx)s  diastere6neros  del  ATEJ{ S  fueron  sustratos  de  la,  enzina  y  la.

comparacl6n  de  los  cuocientes  V/Kin  no  mostr6  reversi6n  en  la  estereose-

1ectlvldad  del  ls6mero  por  la  enzlma  al  reenplazar.  el  Mg+2  por  e|  Cd+2,

lo  que  sugiere  que  el  netaLl  no  se  coordlnaL  al  fosforllo  o<  del  nucle6tldo.

Pan  el  estudio  con  los  diaLstere6meros  del  ATPA S  rue  necesaLrlo  camblar

el  Cd+2  per  el  Zn+2  debido  a  problemas  en  el  en8ayo.  Eh  este  caso  solo
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fueron  Bustra.tog  el  Mg(Rp)ATPAS  y  el  Zn(Sp)^TPA S.   Esta  reversl6n  en  ha

estereo§electlvidad  al  canbiar  el  catl6n  lndlca  que  el  metal  se  coordlna

al  fo8forilo  A  del  ATP.

I.os  resultados  anterlore8  8uglrleron  que  la descarboxllasa  dlfo8fo-

neval6nica  usa  como  8ustrato  al  186mero  lantrda  del  complejo   A,y-biden-

tado  del  rig^TP-2.    in  contraBte  con  la  preferencla  por el  i86nero  lambda

pana  la  reaccl6n  enzimatlca,  los  estudlos  de  inhlt>icl6n  con  los  diaste-

re6meros  del  ATPA S  lndicaron  que  el  is6mero  delta  se  une  con  una  afi-

nldad  lgual  o  mayor  que  el  1s6mero  lalnbdaL.

ha  descart>oxilasa.  difosfoneval6nlca  fue  inactlvada.  por  dlversos  tlo-

nucle6tldos  encontrfndose  el  slguiente  orden  de  efectlvidaLd  como  lnacti-

vadores   :   (Rp)ATP4 S   >   (Sp)ATPAS   e7  ADP¢S   zy Arms  >   ATprs.   I-a  pro-

tecci6n  de  laL  inactivacl6n  ejerclda  por  los  8ustra.tos  podrla  lndicar

que  el  gmpo  reactivo  estf  en  o  cerca  del  sltio  a.ctivo.  A  su  vez  la  pro-

teccl6n  ejerclda  par  el  DTT sugerirfa.  que  el  tionucle6tido  estuviese

lnteractuando  con  grupos  sulfhldrilos  funcionales  de  la  enzina..

XVII



USTRACT

A  klnetlc  Study  has  been  carried  out  on  mevalonate-5-dlphosphate

decartoxylase  (ATP  :  dipho8phonevalonate  carboxy-1yase  (dehydmting)

EC  4.1.1.33).  as  pa.rt  of  a  flr8t  a,pproxlnatlon  to  the  mechanlBm  of  action

of  this  enzyme.

ThlB  work  had  three  main  prrpo8es.  The  flrBt  one  rae  to  Sort  out

which  of  the  complexes  fomed  between  Mg2+ aLnd  ^TP  ls  the  true  substrate

and  to  detemine  the  effects  of  free  metal  and  free  ATP  in  ca,talysis.

The  second  one  was  to  detemlne  the  kinetic  mechamlsm  of  the  enzyme  and

the  third  one  res  to  aLscertaln  the  aLctlve  metal-chelate  structure  for

ATP  in  the  active  Bite  of  the  enzyne.

The  first  ot>jective  was  a,pproached  t)y  carrying  out  aL  series  of  kinetic

experiments  to  meaLsure  the  effects  of  free  metal,   free  ATP  aLnd  ngATP,

varied  over  a  wide  concentration  range,  on  mevalonate-3-diphosphate

decaLrboxylase  activity.     We  found  that  MgATP2-  1s  the  substrate,  neaLnwhile

free  dlvalent  cations  inhibited  the  enzyme  (  Zn  )  Cd  >  Mn).  On  the  other

hand.  free  nag  ls  not  a.n  lnhlbitor.  Our  results  also  suggested  that  free

ATP  acts  aLs  art  activator  of  the  enzyme.

The  relative  efficiency  of  Mg2+.  m2+.  Od2+,  and  Zn2+ as  activating

metal  ions  was  evalua,ted  ln  tem§  of  V/]h  for  the  corres|x)nding  metal-ATP2-

complex6s.   The  relative  ratios  were  100  for  Mn2+.  37  for  Cd2+.  14  for

Hg2+ and  1.7  for  Zn2+.

The  second  prrpese  of  this  study  res  to  detemine  the  kinetic  mechaLnism

of nevalonate-3-diphosphate  decarhoxylase.  Then  the  concentration  of  troth

substrates  rag  varied  ln a  constant  ratio.  the  reciprocal  plot  could  be
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fitted  to  a  parabola..  eupportlng  a  sequentla,I  mechanism.

Inhit>1tlon  studies  I.rith  Bubstrates  anaLlogues  were  caLrried  out  to

detemlne  the  order  of  lnteractlon  of  the  eutstra,tee  with  the  enzy[rie.  When

MVAP  vee  used  &s  a  MVAPP  analog,  ve  found  lt  to  behave  &s  a  competitive

lnhlbltor  agalngt  MVAPP  and  as  aL  nixed  one  with  respect  to  ATP.   ^Tpys

and  AMP-Pop  Were  used  as  ATP  analogue8,  and  ln  tx)th  caBe8  competltlve

lnhittition  agaLlnst  ATP    and  uncompetitive  inhibition  with  respect  to  MVAPP

tiere  found.  These  results  indicate  that  the  addition  of  the  substrates  to

the  enzyme  is  ordered  with  MVAPP adding  first.

The  diastereoners  of  phosphorothioate  analogues  were  used  a§  probes

of the  stmcture  of  the metal nucleotlde  8ubstrate  at  the  active  site  of

the  enzyme.  mzylne  activity  with  the  thio-ATP analogues  decreased  when

the  site  of  sulfur  substitution  res  changed  from  the  cf   to  the   r  position.

Both  dia,stereomers  of  ATped S  acted  as  substraLtes  and  no  stereoselectivity

res  obser`red  when  the  ATPo(S  isomers  were  used  ln  the  presence  of  Hg2+

or  Cd2+,  Suggesting.that  the  metaLls  are  not  coordinated  to  the d  phosphate.

In  the  study  with  the  lsoners  of  ATPA S.  Zn2+ res  changed  for  Od2+ because

of  the  Cd2+-mediated  hydrolysls  of  Air4 S.  For  the  ATPA S  diastereoners,

a  metal-dependent  reversal  of  activity  res  observed.  While  Mg(Rp)ATPA S

was  a  substrate,  the  Hg(Sp)  diastereoner  Ira,s  not  a  substrate  at  all.

Conversely,  Zn(Sp)ATP4S  behaved  as  a  substrate  and  Zn(Rp)ATPAS  did  not

act  as  such.  The  observed  reversal  of  activity  for  the  ATPAS  dlaLstereomers

provides  evidence  thaLt  the  metal  ls  complexed  to  theA  phosphate  of  ATP.

From  the  atrove  results  lt  is  proposed  that  nevaLlonaLte-5-dlphosphate

decarhoxylaLse  requires  the  lanhia  A.y-bidentate  HgATP chelate  st"cture.
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The  enzyne  18  lnactlvated  by  various  thlonucleotld®s  and  the  order

of  effectlvenes8  a8  1nactiva,tors  ls   :   (Rp)ATPA S   >   (Sp)ATPA S   S  ADPA S

S  AMrs   >   ATP¥ S.   Both  substrate8  protected  the  enzyne  agaLinst  lnaLctivatlor,

by  (Rp)ATPA S.  As  dlthiothreltol  prevents  the  enzyne  lnaLctlvation,  these

results  are  interpreted  as  being  the  consequence  of the  interaction  of

the  above  nentloned  analogue8  ulth  ee8entlal  thlol  groups  of the  enzyme.
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IN TRODUCCION .

El  grupo  de  productos  naLturales  conocido  como  18oprenoide8  in-

clu]re  a  todas  equell&e  .ubBtancl&8  cuya  blo8InteslB  .e  derlva  del

compuesto  de  clnco  ftonoB  de  carbono  denoninaLdo  IPP.   Estos  18oprenoldes

8e  encuentz"  dlBtrlbuldo8  ant)llanente  en  la  naturalezaL  y entre  ello8

tenemo8  aL  log  e8teroldes,  carotenoldee,  terpenoe  y  glberellnae.

ha  descaLrtoxilasa  dlfosfomeval6nicaL  (ATP  :   3-dlfosfomevalonaLto

cartx)xlliasaL  (de8hidmtante)  (EC  4.1.1.33))  catallza  h  descartoxllacl6n

del  MVAPP  en  preBencla  del  ATP  y  un  metal  tflvalente  mra  produclr  IPP

y  otro8  productos,  de  &cuerdo  a  la  ecuacl6n  :

Me+2
MVAPP    +    ATP       ----- i        IPP+    ADP    +    cO2     +    Pi

Se  ha  encontrndo  la  presenclaL  de  descarboxilasa  dlfosfoneval6nlca

en   :   cereho  de  rata  (RanachaLndran  y  Shah,   1977i   Shana  Bhat  y  Ranasana,

1979),1ntestlno  de  polio  (Gonz£1e2i-Pacanowska  y  col..1985).  y  en  hojas

ae  Crmtopogon citratus (Lalltha  y  col,  1983).  La.  enzlna  ha  sldo  purlflcada

parclainente  a  partlr de  levadura  (Bloch  y  col.,1959),latex  de  Hevea

braslllensis (Skllleter  y  Kekwhck,1971)  e  hlgalo  de  cerdo  (Popjck,

1969i  Beytfa,   1972).     Adenfs.  1a  descaLrtx}xilasa  difosfoneval6nlca  ha

sido  purlflcada  a  honogenelded  aL  pa.rtlr  de  hfgado  de  rata  (Shana  Bhat  y

RamaLsaLma.1980)  y  de  hlgaLdo  de  polio   (Alvear  y  col..1982).

La,s  descartoxllasas  obtenidaLs  de  dlferentes  fuente8  presentan  algunas

propledades  8enejaLntes  taLles  como  pH  6ptlno.  requerlniento  de  netales

y de  nucle6tldos.  Asf .  lag  enzlnaLs  de  latex  de  Hevea  bmsllien81s

(Skllleter  y Kektlck,  1971),  hfgaLdo  de  cerdo  (Popjck,1969),  cereho  de
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mta  (RaiDachandrm  y  Shah,   1977).  hlgado  de  rate  (Shana  Bhat  y  Ran&8aLrma,

1980),  e  hfgado  de  pollo  (Alvear  y  col..1982)  requleren.  paLra  su  actl-

vldad,  la  presencia  de  `=n  metal  blvalente,  Blendo  Hg+2  a  in+2  casi  |gua|-

nente  efectlvoB.  Eh  cuanto  al  roquerlnlento  de  nucle6tldo8,  e8tac  enzl-

naB  pe8entan  unaL  maLrcada  preferencla  por  el  ^TP.

El  lntervelo  dptlno  de  pH  pan  ]e  enzln&  de  hlgrdo  de  polio  ee  ®x-

tlende  de  4,0  a  7,0  (Alvear  y  col..1982).  Este  6ptlmo  de  pH  es  also

diferente  del  encontrado  para  lag  enzlnas  de  hrgado  de  rataL  (Shena  Bhat

y  Ranasama..   1980),  cereho  de  mta  (RanaLchandrm  y  Shah.  1977)  y  14tex

de  Hevea  bmslllensis (Skllleter  y  Kekrick,  1971)  lag  cuales  pesentan

pH 6ptlnos  en  el  lntervalo  de  5.3  a  6.5.    ES  de  lnter€s  recalcar que

estoB  autores  emplearon  Solo  anortlguaLdopes  cltra,to  y  fosfato  pare  Bus

detemlnaclones  y que  se  demostr6  con  posteriorldad  que  el  cltrato  lnhlbe

a  lag  enzimas  de  polio  y  de  rata  a  valores  de  pH  lnferlores  a  5,0  (Alvea.I

y  col.,1982).

ha  descartoxilasa dlfosfomeval6nlca  de  hlgrdo  de  polio  tiene  un  peso

noleoular  de  85.000  ± 2.000  y  est€  conpue8ta  de  dos  8ubunldade8  (Alvear

y  col.,1982).  a  diferencla  de  lo  publlcado    papa  la  enzina  de  hlgado

de  rata.  h  cual  es  un  tetralero  de  peso  molecular de  126.000  (Shana

Bhat   y  RaLmasaLma,   1980).

La  enzlma  de  hlgado  de  polio  pesenta  cln6tlca  hlperb611ca  pare

entx}s  su8tmtos,  con  Xn  verdaderas  de  1.41  I  10-5  M  pan  el  rvAPP  y  de

5,04 I  10-4 M  para  el  ATP.    h  repesentaLcl6n  grfflca  de  log  datos  cin6-

tlcos  lndlca un  necanl8no  8ecuenclal  pana  la  unl6n  de  los  sustratos  a

la  enzlmaL  (Alvear  y  col.,1982).
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E8tudloe  re&11zados  por  RanaLchandran  y  Shah  (1976)  hlcleron  euponer

que  la  descarboxllaBa  dlfoBfoneval6nlca  prdlera  deBempefiar  un  papel

regulador en  la  bioefnteBle  de  lBoprenoldes  en  nanlfepos.  E8toB  &utores

otreervaLron  que  la  foBforilacl6n  del  rvA  y  del  rvAP no  ®m  dlferente  en

prepaLmcloneB  de  hlgado  de  znta8  lactaLntes  y  deetetadas,  nlentraB  que

]e deBcartx)rihcl6n  del  XV^ reeultd  8er rmcho ld8  alta  ®n  rataLB  de8te-

tedaB,  8uglriendo  entonceB  una  lnfluenclaL  del  estado  nutrlclona.I  del

aninaL1  8obre  la  descarboxilasa  difo8fomevaL16nicaL.

Sin  emba.rgo,  eBtudlog  flslol691co8  realLeados  en  hlgado  de  rate  ham

lndlcado  que  la  descarboxilasa dlfosfoneval6nlca,  al  lgual que  las  dos

qulnasas  que  la  peceden  en  ]a  bloBfnteBIB  del  colesterol,  presentan

variaclones  en  8u  actlvidad  de  aouerdo  al  estado  homonal  a  nutrlclonal

del  animal.    Asf ,  se  ha  demostrado  que  la  actlvldad  de  estas  enzlnas

(qulnasa  neval6nlca,  qulnaLsa  fosfomeval6nlca  y  descarhoxilasa  dlfosfo-

meval6nica)  digmlnuye,  al  lgual  que  la  colesterog€nesls  hepftica,  cuando

lag  rataLB  se  eoneten  a  ayuno,  8e  aLlinentan  con  unaL. dicta  que  contlene

colesterol  a  Be  leg  induce  dlaLbetes  mediante  e8treptozotoclna.    For el

contrarlo.  lag  actlvldades  de  estas  enzimaLs  aunentan  cuaLndo  log  aLnlriales

se  alimentan  con  una  dieta  que  contiene  colestiramina.    Pe  esta  foma

se  demuestra  que  la  descartorilasa  difosfomeval6nicaL  ee  comporta  en  foma

siml]ar a otras  enzlnas  de  la via,  1o  que  suglere  que  h  regulaci6n  de

laL biosfntesls  del  colesterol  se  reallzia  por va,rlaclones  concertedas  de

g"poB  de  enzlnaLs  de  la  "ta  (Jat]alqulnto  y  Cardemll,  1981).

Arfu  cuando  la  descartx}xllaLsa  dlfo8foneval6nlca  no  presente  un  paLpel

regulndor  ®n  laL  bloB±nte81s  de  lsoprenoldes  en  Banlfero8,  la  enzldiaL
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peeenta.  un  gran  lnter6s  de8de  el  punto  de  vl8ta  de  .u  Recanl8no  de

accl6n,  yaL  que  exl8ten  poca8  descarboxllaclone8  BlnllaL])e8  a  6staL  dentro

de  lag  reacclon®8  del  netatx)lleno  lntermedlaLrlo.   IIa,  reaccl6n  catallzada

per  laL  carboriqulnaBa  foefoenolplrfvLca  prdlem  con81d®nrBe  uno de  ho

nfs  81nllares,  &tfu  cuando  en  eete  caBo  8e  llbera,  un  producto  fo8forllado

a  ®xpeneae  del  ATP,  ®1  foefoenolplruv&to.

Desde  el  punto  de  vista  de  la  qurfulca  orgrfulcaL,   laL  descarboxllacl6n

del  rvAPP podrfa  conslderarse  una  reaLccl6n  an£1oga  a  la  descartoxllacl6n,

en  a,cetonaL  y en  nedlo  alcallno,  del  derlvado  dlbronedo  del  dcldo  tran8-

cinchlco  (el  2,3-dlbrono-3-fenllpentaLnoico)  papa  daLr  A -bronoe8tlreno

(Crl8tol  y Nond8,  1953).    Eh  eBte  caeo.  ha  de8cartx»[1laci6n  prfuce

excluslvamente  s±!;-4 -ttromoestlreno.  Io  que  lndlca  rna  ellmlnacl6n  del

caLrhoxilo  y  del  bronuro  de  tire  anL±i.  en  anaLloglaL  a  la  elinlnacl6n  de  log

grupos  carboxllo  e  hldroxllo  del  MVAPP en  la  reaccl6n  catallzada  enzin£-

tlcanente  (Corn forth  y  col. ,  1966).

El  necanl8mo  de  la  reaccl6n  cat&11Z&da  por  1&  descartoxilasa  difo8fo-

neval6nlca  contlnrfa  8iendo  un  lntemogante,  a  pesar  de  que  log  prfueros

e8tudlo8  al  respecto  se  hicieron  a,  conlenzos  d.e  ha  d6cada  de  1960.  Eh

e8tos  e8tudlos,  Konrad  Bloch  y  8u  g"po  (Llndberg  y  col..1962),  pudieron

deno8trar que  al  u8aLr
[3-18o] HVAPP  con  rna  prepana,cl6n  obtenida  de  leva-

duraLs,  el  origeno  del  grupo  hldroxilo  en  la  poslci6n  tres  del  MVAPP  8e

tran8flere,  luego  de  h descartoxllacl6n,  al  fosfaLto  lnor8rfulco  llberado.

Sobre  la  baLse  de  e8te  experlnento.  log  autores  Buglrieron  dos  peglble8

|ecanltho8  paLra  la  reaccl6n  de  descarboxilaLclch,  cono  puede  verse  en

laL  Figun  1.
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I-os  dos  mecanismos  propuestos  difleren  en  que  en  uno  de  ellos

(Figura  la)  hay  fomaci6r,  de  un  lntemediario  trifosforila.do  y  eri  el

otro   (Flgura  lb)  la  desca.rhoxllacl6n.   1a  rotura  del  enlace  C-O.  y  la

forma.ci6n  del  enlace  0-P  son  procesos  concertados.   En  este  rfltimo  caso

el  ATP  no  estf  actuando  como  un  agente  fosforilante  slno  que  solo  est£

proporclonaLndo.  a,  tra.v6s  de  su  fosforilo  ten.inal,    un  agente  electr6-

filo  cape  de  atraer  electl.ones  desde  el  enlace   C3-O  del  MVAPP  papa

generar  de  esa  manera  un  centro  de  cargas  pesitivas  en  el  C3  y  faLvorecer

entonce§  la  descarboxilaci6n  y  fomaci6n  Gel  enlace  doble.   Respecto  a

estos  mecanismos,  es  de  inter6s  hacer  notar  que  Popjak   (1969)  infoma

que,  al  usar  una  preparacl6n  de  desca.rboxilasa  difosfomeval6nica  de  hf-

gado  de   cerdo.   1a  fomaci6n  de   C02  y  de  AI)I`  a.parecen   como   procesos  siri-

cronizados  en  un  anplio  intervalo  de  pH,   lo  que  apoya.  el  mecanismo  con-

cerrtaido  de   la  Fiqura   lb.   Sin  emt)a.rgo,   aLtin   cuando  el  mecanismo   fuese  el

de  la  Figura  la,   serla  muy  dificil  demostra.r  que  existe  un  retra.so  entre

la  producci6n  de  ADP  y  la  de  C02   con  el  equipo  descrito  per  Popuigk   (1909).

Un  intent.o  de  atrapar  un  posible  inteme5iario  trifosforilado  usando  un

an£1ogo  no  descarboxilable  del  MVAPP  dl6  resultados  negativos   (Hellig.

1962 ) .

Uno  de   los   fa,ctores  que  ha  impedido  estudiar  el  mecanismo  de  acci6n

de  esta  enzima  ha  sido  la  falta  de  una  preparaci6n  estable  y  de  alto

grado  de  purezaL.   Al  respecto  es  int.eresaLnte  destacar  Que   laL  descarbexilasa

de  hfgado  de  I.ata  ha  sido  purificada  a  homogeneidad,   pero  la  prepara.ci6n

obtenida  es  extrema.damente  lnestable.  ya  que  pierde  el  99¢  de  su  a.ctl-

vidad  en  12  hora,s   (Shana  Bhat  y  Ranasama..   1980).     For  otra  parte,
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Alvear  y  col.    (1982)   ham  obtenidg  a  partlr  de   hlgado  de   polio,   uria   pre-

paraci6n  aLltanente  pijrificada  cuya  actividad  especrfica  es  cien  veces

Jr,ayor  que   la  de   la  enzima  homoge'nea  de  hfgado  de  rata   (Shana  Bhat  y  Ra-

nasa,rna,   1980).     ha  protefna  de  hfgado  de  polio  es  homog6nea  en  electro-

foresls  en  geles  de  poliacrilanida  en  condiciones  nativas,  sin  embargo

medlante  electroforesis  en  condiclones  desnaturantes  se  observa,  una  pro-

tefna  contajninamte   (15¢  de  la  protefna  tota,1).   Esta  preparaci6n  enzim£-

tica  puede  mantenerse  un  afro  a  -20°  sin   p€rdida  de  actividad  y  no  I.e-

quiel`e,   pa.ra  su  actlvida,d  o  esta.bilidad.   Ia  presencia  de  reactivos  que

contengan  sulfhidrilos   (Cardemil  y  Jaba.Iquinto,   1985).

En  nuestro  laboratorio  nos  ha  interesado  estudiar  el  mecanismo  de

acci6n  de  la  descarboxilasa  difosfomeval6nica  primeramente  desde  el  punto

de  vista  qufnico.   Mediante  experimentos  de  modificaci6n  qulmica  reali-

zados  con  un  reactivo  especrfico  para  a.rgininaLs   (fenilglioxa.i)   hemos  de-

mostra,do  que   la  enzima  de   h±gaLdo  de   polio  se   inactiva     ra'pidamente   siguiendo

una  cin6tica  de  pseudo-primer  orden.     ha  enzima  parciallnente  modificada

no  presenta  una  va.riaci6n  significativa  en   las  Kin  a.parentes  para  aLmbos

sustratos,   sugiriendo  que  en  ta,les  circunstanciaLs  solo  son  a.ctivas  l.as

mol6culas  de   enzima  no  modificada.s   por  el   reactivo.      Tant.o   el   MVAPP  como

el  ^TP  protegen  totalmente  de  la  inactivaci6n  lo  que  sugiere  que  la  ar£1-

nina  esencial  estf  er.  o  cerca  del  sitio  activo   (Jabalquin.Lo  y  col.,1983).

Atin  cuando  la  descarboxilasa  difosfoneval6nica    de  hfgado  de  pello  no

requiere  para  su  actividad  la  adici6n  de  reactivos  que  contengan  sulfhi-

drilos   (Cardemil  y  JabaLlquinto.   1985).   Ia  enzima  se  inactiva  con  reactivos

altanente  selectivos  pa.ra  grupos  sulfhidrilos  ta.1es  como  D'ENB    y  metil-



metanotiosulfonato   (^lvear  y   col.,198o).

I,a  inactivaci6ri   con  metilmet.anotiosulfonato  es  de   pseudo-primer

orden  a  todas  las  concentra.clones  del  inactivador  emplea.das.     El  orden

de  la  reacci6n   (respecto  al  inactivador)  es  de  dos,   1o  que  indica  que  la

modificaci6n  de  dos  grupes  tioles  por  sitio  activo  es  necesaria  para  pro-

ducir  la  inactivaci6n.     ^1  respecto  es  lnteresante.hacer  notar  que  laL

enzima  es  tambi6n  inactivaLda  por  reactivos  especrficos  pera  ditioles

vecinos  co.mo  arsenito  y  Cd+2.     Est,os  I-esultados  sugieren   la  presencia  de

un  grupe  ditiol  vecino  en   la  enzima   (^1veaLr  y  col.,1986).

Recientemente.   Iyengar  y  col.   (198o)   investi:aron  el  meca.nismo  de

tramsferencia  del  grupo  fosforilo  terminal  del  ^TP  al  oxfgeno  del  C3  del

WAPP,   llevando  a  caho  la  reacci6n  en  presencia  del  is6mero   (Sp)-adeno-
r--

Sina-5'-O-[3.t7o2,   18o]-tiotrifosfato  en  lugar  del  ^TP.     has  autores

encontraror.  que  el  tiofosfato  producido  en   la  I`eacci6n  enzima'Ltica  ten fa

configuraci6n  Rp,   con  lo  que  se  demuestra  a.ue   la  reacci6n  enzim€tica

ocurre  con  inversi6n  de  la  6onfiquraci6n  en  el  P.     Este  resultado  apeya

fuertemente  un  meca.nismo  de  transferencia  dir.ecta  del  fosforilo   y  del

ATP  al  hidroxilo  terciario  del  MVAPP.

Anteriomente  sefialanos  que  la  descarboxilaci6ri  y  deshidrataci6n

cataliza,da  per  la  descarboxilasa  difosfomeval6nica  es  rfuica  dentro  de

la.s  reacciones  del  metabolismo  intemediario,  guardando  cierta.  analog fa

solo  con  la  reacci6n  catalizadaL  per  la  carboxiquina,sa  fosfoenolpirtivica.

Cabe  entonces  destacar  la  presencia  de  un  ditiol  vecino  er.  Ia  carboxi-

quina.sa  fosfoenolpirfvica  obtenida  de  citosol  de  rata  (Carlson  y  col„

1978)  y  en  la  desca.rtroxilasa  difosfomeval6nica  de  hfgado  de  polio
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(A]vear   v   c'o]..19°>o/.      ^demfs,   t,an+Lo   la   reac.ci6r.    :atalizada   col   la

ciescarhoxilasa   difosfompval6riica   (Ivenpar   y   col„   `.9Q;Cj)   cono   la   cata-

llzada  per  la  carboxiquina.sa  fosfoenolpiru'vica  nit,ocondrial   (Sheu  y

col..198d)  ocurren  con  lnversi6n    de   la  confiouraci6n  en  el  f6sforo.

Por  otra  parie  se  ham  encontrado  residuos  de  arginina  en  el  sltio  activo

de  la  descarboxilasa  dlfosfomeval6nica  (Jabalquinto  y  col. ,   1983)  y  de

la  carhoxiquinasa   fosfoenolpim'vica   de   levaduras   (Malebra.n   .y  Cardemil,

198c,).

En  esta  tesis  se  presenta  una  primera  aproxiIT!aci6n  al  estudlo  del

mecanismo  de  acci6n  de   la  descarboxilasa  difosfoneval6nica,   desde  un

punto  de  vista  cine'tico,  que  incluye  los  sigulentes  objetivos   :

-   Determinar  cu'al   a   cu'ales   de   los   complejos   del  A=P  y  maenesio   (MgATP-2

o  MgHATP-)   son   sustratos  en   la  I`eaLcci6r.   enzima'tica.   Aden.a's,   deter-

minar  los  efectos  del  metal   libre   y  del  ATE  li`[,re.

-   Dilucldar  el  mecanismo   cin6tico  de   la  reaccio'r.   cataLllzada   par  la

enzi.rna,   nor  medio  de  estudios   cin€ticos  de  inhitici6n   de   punto  muerto

y  de  inhibici6n   por  los   productos.

-  Deteminar  el  tiap  de  interacci6n  entre  el  magr{esio  y  los  fosforilos

del   ATE  eri   el   sustrato,   per  medio  de  un  estudio   c`in€tico   usando  and-

logos  azufrados   del   ^TP  o   complejos   de   sus+.i+.uc`i6r.   inertes   del

CrATP.
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M^TERIALES   Y   METOcOS

Reactivos

Todos  los  reactivos  utllizados  fuel.on  de  era,do  analltlco  y  se

obtuvleron  de   las  fimas  comercia,les  mencionaLdaLs  en  cada,  caso .

-Aldrlch  Chemical  Co. ,   Wlscon81n.  EE.UU.    I   Isopentenol.

-Anershan  Co..   Illinois,   EE.UW   : [3-]4C]MVAP,   [8-]4CJATP  y   [8.t4c]ADp.

-Boehringer  Mannhelm,   Alemania  Federal   :   Acetato  quinasa   (E.   coli).

mloqulnasa   (nrfsculo  de  conejo).  aldolasa,   (mu'soulo  de  conejo).  TPI

(ntisculo  de   conejo),   PK   (mrfsculo  de   conejo).   G3PDH   (1evadura).   LI)H

(ntisculo  de  conejo),   fmctosa-1¢-bisfosfato,   CTP,   ITP,   GTP.   UTP.  NAI)+,

ATpy s,   AMP-Pop  y  acetilfosfa.to.

-J.T.   Baker  Chemical  Co.,   Phillipsburg,   N.J.   EE.UU.   :  Trietanolamina.

-Merck  A.C..   Dalms.tadt.   Alemania  F`ederal   :   Anonfaco.   t.rietilariiinaL.   Hcl

y  2-mercaptoetanol.

-Research  Products  International  Corp..   Illlnols,   EE.UU.   :   POPOP  y  Plro.

-SigiTia   Chemical   Co.,   St   I-ouis,   M.O.   EE.UU.    i   NAI)H,   ^TP.   PEP.   plruvato.

1a.ctona  del  ±cido   (R,S)neval6nico.   rm.,   Trls-base,   Mgc12,   Mnc12.   Cdc12,

Znc12,   EDTA,   MES,   Bistrispropano.   AMP,   Kcl.   hovex-SOW,   DEAE-Sephadex  A-25.

-Whatman  Ltd. ,   Kent,   Inglaterra   :   fapel  DE-81.

El  tiofosfa.to  fue  gentilmente  proporcionado  por  la.  Dra  R.  Iyengar  (Ins-

titute  for  Ehzyme  Research.   EE.UU.).   en  tanto  que  el   (Rp)ATPo(S  y  el

(Sp)ATfo(S  fueron  gentilmente  cedidos  por  el  Dr  F.   Ecksteln  (Max-Plank

Institut).
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Det,erminaci6n  de   la   actividad   er,zimatica.

La  actividad   de   la  descarboxilasa  difosfomeval6nicaL  se  detezT,iri6

por  medio  de  dos  m6todos  de  ensayo.

1.     Ensayo  espectrofotom6trico  paLra  deteminar  ADP`.

El  m6todo  usado   consisti6  en  medlr  el  ADP  generado  en   la  Pea.ccl6n

medlante  el  acoplamiento  de  las  I.eacciones  ca,taliza.das  per  la  PK  y  la

LDh.   y  que   ha   sido   usado  ext,ensamente   para  medir  reacciones  enzimfticas

en   la.s  que  se   produce   ^DP   (Kornberg  y  Price,   1951   }   Clela.nd,   1979a).

Experimental]nente  se  midi6  en   foma  continua  la  desaparici6n  de  NADH  a

30°  y  340  nm  en  un  espectrofot6metro  Perkin-Elmer  hamtrda  3,   provisto  de

registrador,   utilizando   cubeta,s  de   cuamo  de   1   ml  de  volumen  y  1   cm  de

paso  6ptico.

I,a  mezcla  de  reacci6n  estfndar  contenfa  eri  un   volunen   finaLl  de   1   mL   :

amorrtiquador   Tris-HC1   100   mM   pH   7,0,   Kcl   100   mM.   ^TP   5  mM,   Mgc12   0  mM,

NAI)H   0,23   mM.    PEr'   0,5   mM,    PK   0.5   unidades.    LDH   11,8   unidades   y   MVAPP

0,15  mM.     La  reacci6n  se  inici6  con   la  adici6n  de   la  enzima.   Eh   log  expe-

rinentos  cine'ticos  descritos  mss  adelante,   lag  concentraciones  del  ATP,

MVAPP  y  Mgc12   se   variaron   segu'ri   los   prop6sitos  del  ensayo.

El  ensayo  se  efectuo'  §iempre  en.  condiciones  tales  que   la  actividad

de   las  enzimas   a`ixiliares  no  fuera   limit,a,nte  de   la  velocidad   bajo  nin-

guna  condici6n  usada.     De  igual  modo.   se  conprob6  que  la  concentraci6n

de  producto  variaba  linealmente  con  respecto  al  tiempe  y  a  la  concentra-

ci6n  de  protefnas  en  el  ensaLyo.

2.       Ensa.yo  para  detemina.r  Pi.

E§te  m6todo  se  ba,sa  en  la  deteminaci6n  del  P±  producido  en  la
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reacci6n   catalizada   por  la  descarboxilasa  di£`osfomeval6r,ica   (Cardemil  y

Jabalquir,to.   19`85).      I-a  mezcla  de  reacci6n   estfndar  contenla   en   un

volunen  de   0,5  ml,   :   amortiquador  Tris-HC1   100  mM  pri  7,0,   Kcl   100  mM,

ATP  5  mM,   Mgc12   6  mM  y  MVAPP  O.W  mM.      La  sea.ccl6n   se   lnicl6   con   laL

adici6n  de   la.  enzima,   y  luego  de   6  minutos  de  I`eacci6n  a.  30°  la  reacci6n

se  detuvo  agregando  0.2  ml,  de  EFTA  0,1   M  pH  7,0.     EI  P±   producido  se

deterinin6  en  una  alfcuota  de  0,050  mlj  segrfn  lo  descrito  por  Iianzatta

y   col.    (1979).

Una  unldad  de  enzima  corresponde  a  la  cantidad  de  enzimaL  que  des-

carboxila  un   /irnol  del  MVAPP  por  minuto  en  las  condiciones  de  los

ensayos  1   y  2.

Purificacl6n  de  la  descarboxilasa  difosfomeval6nica.

El  procedimiento  usado  para  la  purificaci6n  de  la  descarboxilasa

difosfomeval6nica  de  hfgado  de  polio  fue  el  descrito  por  Cardemil  y  col.

(Cardemil,   1982t   Ca.rdemil  y  Jaba.1quinto.   1985).     Se  obtuvieron .pre:para-

ciones  de  enzimaL  cuya  actividad  especffica.  vari6  er.tre   6  a  7  unidades

por  mg  de  proterna.

Determinaci6n  de  ia  c`oncentraci6n  de  proternas.

I-a  concentraci6n  de  prcternas  se  determin6  mediante  el  m6todo  de

Bensadown  y  Weinstein   (1976),   usaLndo  seroalbiimina  bovina   como  esta'ndar.

Slntesis  de  ADPA S.

EI  ADPAS  rue  slntetizado  de  acuerdo  a  la  siguiente  reacci6n   :

Amp    +    ATpys      lip_quip_asLE£L}     A|)pps    +    A|)p
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El  n6todo  enpleado  en  egta  sfntesi8  fue  el  descrito  per  Sheu  y  col.

(1sO4).     ha  nezcla  de  reaccl6n  en  un  volunen  finaLl  de  83  mL  contenfa   i

anortiguador  trietanolaLninaL-HC136  nM  pH  8,0.   ATPJ'S  1,81  nM.   AMP  3?  ",

Hgc12  10  nM,   DFT  1  nM,   nloqulnaLsa  3.330  unidedes.   LaL  nezcla  de  reacci6n

8e  incutrf  a  25°  durante  6  horaLs,  al  cato  de  este  tlenpo  la  reaccl6n  se

detuvo  per  congelanlento.

Srfutesis  de   (Sp)ATPAS.

El  ischero  Sp del  ATPAS  rue  sintetizado  de  acuerdo  a  lo  descrito

por  Webb  y  Tkenthan  (1980).     Ia  seouencia  de  reacclones  e"zinftlcas  se

lndicaL  a  continuacl6n  :

AldolaBa
FmctosaL-1,6-P2    ----- + Cliceraldehfdo-3-P  +  DlhidroxiacetonaL-P

TPI
Dlhidroxiacetona-P -+ Gliceraldeh±do-3-P

Gliceraldeh±do-3-P + P±  + NAD+¥1,3ndifosfoglicerato  + NADH

PCK
1,3-difosfoglicerato  + ADPA S  -i3-fosfoglicerato  +  (Sp)^TPA S

Iia,  nezcla,  de  reaLcci6n  en  un  volunen  de  20  nL  contenfa   :   aLnortiguedor

trietanolaLnina-Hcl  to  nM  pH  8,0,   ADPAS  1,5  nM,   HAD+  0,1   mM,   P±   10  mH,

fmctosa,-1.6-P215,5  nM,   pi"va,to  24  nH,  Mgc1210  nM,   rm  to  nM,   LDH

166  unidades,  G3PDH  6tro  unidades,   PGK  1228  unidades,  TPI  270  unidndes.

aldolasa  61+  unidaLdes.     Ia  nezcla  de  reaLcci6n  se  lnoub6  aL  25°  durmte  7

hhoras,  al  caLho  de  este  tlempo  la  roacci6n  se  detuvo  por  congelaniento.
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Slntesis  de   (Rp)ATPA S.

El  is6nero  R    del  ATP4S  se  sintetiz6  enzimfticanente  mediante  la
P

reacci6n estereoespecrfica  catalizada pop la acetato-quinasa  :

acetato-quinasa.
Acetilfosfato  + AI)P4 S Aceta.to  +     (Rp)ATP¢S.

Iia, metodologla  empleada  rue  ]a  descrita  por Sheu  y  col.   (1984).   La.

mezcla,  de  reacci6n  en  un  volunen  final  de  14 ml.  contenfa  :  anortiguador

trietamolanina-Hcl  50  mM  pH  7,8,  ADPA S  4,8  mM,  acetilfosfato  70,5  nM,

Hgc1210  nM.   RTT  1  nM,  acetato-quinasa  2.000  unidades.     La.  nezcla.  de

reacci6n  se  incub6 a  25°  durante  8  horas,  al  cato  de  este  tienpo  la. re-

acei6n  se  detuvo  por  con:elaniento.

S±ntesis  de  ATpys.

hicia]mente  este  comptiesto  fue  obtenido  conercia.1nente  y debi6  ser

purifica.do nediante  cromatograf±a  de  intercambio  ani6nica  coma  se  des-

cribe  mfs  adelant6.    Posteriormente  este  compuesto  rue  sintetiza.do  seofn

lo  descrito  For  Hebb  y  T±entham  (1980).     Esta  s±ntesis  es  id€ntica  a  la

descrita  pare  el  (Sp)A.TPAS,  con  la  excepci6n  que  en  este  caso  se  utiliza

tiofosfato  y  AI)P  en  lugar  de  Pi  y  ADP¢S.

Purifica.ci6n  de  los  tionucle6tidos.

Ios tionucle6tidos  cuyas  s±ntesis  se  hen descrito  anteriomente

fueron  purificados mediante  cromatograf±a  de  intercanbio  ani6nico  en

colunnas  de  DEAE-Sephadex  A-25  (2,2  x  to  en)  equilibradas  en  amoriiguador

trietilamina-bicarbonato  0,2  M  pH  7,6.    La,s  colunnas  fueron  eluldas  a 4°
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con  gredlente8  lineaLles  de  concentraLci6n  del  nlBmo  amortiguador,   cuyas

concentmciones  fueron  lag  siguientes   i

1.   fan  ATpy S  I  graLdlente  entre  0,2  y  0.35  M  (2  L  coda  una).

2.   Para  AI)P¢ S  i  gradiente  entre  0.2  y  0,4  H   (2  L  caLda  unaL).

3.   Pa.ra   (Rp)  y  (Sp)ATPAS   I   gradlente  entre  0.2  y  0,45  M   (1.5  L  cada  rna).

Iios  eluldos  de  las  colunnas  se  anallzaron  nldlendo  la  ab8orbancla  a

260  nmi  a  la  vez  log  tlonucle6tldos  que  contenfan  g"pos  tlofosfatos  ter

mlnales  se  anallzaLron  medlante.  su  reaccl6n  con  rmB  de  acuerdo  a  lo  ln-

dica,do  pop  Richard  y  Prey  (1982).   Ias  fmcclones  que  contenlan  el  nucle6tldo

de  inter6s  se  concentraron  a.  caLsi  sequedad  en  un  evaporaLdor  rotatorlo  a  no

nfs  de  30°.   Estos  residuos  se  dlsolvieron  en  un  volunen  pequefio  de  metanol

y  se  eva.poraron  nuevanente  a  sequedad.  este  proceso  se  replte  dos  veces,

con  el  fin  de  eliminar  trazas  del  aLnortiguador.   Les  tionucle6tidos  se

disolvieron  en  agua  t]idestila.da  y  se  guardaron  a  -15°.

I,a  pureza  de  estos  tionucle6tidos  se  verlfic6  nediante  cronatografla

lfquida  de  alta  presi6n  usando  un  cromat6grafo  Waters  modelo  tto  con  rna

colunna  Waters  Novapak   Ci8   (3,9  X  15  Cm).

Prepa,raci6n  y  purificacl6n  del  complejo  y--monodentado  de  CrATP..

ha  preprracl6n  del  complejo   y-monodentado  de  CrATP  se  llev6  a  cabo

seg`in  lo  descrito  per  DunawaLy-MariaLno  y  Cleland   (1980a).   A  una  nezcla  de

50  nL  de  ATP  50  nM  y  50  nL  de  Crc13  50  nM  se  agregaron  0,4  L  de  agua  a

85°  part  da.r  rna  temperatura  final  de  76°.  Se  mantuvo  a  esta  tenperatura

|x)r  dos  minutosi  se  enfri6  rfpidaLmente  en  agua  con  hielo  y  se  apllc6  a

una  colunna  (2,1  x  23  cm)  de  Itowex  jo-H+  (naLlla  100-200,   prevlaLmente  laL-
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veda  con  Bolucl6n  de  Br2  en  KOH,   tra,tada  luego  con  Hal  6  N  y  laLveda  fl-

na,1mente  con  agua).     I-a,  colunna  8e  lav6  con  2  L  de  aguaL  haste  obtener

unaL  tmena  Bepancl6n  de  las  tree  trmdas  coloreadas.    I[a,  ba.ndaL  lntermedl&

ge  extrajo  y  de  olla  ee  eluy6  el  CrATP lonod®ntado  con  erlllln&  0,3  M.

La  anlllna  ee  elinin6  de  la  eolucl6n  de  CrATP  con  6ter.    El  6ter dlsuelto

on  la  face  acuoB&  ee  el±Aln6 Dedlante  uno  cord®nte  de  nltr6geno.

El  espectro  UV-visible  del  conp`iesto  revel6 maximos  de  absorci6n  ®n

259  rm,   420  nm  y  595  nm.   con  un  hombro  en  670  un  y  un  nlnimo  en  498  rm.

Estos  valores  8e  comparan  razonablenente  bien  con  lo  prbllcedo  pop

D`lnaway-Mariano  y  Cleland  (1980a)  pan  el  conplejo  y-nonodentado  de

CrATP.    El  an£11sis  de  Cr  (fostrus  y  King.  1955)  y  el  de  f6sforo  total

(Ames,   1966)  revelaron  la  exigtencla  de  0.87  moles  de  Cr  y  3,2  Boles  de

f6sforo  por nol  de  adenosina  (deteminada  espectrofotom6tricanente  a  260  rm).

Prepamci6n  y  prrificaci6n  del  conplejo  A ,y-bidentado  de  CrATP.

I-a,  prepaLraci6n  de  este  complejo  8e  realiz6  8egifn  DLinaray-Xa,riano  y

Cleland   (1980a).   Se  nezclanon  250  nL  de  ATP  20  nM  con  250  nL  de  Crc13

20  mM,  a  4°.     Se  ajust6  el  pH  a  5,7  con  una  soluci6n  saturada  de  KHcO3

y  se  dej6  30  minutos  a  tenperatura  ambiente.     fuego  se  aLjust6  el  pH  a

2,0  con  Hcl  6  N  y  8e  aplic6  aL  una  colunna  de  rowex  50-H+  (2.1  I  23  cn)

que  habla  sido  trateda  en  la  foma  descrita anteriomente.    Se  lav6 .con

ag`ia.  destllada  haste  obtener una  tmena  resolucl6n  de  lag  tres  bandas

coloreadas.  8e  elininaron  lag  dos  Buperiores  y  la  trmda  lnferlor 9e  eluy6

con  anilina  0,3  M,  ha que  se  elirln6  pop  eitra,ccldn  con  6ter.

El  espectro  UV-visible  reveld naxinos  en  260  rm,  425 in  y  60j rmi
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con  un  hombro  en  678  nn  y  un  nfnino  en  505  nm ,  valoros  que  e8tdr  de

aouerdo  con  lo  publlcedo  pan  el  conplejo  A.y-bldentado  de  CrATP  (Dun±

ray-Mariano  y  Cleland,  1980a).    El  amfll8is  de  Cr  y  f6sforo  total  lndic6

1  nol  de  Or  y  3,4 nolee  de  f68foro  For lol  de  adenoBlna.

S±ntesl8  de  bev&lona,to-5-fo8f&to.

EI  HVAP rue  sintetizado  enzlnftlcanente  aL  peirtlr del  dcldo  neval6-

nico  enpleaLndo  unaL  prepaLracl6n  Parclainente  purlflcaLda  de  quinasaL  Deva-

16nica  de  hlgaLdo  de  cerdo.     Ia  metodologla  ®nplea,da  rue  La,  descrita  pop

Bazacs  (19?7,  1980).     Se  obtuvo  un  rendimlento  del  35¢  con  respecto  al

(R)MVA  presente  en  el  .edlo  de  lnoubacl6n  origiml  (EI  MVA  conercial  es

una  mezcla  rac€nica  (R.S)  y  la  quinaLsa.  neval6nlca  utillza  s6lo  el  i86ne

ro  R).

Slntesis  de  nevalonato-5-dlfosfaLto.

EI  MVAPP  se  slntetlz6  de  acuerdo  a  lo  descrito  en  nuestro  latx}ra-

torio  (Oa,rdenil,  1982i   Candenll  y  JabaLlqulnto,  1sO5).     El  n6todo  conslste

en  la  fosforilaLci6n  del  fcido  neval6nico  utllzando  una  mezclaL  de  qulnasas

meva,16nica  y  fosfonevaL16nica,  y  el  HVAPP  producido  es  posteriomente  pr-

rificedo  nedlante  cromatograffa  de  intercanttlo  16nico.  El  rendimiento

obtenido  fue  del  48¢  con  respecto  all  (R)HVA  presente  en  el  medlo  de  incu-

baLcl6n  original.

Slntesis  de  HVAPPAS.

EI  HVAPPA S  se  sintetlz6  enzingticanente  (JabaLlqulnto  y  Cardenil,
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1985)  mediante  la  reacci6n  catallzada  por  la  quinaLsa  fosfoneval6nica   :

quinasa  fosfomeval6nica
MVAP     +     ATpys ADP     +     WAPPAS.

Ia  mezcla  de  reacci6n  a  30°  en  un  volunen  final  de  30  nL  contenla  I

anortigua.dor  Tris-HC10.1  M  pH  7,6,   ATpys  1,45  ".  MVAP  8,8  ",  noc12

5  ",   [3-14C]MVAP  7.6  x  106  cpr.  2-mercaL|)toetanol  10  nM,   quinasa  fosfo-

neval6nlca  12  unidades.     La.  producci6n  de  AI)P  fue  detemlnada  a  dlstln-

tos  intervalos  de  tiempo,  en  alfcuotas  de  0,01  nl,  mediamte  el  ensayo

acoplado  de  la  PK  y  LDH.     Luego  de  lto  minutos,   ouando  la  cantldaLd  de

AI)P  fomada  (31,8 ;llrioles)  correspondla  al  88¢  del  rendimiento  te6rico

(ba.sado  en  la  consta.nte  de  equilibrio  de  1  pa.ra  la  rea,cci6n  catalizada

por  la  quinasa  fosfoneval6nica  (Eyzaguirre  y  BaLzaes,   1985)),1a  I.eaccl6n

se  detuvopor-calentamiento  en  bajiomarfa  hirviente  por  3  ninutosi   se  enfri6

en  hielo  y  se  elimin6  1a  prote±na  precipitada, centrifugando  a  4°  por .15

minutos  a  23.000  g.

Puriflca.ci6n  y  caLracterizaci6n  del  MVAPPA S.

El  sobrenadante.  obtenido  como  se  describi6  en  el  panto  anterior.

se  diluy6  con  agua  destilada  pa,ra  bajar  su  conductivida,d  a  2,9  ns  y  se

apllc6  con  un  flujo  de  45  mL/hr  a  una  colunna  de  DEAE-Sephadex  A-25

(1,5  x  40  cm)  equilibrada  en  amortiguador  trietilaniria-bicaLrbona.to  0,1

M  pH  7,6.     I,a  colunna,  a  4°,  se  lav6  con  loo  IT,L del  anoriiguador  y  lue6o

se  aplic6  un    gradiente  lineal  de       concentraci6n        entre  0,1  y  0,6  M

(1   L  ca.da  una),   colectchdose  fraLcciones  de   15,5  nL.

El  perfil  de  eluci6n  de  la  colunna  se  muestra  en  la  Figura  2.     Ios

picos  1,  3  y  5 no  fueron  analizados  ya  que  se  supuso  que  conespond±an
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a   nucle6t,idos   remarif]nt,es.   leg   fracclones   correspendierit,es  a   los   Dicos

2,   4  y  o  se   `iuntaron   y  se   concentraron   setraradamenLe   en  un   evaporado.r

rotatorlo  a  30°.   El  anortiquaLdor  remanent,e  rue  eliminado  agregando  2  a

3  volumene's  de  metanol  y  re-evaporaLndo.   Iios   productos  se  disolvleron  en

aqua  y  se  analizaron  en  foma  independiente.

Ijos   picos  2  y  4  se   identificaron  como  MVA  y  MV^P,   respectivanente,

mediante  cromatograffa  de  intercalnblo  i6nico  en  papel   I)8-81   (Eyza.quirre

y  Bazaes,   1985),   y   por  medio  de  an£1isis  enzima'ticos.

Se  demostr6  que  el  plco  a  correspendla  a  un  e'ster  pirofosf6rico  del

MVA  medlante   la  hidr61isls   de  una  muestra  de   61  en   Hcl   lN   per  7  minutos

en  bafiomarfa  hirviente.     En  esta.s  condiciones,   los   pirofosfaLtos  orga'nlcos

se  hidrolizan  totalmente  a]   correspondiente  monofosfato  mfs  P±   (Clark   y

Switzer,   1977).   El  producto  de  este  tratamiento   fue  a.nallzaLdo  mediante

cromatografla  en   papel   Whatman   1   usando   como  sistema  de  desarrollo

ter-but,anol   :   a'cido   f6rmico   :   aqua   (20   :   5   :   8)   (Jabalquinto  y  Cardemil,

1981).   El  a.n£1isis  del   cromatograna  most,r6  que  el  100¢  de   la  radiacti-

vidad   co-cromatografiaba  con  MVAP  esta`ndar.

La  identidad   Gel   pico   6  como  MVAPPAS  fue   corroberada  mediante  un

ana'1isis  de  NMR.   ha  Tabla   1  muestra  los  valor.es   correspondientes  a   log

corrimientos  qufmlcos   (cf  )   y  constaLntes  de  acoplamiento   (J)   para  MVAPP

y  MVAPPAS.   Se   puede  apreciar  un   canbio  en  el   corrimiento  qufmico   co-

rrespendiente  a  la,s  resonancias  de  Pp    de  estos  dos  compuestos,   en  tanto

que  el   corrimiento  qulmlco   correspondiente  al  Pc`    de  MVAPP  y  de  MVAPPA S

no  varia.   For  otra  parte  estos  valores  se  compa.ran  razonablemente  bien

con  lo  descrito  en  la  literatura  para  ADP  y  ADP4S.



21

Tabla  1

ANALISIS   DE  3]P-NMR   DE  I,oS  AclD0S  DIFoSFouEVAroNlcosa

Compuesto

MVAPP

MVAPPA  S

ADpb

ADP¢ Sb

-9,97                  -5,L8

-10'73                   33,00

-10'40                  -6'2o

-11'50                   34.00

a
E|  anflisis  de  3LP-NMB  se  realiz6  de  a,cuel`do  a  Jabalquinto

y  Ca.rdenil   (1985).

b
Valcl.es  para  los   complejos  con  magnesio,   tomado  de  Ijee

y  O'Sullivan   (1985b).
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ha  cuantificaci6n  del  ana'logo  arufradQ  del  MVAPP  se  logr6  media.nte

dos  me'todos  diferentes.     Fin  una  muestra  de  0,025  mL  se  determin6  el  con

tenido  de  f6sforo  total   (Ames,   1960)  y  se  obtuvo  una  cant,idad  de  52

nmoles  de  f6sforo.     Una  segunda  muestra   (0,025  mL)  se  emple6  cono  sus-

trato  de  la  descarboxilasa  difosfoneval6nica  y  cuando  la  rea.cci6n  lleg6

a  te'rmino  (2  horas)  se  determinaron  lag  cantidades  de  ADP  y  de  PL  pro-

ducidas.   se  encontral.on  27  y  29  nmoles,  respectivanente.     Estos  resul-

ta.dos  estan  dentro  de  lo  esperado  considerando  que  la  hidr6lisis  total

de  un  mol  de  MVAPP  |>roduce  dos  moles  de  Pi.  y  que  en   la  reacci6n  enzim£-

tica  por  cada  mol  de  MVAPP  que  se  descarboxila  se  produce    un  mol  de  P±

y  un  nol  de  ADP.     Se  obtuvo  una  cantidad  total  de  16  /moles  de  MVAap S,

lo  que  repl'esenta  un  rendimiento  tota.i  de  37%  con  respecto  al  ATpys

presente  en  el  medio  de  incut)aci6n  original.

Prepa.raci6n  y  purificaci6n  de  CrMVAPP.

El  derivado  croTnado  del  MVAPP  se  prepal`6  a  partir  del  MVAPP  usando

la  te'cnica  descrita  para  la  preparaci6n  de  derivados  cromados  de  com-

prestos  inesta.bles  (Dunaway"ariano  y  Cleland,   1980a).

A  37  mL  de  MVAPP  10  nM  se   le  agregaron   37  mL  de   Crc13   10  mM  a  4°.

Se  ajust6  el  pH  a  5,7  con  Hcl  0,i  M  y  se  agit6  30  Jninutos  a  temperatura

anbientei   luego  se  enfri6  a  4°  y  se  ajusto'  el  pH  a  2,0  con  Hcl  0,5  M.

Se  aplic6  a  una  colunna (1,3  x  12,i  en)  de  howex-jo  H+  (tratada  como  se

descl'ibi6  en  la  prepal`aci6n  del  complejo   r-monodentado  del  CrATP).   ha

colunna  se  lav6  con  200  nL  de  a.gua  hasta  obtener  una  buena  sepa,raci6n

de  las  dos  banda.s  coloreadas.  La  banda  inferior  fue  extrafda  y  de  ella
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Prepara.ci6n  de  materiales  para  cromatogra.f±a.

En  la  prepa.raci6n  y  regeneraci6n  de  la,s  resinas  se  siquieron  la.s

instmcciones  sefialada.s  por  los  fa.bricantes.

Cflculo  de  las  concentra.clones  del  nucle6tido  libre,  del  metal  libre

y  del  complejo  metal-nucle6tido.

I.as  concentl'a.clones  de  los  complejos  meta.i-nucle6tido,  metal-tionu-

cle6tido,  del  metal  libre  y  del  nucle6tido  libr?  se  calcularon  Tnediante

el  programa  de  computa.ci6n  descrlto  por  Storer  y  Cornish-Borden   (1976).

Las  reacciones  considera.da.s  en  estos  c£1culos  junto  con  los  vaLlores

de  la.s  constantes  de  a.sociaci6q determinadas  a  30°  y  a  una  fueEa  i6nica

igual  a  0,1  M,   se  muestran  en.  la  Tabla  2.     Como  no  rue  peslble  eri.contraLr

en  la  llteratura  va.1ores  p?ra  las  consta.ntes  de  a,sociaci6n  de  ZnATP¢ S-2

y  de  ZnHATP¢S-se  decidi6  usar  los  mismos  valores  que  para  ZnATP-2  y

znHATP- .

0'Sullivan  y  Smithers  (1979)  hen  indicado  que  la.s  constantes  de  es-

ta.bilida.a  para  MgltvAP  y  MgMVAPP  se  pueden   considera.I  las  misma.s  que

para  los  complejos  MgAMP  y  MgAI)P-,  respectivanent-e.     in  consecuencia,

en  nuestros  estudios  para  los  complejos  metal-MVAPP  se  consideraron  los

valores  de  la,s  constantes  de  asociacio'n  informa.dos  pea  los  complejos

metal-AI)P.
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se   eluy6  el   Cryiv^PP  cori   anilina  0.3  M,   la  que   se  ellmln6   por  ext,raccl6rL

con  6ter.

El  a.n£11sis  de   Cr   (Postmus  y  King,   1955)  y  el  de  f6sforo  total

(Anes,   1966)  revelaron  la  existencia  de  1  mol  de  Cr  y  2  moles  de  f6s-

foro  eri  el  complejo.

h  cua.ntlficacl6n  Gel  CrMVAPP  se  reaLliz6  lnoubanao  una  muestra  ael

complejo   con  EmA  0,3  M  a  bafiomaLrla  hirviente   per  3  mir.utos   (BosaLrd   y

col. ,   1980)i   como  resulta.do  de  este   proceso  el   CrMVAPP  se   disoci6  en

MVAPP  y  CrEm^.     Este  MVAPP  fue  titulaLdo  enzlmfticamente  mediamte   la

reacci6n  cat,alizada  por  la  descarboxlla,sa  difosfomeval6nica.

Sfntesis  de  isopentenildifosfato.

EI  IPP  fue  sintetizado  qufmicaLmente  media.nte  fo§forilaci6n  del  iso-

pentenol  con  fo§fato  de  bls-trietilanonio  en  presencia  de  CC13CN   (Edmond

y   col.,1971).

La  reaLccl6n  de  fosforllaci6n  se  detuvo  agrependo   50  mli  de  NH3  al

0,5¢,   luego  el  isopentenol  no  reaccionante  y  otros  §ubproductos  se  extl.a

jeron  con  tees  porciones  de  80  mL  cada  una  de  6ter  etIlico.   ha  fracci6n

a.cuosa  se  concentr6  er.  evapora,dor  rotatorio  a  coo  y  se  extrajo  con

n-propariol   :   NH3   (2   :   1).   Con  este  trataJniento  precipitan  los  fosfatos

inorgfnicos.1os  que  fuel`on  separados  por  centrifugacl6n  a  10.000  g

durante  15  minutos.   La  separaci6n  de  los  fosfa,tos  orgfnicos  se  efectu6

por  cromatogra,ffa  de  lntercamt)io  ldnico  en  DEAF-Sephaaex  A-25  segrfn  1o

descrito  por  Roja.s  y  col.   (1983)  y  P6rez   (1985).



Tabla  2.

CoMpl,Elos   FORMAcos   POR   Ijos   CoMPoimsNTEs   I)E   IjA   MEZcLA   I)E   ENSA¥o   PARA

LA   DESCARBOXILASA  DIFOSFOMEVALONICA  All  USAR   ATP,   ATpd( S     0   ATP4 S

EN   PRESENCIA   DE   DIVERSOS   IONES  METALICOS   BIVALENTES.

Eea,ccl6n

ATp-4              +  H+  t.i     HATp-3

ATPAS-4       +H+t-i    HATpoS-3

ATpdf  s-4       +  H+c-i    HATp<s-3

RATP-3            +H+`-.     H2^TP-2

ATp-4              +  Hg+2,`    HchTp-2

AIPBS-b      +nR&`>    HgAIPR;2

ATPo{ S-4       +  Me+2.i    Hg^Tp4  s-2
+2

HATP-3              +Mg     c`     MEHATP
i2

HATPAs-3     +MF    ,i     MfmTPAs-

HATPct s-3     +  Hg+2t`     HgHATPct s

ATp-4             +  cd+2.1     cd^Tp-2

ATped s-4      "d+2.i    cdATpeds-2

HATP-3             +Cd+2Ti     CdHATP-

HATE*  S-3     +  Cd+2t`     CdH^TP{S-

MVApP-3         "g+2..    HgHVAPp-

HVApp-3          +  cd+2c`     CdMVAPP-

ATp-4             + th+2c`    mATp-2

HATp-3           + th+2tl    mHArp-

HVApP-3         "n+2<|    MnwAPP-

urAIp-3        +zn+2ci   z"yApp-

ATp-4              +  zn+2,i     znAT.p-2

HATP-3             +Zn+2c`     ZnHATP-

C1                      +  Hg+2,i     Mgc1+

C1                     +  Cd+2t>     Cdc|+

Cl                   +  Zn+2tl    Znc|+

cl               -n+2<>   thcl+

Ka,8oclacl6n Referencla

(   H-1)
4.3  x  loo               Pecoraro  y  col..1984

+`b  x  Lob

4.5  x  lob

8.5  x  1o3
4

5,0   x  10

1,1   x  ,1o4

4
3'0   x  10

c,'2   x   1o2

2,8   x   1o2

8'7  I  1o2

2.3  x  lob

8,3   x  1o2

7.a  x   10

2.,Bxyfljl

1,3   x   1o4

3,8   x   1o3

1'o   x  1o5

1.o   I  1o3

3,o  I  lo4

2'o  x  lo3

I                      „

'                           ,,                           I,

„,,,,

„                 ,,

„

''

„

„

„               ,,

„

„

0'Sulllvari  y  Smithem,   1979

„

',,

6,3  I  lob               Hubtard  y  col.,1985

4'o  x  lo2                       "              "                "

3.4                          Slllen  y  hartell.19?1
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Estudios  de  lnhibici6n.

I.as  constantes  de  inhibici6n  K±  y  Ki  se  definen  de  acuerdo  a  la

elguiente  ecuaci6n  (Storer  y  CornlBh-Borden,  1977)   :

Vs

)+   a (1  +i)

1a  cua.1  expresaL  la  velocldad  lnlclal  v  en  t6mlnos  de  s.   1a  concentra-

ci6n  del  sustrato  va.riable.  i.  1a  concentracl6n  del  inhlbidor  y  cuatro

consta.ntes  V,  Kin,   K±  y  Ki.     ha  inhibici6n  tlene  un  componente  competi-

tivo  si  K±  es  flnito  y  el  inhlbldor  dlsminuye  el  valor  aparente  de  V/Kin  I

y  tiene  un  componente  incompetitivo  si  Ki  es  finito  y  el  inhibidor  dis-

ninuye  el  vaLlor  aLparente  de   V   (Storer  y  Cornish-Bowden.   1977).

Anflisis  estadfstico  de  los  resulta.dos.

Para  la  deteminaci6n  de  lQs  paraletros  cin6ticos  Kn  y  V  se  us6  el

programa  NAro  escrito  por  el  Dr  A.   Cornish-Bowden  (facllltado  por  el

Dr  0.  Monasterio).     Este  programa  ajusta  la  ecua.ci6n   :

y  entrega  los  valores  de  Kin  i  error  estfndar  y  de  V  i  e]ror  estfnda.r.

Este  prograiTia  tambi6n   pemite  analizar  los  da.tos  de  experimentos  de

inhibici6n  de  acuerdo  a,  los  modelos  de  inhibici6n  competltlva,   incompe-

titiva  y nixta.    Se  obtienen  con  este  pegrama  los  vaLlores  de  K±  i  emor

estfndar  (inhibici6n  competitiva).  Ki  ± error  estaldar  (inhibici6n  |n-

conpetitiva)  y  de  anbas  constamtes  en  caso  de  lnhlt)ici6n  mixta.
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Estudios  de   pH.

En  estos  experlmentos  la  activldad   enzima't.ica  se  detemin6  mediaLnte

el  ensayo  que  mide  el  AI)P,  em|>1eando  en  e8te  caso  un  slstena  anortlgua-

dor  compuesto  per  :  £cido  f6mico,  bistrispropano  y  MEsi   la,  concentra-

ci6n  de  coda  uno  de  ellos  en  el  medlo  de  reaccl6n  rue  de  35  mM.     El  pH

de  estos  anortlguadores,  entre  5,0  y  8,1.  se  aju8t6  con  Hcl  o  KOH.   A

valores  de   pH  menores  de   6  hay  un   caLmbio  no  enziniftlco   en   la  absorba.nclaL

debido  a  la  descomposicidn  del  N^DH.   y  esta  velocidad  enzimftica   (cuyo

valor  maxlmo  correspondld  al  12¢  de  la  velocldad  de  la  reacci6n  ca.tall-

zada  For  la  descarboxllasa.  difosfomeval6nlca)  se  I`est6  de  la  velocidad

obtenida  en  presencia  de  la  enzina.

Ios  pa,raletros  cin6ticos  V.  V/Th  y  Ki.  se  detemlnaron  a  los  distin-

tos  valores  de  pH  y  laLs  curvas  se  ajusta.ron  a  los  va,lopes  experimentales

de  a.cuerdo  a  las  ecuaciones  1   o  2   con   log   programas  de   ClelaJ`d   (1979b).

L08y      =         log   (TTfa7ITj                    ti)

108y         =           log(
1  +.HIKa + Kt|H )(2)

donde  y  corresponde  a  V,   V/Kin  a  1/K±,   c  es  el  valor  lndependiente  del

PH  del  Parchetro  y,   Ka  y  Kb  Son  las  consta.ntes  de  disoclacl6n  de  los

gmpos  que  se  ionizari  y  H  es  la  concentra.ci6n  de  protones.

EI  I)rograna  entrega  los  vaLlores  de  Ka  y  de  Kb  y  SuS  correspondientes

errores  estaldares.    El  anfllsis  de  log  datos  de  a.cuerdo  a  este  pegrama

fue  efectua,do  por  el  Dr  W.W.   Cleland.
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Especificida,d  del  nucle6tido  en  la  reaccl6n  enzlmftica.

ha  determinacl6n  de  las  constantes  cin6ticas  apaLrentes  para  los

diversos  nucle6tldos  8e  llev6  a  cabo  usando  el  ensayo  espectrofoto-

m6trico  que  mlde  el  ADP  y  que  tamt>i€n  pemite  medir  otl`os  nucle6sido-

difosfatos.    Ias  concentraciones  de  los  dlversos  nucleo'sido-trifosfa-

tos  se  varlaron  entre  0.5  a  4  veces  Kin,  mlentras  que  la  concentraci6n

del  Mgc12  se  rna.ntuvo  siempre   1  mM  sobre  la,  concentraci6ri  del  nucle6tido.

De  este  modo  se  a.segur6  que  la  proporci6n  del  nucle6tido  presente  como

MgNTP-2  fuera  aLlta  y  aproxima.da]nente  constante   (Storer  y  Cornish-Bowden,

1976).

Efecto  de  los  metales  blvalentes.

El  efecto  de   la   concent|.aci6n  de  Mg+2,   Mn+2,   Cd+2  y  Zn+2  se  deter-

min6  variando  laLs  concentraciones  de  estos  metales  entre  0  y  10  mM  a

una  concentraci6n   constante  del  ^TP  de  1  mM.     Ein  este   caso,   se  us6  el

+2ensa.yo  que  mide  el  P±.  ya.  que  la  quinasa,  pi"'vica  requiere  de  Mg      o

Mn+2 para  su  activlda.d,  y  esto  imposibilita  el  uso  del  ensayo  espectro-

fotom€trico  que  mide  el  AI)P.

DetelTninaci6n  de  las  consta.ntes  cin6ticas  para  los  complejos  metal-ATP.

Eh  estos  experimentos  la  concentraci6n  del  Mg+2  se  rna,ntuvo  siempre

1  mM  sottre  la  concentraci6n  del  ATP}   1a,s  concentraciones  del  Cd+2  y  del

Mn+2  fueron  equimolares  con  la  concentracl6n  del  ATpi   la  concentraci6n
+2

del  Zn      fue  el  75¢  de  la,  concentra,cl6n  del  ATP.
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Complejos  de   CrATP  como  8u8traLtos.

Tanto  el  complejo   y-monodentado  cono  el  complejo  A,r-bidentado

de  CrATP  Be  probaLron  como  8uBtrato8  usando  el  ®n8a,yo  espect]?ofoton6trl

co  que  bide  la  produccldn  del  ADpi  en  este  caeo  se  u86  amortlguador  Mrs

loo  mM  pH  6,0  con  el  objeto  de  evltar  laL  hidr6118ls  de  estoB  compue8toB

a  Cr+3  y  ATP  (funaray-Hariano  y  Cleland,  1980b).

Complejos  de   CrATP  como  inhibidores.

ParaL  estudiar  el  efecto  de  anbos  conplejos  de  CrATP  cono  inhlbido-

res,   los  experinentos  se  reallzaron  en  anortiguaLdor  MES  100  mM  pH  6.0,

naLnteniendo  el  resto  de  la.s  condiciones  del  ensaLyo  espectrofoton6trico

que  nide  el  AI)P,  excepto  que  la.  concentraci6n  del  ATP  rue  1  nM  y  la  de

Mgc12   fue   2   mM.

Anflogos  azufrados  del  ATP  como  sustrat.os.

I-os  diastere6neros  del  ATPJ:S  y  del  ATPAS  se  probaron  cono  sustra

tos  de  la  descarboxilasa  difosfoneval6nica  usamdo  el  ensayo  que  mide  el

P±  producido  en  la  rea,cci6n  y  no  el  n6todo  espectrofoton€trlco  que  nide

la  producci6n  del  ADP,   pues  en  este  rfltlmo  se  genera  consta.ntenente  ATP

debido  a,  1a  presencia  de  lag  enzima,s  aLuxiliares.

El  volunen  del  nedio  de  incuba,cl6n  en  estos  experinentos  fue  dismi-

nuido  a  0,1  nil  y  la  sea,cci6n  se  detuvo  luego  del  tienpo  adecuaLdo  con    0,1

mL  de  EDTA  0,1  M  pH  7.0.     Debido  a  lag  ba,jag  velocidades  de  reacci6n  ob-

tenidaLs  con  estos  aLn£1ogos,   laL  concentraci6n  de  enzina  rue  mayor  que  la

usada  en  log  experinentos  eon  ATP  (2,5  a  10  veces  pare  ATP<S  y  25  a  70
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veces  pa.ra  ATP/9S).     Ein  experimentos  prelininanes  se  comprob6  que  la

.concentraci6n  de  producto        variaba.  1inea]mente  con  I.especto  al  tiempo

y  a  la  concentraci6n  de  prote±nas  en  el  ensayo.    La  concentraci6n  del

Hg++2  se  mantuvo  siempe  1  nM  sobre  ha  concentraci6n  del  nucle6tido.

Mientras  que  la  concentraci6n  del  Cd+2  fue  equimolar  con  la  concentra-

ci6n  del  nucle6tido  y  la  concentracl6n  del  Zn+2  fue  el  75¢ de  la  concen

traci6n  del  correspondiente  anflogo  azufrado  del  ATP.

Farm  la  deteminaci6n  de  los  valores  de  la.s  constantes  cin6ticas

aparentes,  ]a  concentraci6n  del  respectivo  complejo  (metal-nucle6tido)-2

se  vari6  entre  0,5  a  4  veces  Kin.

An£1ogos  azufrados  del  ATP  cono  inhibidores.

Pare  estudiar  el  efecto  de  los  aLn£1ogos  azufrados  del  ATP  cono  inhi

bidores,  los  experinentos  se  realizaron mediante  el  ensayo  espectrofoto-

me'trico  que  mide  el  ADP.     ha  concentraci6n  del  ng+2  rue  1  mM  sobre  las

concentraciones  del  ATP y del  comespondiente  tionucle6tido,

Ina,ctivaci6n  de  la.  enzima  por tionucle6tidos.

ha  reacci6n  de  inactivaci6n  se  efectu6  incubando  la  descarboxilasa

difosfomeval6nica,  con  los  diversos  tionucle6tidos,  en  un  bafio  a  30°  en

anoriiguador Tris-Hcl  100  nM  pH  7,0.     A tienpos  adecua.dos  se  toma.ron

a.1fcuotas  de  0,010  mL  para  el  ensayo  inmediato  de  actividad  mediante

el me'todo  espectrofoton€trico  que  nide  el  AI)P.    El  control  consisti6  en

otra muestra de  enzima,  a  la  cual  se  agreg6  el  mismo  volunen  de  agua.  en

lugar del tionucle6tido.    El  efecto  de  la  concentraci6n  del reactivo  se
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detemin6  incubando  la  enzima  con  concentraLciones  del  (Rp)ATP4S  que

variaron  desde  0,34  a.  2,0  mM.

Efecto  protector de  log  sustratos  y del  DFT en  ]a ]]eacci6n  de  ina,cti-

vaci6n.

El  efecto  protector del  MVAPP,  del  ATP y  del  DTT  en  h  reacci6n

de  inactivaci6n  se  prob6  agregando  el  (Rp)ATP/9S  a  la  enzima  preincu-

beda  con  uno  u  otro  sustrato  o  con  el  DTT.
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El  anflisis  cin6tico  de  las  enzimas  que  ca,talizan  reacciones  donde

pa.rticipaLn  iones  netflicos  y  nucle6tidos  se  complica  debido  a,  1a  multi-

plicidad  de  especies  que  pueden  unirse  a  la,  enzina.  En  la  rna.yor±a  de

estos  ca,sos  el  sustrato  es  el  coml)lejo  meta,i-nucle6tido,  y  tanto  el me-

ta,i  1ibre  como  el  nucle6tido  libre  pueden  ejercer  efectos  inhibidores

o  activa.dol.es.   Cabe  recorda.r  que  la,  concentraci6n  de  estas  tres  especies

no  puede  varia.rse  independientemente  debido  a.1  equilibrio  existente  entre

el  complejo  metal-nucle6tido,  el  metal  libre  y  el  nucle6tido  libre.

Para  estudiar  las  posibles  interacciones  de  los  iones  met€1icos  bi-

va.Ientes  y  del  ATP  con  la.  a.escarboxila.sa  difosfomeval6nica  se  us6  el

m6todo  de  Iondon  y  Steck  (1969).   Este  me'todo  consiste  en  efectuar  expe-

rimentos  en  los  cuales  la.  concentracio'n  del  Mgc12  se  mantiene  fija,  y  se

observa  como  va,rfa  la.  activida.d  enzinftica.  a.1  canbiar  la.  concentraci6n

del  ATP,  y  viceversa..

Efectos  del  ATP  y  de|  Mg+2.

En  el  experimento  de  la.  Figura.  3A,   se  midi6  1a  velocida.d  a.e  la  reacci6n

cata.1izada  For  la  descarboxilasa  difosfomeval6nica  a  dos  concentraciones

fijas  del  ATP,  en  ta.nto  que  la  concentraci6n  del  Mgc12  se  vari6  entre

0  y  10  mM.     Se  apl'ecia  que  para.  cada  concentraci6n  del  ATP  la  activida,d

enzimftica  alcanz6  un  mfximo  el  cual  se  mantuvo..     La  Figura  38  muestra

la.s  concentraciones  calcula.das  de  la.s  diferentes  especies  en  los  ensayos
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con  ATP  1  mM}   en  ella  se  aprecia  que  cuando  la  concentraci6n  del  Mgc12
-2

se  var±a  entre  1   y  8  mM,   1a  concentraci6n  del  complejo  MgATP      se  man-

tiene  consta.nte  y  se  produce  un  aumento  en  la  concentraci6n  del  Mg+2.

Ca,be  hacer  notar  que  el  mismo  patr6n  se  observ6  con  ATP  0,25  mM  peso

estos  da,tos  se  omitieron  pa.ra  mayor  claridad.     Si  suponemos  que  al

igual  que  lo  informa.do  pa.ra  la mayorla  de  las  fosfotransferasa.s  (Morrison,

1979),  el  sustrato  de  la  descarboxilasa.  es  el  complejo  metal-nucle6tido

(lo  cual  se  analizarf  a.  continuaci6n)i  los  resultados  de  la  Figura  3  mos

indica.rfa.n  que  el  Mg+2  libre  no  es  un  inhibidor  de  la  enzima.

En  foma  an£1oga  se  midi6  la  activida.d  de  la  descarboxilasa  difos-

fomeval6nica  a  dos  concentraciones  fijas  del  Mgc12,  en  tamto  que  la  con-

centracio'n  del  ATP  se  aument6  de  0  a  12,5  mM.     ha  Figura  4A  muestra  que

para  cada.  concentraci6n  del  Mgc12  1a.  a.ctividad  enzimatica.  aunent6  sin

llegar  a  alcanzar  un  mfximo.     El  amalisis  de  la.s  concentra.clones  calcu-

1ada.s  de  las  especies  libres  correspondientes  al  experimento  con  Mgc12

2  mM. se  muestra  en  la  Figura  4Bi  en  ella  se  observa  que  cuando  la  con-

centraci6n  del    ATP  se  va.rfa  entre  2  y  12,5  nM,   1a  concentraci6n  del
-2

complejo  MgATP      §e  rna,ntiene  constaute  y  se  I)roduce  un  aunento  en  la,a

concentl.aciones  del  ATP-4  y  del  unp-3.     Se  puede  aprecia.I  que  arfn  cuando

la  concentraci6n  d.el  MgATP-2  es  consta.nte  la  activida.d  enzimftica  icon-

tinu'a  aunentando,  1o  que  sugiere  que  el  ATP  libre   (ATP-4  o  HATP-3)

estar±a  actuando  como  un  activa,dor.
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Figure  3.  Efecto  de  la  concentraci6n  del  Mgc12  sobre  la  activida,d  de  la

descarboxila.sa.  difosfoneval6nica.

A.   El  medio  de  lncuba.ci6n  contenla  en  un  volumen  de  O,j  mL   :   aLmortiguaLdor

Tris-Hcl  0,1  M  pH  7,0,   MVAPP  0,3  mM,   descarboxila.sa  difosfomeval6nica  9,5

mu   (aLct.   esp.   3.5  U/mg  de   protefna,),   ATP  1  mM   (.)   o  0,25  mM   (o).   La  velo-

cidad  se  expresa  como /imoles  de  MVAPP  desca.rboxila,dos  por  minuto  por  mg

de  protelna..

8.   Concentracl6n  de  especies  libres  pare  el  experimento  con  ATP  1  mM    ot-

tenlda.s  |x)r  comprtaci6n  seg`£n  lo  indicado  en  Materiales  y  H6todos.   honde

a,   ATP-4,   b,   HATp-3,   c,   MgATp-2,   d,   Mg+2.
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Figura.  4.   Efecto  de  la.  concentraci6n  del  ATP  sobre  la  activida.a  de  la

descarboxilasa,  difosfomeva.16nica.

A.   El  medio  de  reacci6n  conten±a  en  un  volunen  de  0,5  mL   :   amortiguador

T±is-Hcl  031   M  I)H  7,0,   MVAI'P  0,3  mM,   desca.rboxila.sa  difosfomeval6nica

9,5  mu   (act.   esp.   3,5  U/mg  de  protefna),   Mgc12  2  mM   (.)   o   0,5  mM   (o).

ha  velocidad  se  expresa  en /imoles  de  MVAPP  descarboxilados  per  ninuto

par mg  de  protefna,.

a.   Concentra.ci6n  ae  es|>ecies  libres  para  el  experimento  con  Mgc12  2  nM

obtenidas  por  com|]utaci6n  ae  acuerdo  a  lo  lndicado  en  MateriaLles  y  M6to-

dos.   Ibnde   :   a,   ATP-dy,   b,   HATP-3,   c.   MgATp-2,   a,   Mg    .+2
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En  el  experimento  de  la  Figure  5A  se  nidi6  la.  actividad  de  la  enzima

en  condiciones  en  lag  cua.Ies  se  variaron  tanto  las  concentra.clones  del

ATP  como  la.s  del  Mgc12.    En  la  Figura  58  se  nuestra  el  anflisis  de  las

concentraciones  calculadas  de  lag  especies  en  egos  engayos,  donde  se
i2

aprecia.  que  la  concentraci6n  del  Mg      se  namtiene  congtaLnte  y  la  concen-

traci6n  del MgATP-2  va  en  aumento.    in  este  caso  la  curva de  saturaci6n

se  relaciona  estrechamente  con  la.  variaci6n  de  la  concentraci6n  del

MgATP-2,   confirmando  de  este  modo  que  a  pH  7,0  el  verda.dero  sustrato  de

la  descarboxilasa  difosfomeva.16nica  es  el  MgATP-2.

Estudios  de  |]H.

Se  ha  demostrado  que  la  activida.a  de  la  desca.rboxilasa  difosfomeva-

16nica  de  h±ga.do  de  polio  no  varfa  en  el  interva.1o  de  pH  comprendido

entre  4,0  y  7,0  (Alvea.r  y  col.,1982).     Si  se  considera  que  a  pH  4,0

solo  el  3¢  del  ATP  total  estf  presente  como  MgATP-2  en  tanto  que  el  48¢

corTespopde  a  MgHATP-. .el  27¢  a  HATP-3  y  el  22¢  a  H2ATP-(Storer  y

Cornish-Borden,  1976),  1os  resultados  de  Alvea.I  y  col.   (1982)  podrfan

sugerir  que  tambi€n  fuese  sustra.to  el  coinplejo  MgHATP-.

Una  forma  de  enca.rar  este  problema.  consiste  en  efectuar  detemina-

clones  de  Kin  y  V  a  distintos  valores  de  pH,  tal  como  lo  Pea.1izado  por

Viola.  y  Cleland  (1978)  para  la  hexoquinasa  de  levadura.    Estos  autores

ana.1izaron  la  grffica  del  log  de  V/KmATp  en  funci6n  del  pH  y  el  hecho
-2de  qtie  en  esta  representaci6n  no  aparezca  el  pK  del  MgATP      se  tom6  como

-rna,  indicaci6n  de  que  la  enzima.  ut|liza  cono  sustrato  tamto  al  MgHATP

Como  al  MgATp-2.
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Figure  5.   Efecto  de  la  concentraci6n  del  ^TP  y  del  Mgc12  sot)re  la

actividad  de  la  desca.rboxilasa.  difosfomeval6nica..

A.   El  nedio  de  reacci6n  conten±a  en  un  volunen  de  0,5  mL   :   amort,lgua.dor

Tris-HC10.1   M  pH  7.0,                             MVAPP  0.3  mM,   desca.rhoxilasa  difosfo-

meval6nica  9.5  mu   (act.   esp.   3,5  U/mg  de  protefna).   ha  concentraci6n

del  Mgc12  se  mantuvo  siempre  1  mM  sobre   la  concentraci6n  del  ATP.   ha

velocidad  se  expresa  en   proles  de  MVAPP  desca.rboxila.dos  por  minut,o  por

mg  de  protefna.

a.   Concentraci6n  de  especies  libres  obtenidaLs  pop  computaci6n  de  aLcuerdo

a  lo  lndlcado  en  Materiales  y  M6todos.   honde   I   c,  MgATP-2,  d,  Mg+2.
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Para,  deteminar  si  MgHATP    es  tambi6n  un  sustrato  de  la  descarhoxi-

lasa  difosfomeval6nica  se  emple6  1a  apl.oxima.cl6n  de  Viola  y  Clela.nd

(1978),  y  para  ello  se  estudi6  el  efecto  del  pH  sobre  la  reacci6n

variando  la  concentra.ci6n  del  ATP  a  niveles  fijos  saturantes  del  HVAPP.

Ios  resultados  de  la  Figura  6,  indlcan  que  el  efecto  Gel  pH  sobre  V

difiere  considerablemente  Gel  efecto  gobre  V/Km!  mientras  que  la  grffica

del  log  V  en  funci6n  d.el  pH  casi  no  vaLr±a  en  el  intervalo  de  pH  de  4,5

a  8,05,   1a  grffica  Gel  log  V/Kin  en  funci6n  del  pH  presenta  foma  de

campa.na  como  resultado  ae  la  p€rdida  de  actividad  tanto  a  valores  de  pH

altos  como  a  valores  bajos.  El  anflisis  de  los  datos  de  la  representa.cl6n

del  log  V/Kin  en  funci6n  Gel  |>H,  de  a,cuerdo  a  la  ecua.ci6n  2  indicada  en

M`atel.iales  y M6todos,  indic6  un  valor  de  PKA  de  5,70  I  0,12  y  un  valor

de  PKB  de  6,52  i  0,12.

Para  deteminar  si  los  gmpos  que  se  ionizan  observados  en  la  grgfica

del  log  V/Kin  en  funclo'n  del  pH  corresponden  a  la  enzima  o  al  sustra.to.

se  exalliin6  la  dependencia  con  respecto  al  pH  del  valor  de  Ki  pa.ra  el

ATpys,  compuesto  que  es  un  inhibidor  competitivo  con  respecto  al  ATP
I (ver  Figura  13).     I,os  resulta.dos  de  este  experimento  se  muestran  en  la

Figura  7,  donde  se  observa  una  ca.ida  en  la  actividad  en  el  lado  b€sico

con  un  valor  de  PKB  de  6,54  i  0,10   (ca,lculado  empleando  la  ecua.ci6n  1

indica,da  en  Ha.teriales  y M€todos).     Eh  contraste  con  lo  observado  en  la

representaci6n  del  log  V/Kin  en  funci6n  del  pH  el  valor  de  PKA  de  5,70

no  se  observa  en  la  representaci6n  del  -log  K±  en  funci6n  del  pH.
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Figura  6.     Efecto  del  pH  sabre  V  y  V/KmATp  en  la  reaccl6n  catallza.da

|x)r  la  descarboxilasa  difosfomeval6nica.

Iios  valores  re|>resentados  son  los  obtenidos  experimentalmente  y  las

llneas  contlnuas  representan  el  mejor  ajust,e  a  la  ecuacl6n  2  indica,da

en  Materiales  y  M6todos.
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Figrra  7.       Efecto  del  pH  sobre  K±  para  ATpys.

Iios  valores  re|>resenta.dos  son  los  obtenidos  experimentalmente  y  la

l±nea  continua  representa  el  mejor  ajuste  a  la  ecuacion  1  indicada

en  Na.teriales  y  lf6todos.     IIa.s  uniaa.des  paLra  Ki  son  mH.
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Estos  resulta.dos  mos  llevan  a  concluir  que  el  PKA  de  5.7  corresjponde  a,1

|>K  del  complejo  MgATP-2.     For  con§iguiente,   y  empleando  el  mism,o  razona-

miento  de  Viola,  y  Cleland  (1978),  nuestros  resultados  indican  que  el

MgHATP-  no  es  sustrato  de  la  enzima.

Especificidad  de  la  activaci6n  por el nucle6tido  libre.

Para  determinar  si  el  efecto  a.ctivador  del  ATP  lit]re  observado  en

la  Figura.  4A  es  producido  por  otros  nucle6sido-trifosfatos  se  determin6

|>rimeranente  la  especificidad  como  sustra.tos  de  estos  comprestos.    En

la  Tabla  3  se  resumen  los  resultados  obtenidos  a  partir  de  expel.imentos

en  los  que  se  detenliinaron  las  constantes  cln€tica.s,  Kin  y  V,  de  diversos

nucle6sido-trifosfa.tos   (      dATP,   CTP,  UTP,   ITP  y  ATP),  usados  en  foma

de  complejo  Mg-nucleo'tido.     Les  resultados  indican  que  existen  requeri-

mientos  estmctura.leg  bastante  restringidos  pa.ra.  el  nucle6tido,  ya  que

cualquier  canbio  en  su  base  nitrogenada,  disminuye  la  ca.pecidad  de  la

•enzima,  para  utiliza.rlo  como  sustrato.    Es  de  inter€s  hacer  notar  el  caso

del  ITP,   compuesto  que  no  present6  activida.d.  detectable  como  sustrato

y  tanpoco  a.ctu6  como  inhibid.or,   indica.ndo  de  este  modo  que  no  se  une  a

la  enzima.

Th  un  experimento  en  el  que  se  midi6  la,  activida.d  de  la  descarboxi-

1asa  difosfomeval6nica  a  una  concentraci6n  fija  del  Mgc12  de  1  mM,

mientras  que  la  concentraci6n  del        dATP  se  aunent6  de  0  a  10  mM,  no

se  encontl.6  una  activa,ci6n  significativa  con  el  exceso  de  este  compuesto

lo  que  sugiere  que  la  activa.ci6n  por  el  nucle6tido  libre  es  espec±fica.

pare  el  ATP.



Tabla  3

CONSTANTES   CINETICAS   APARENTES   PARA   NUCLEOTIDOS?
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Nucle6tido

(in"      (mr#e±na)(
nin  per  mg  de

0'20  i  0,01

o'26  I  o'o3

o'o2  i  o'oo3

o'o5  i  o'o2

o,6o  i  o'o7
b

6'og  i  o'2o
+

4'20  -  0,15

o'1o  i  o'ol

o,12  i  o'ol

ot36  i  o'o2

+
30,5  -  2'5

16'2  I 2'4

5,o  ,I  1'3

2,4 i o'5

o,6  '±  o'1

a
Determinada.s  por  medio  del  m6todo  espectrofotom€trico  que  mide  los

I

nucle6sido-difosfatos  libera.dos  en  la  rea.cci6n.  segrfn  lo  indica.d.o  en

Materiales  y M€tod.os.

b
Este  compuesto  no  presents  activida,d   como  sustrato.
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Por  otra  parte.  el  efecto  activador  del  ^TP  llbre  detecta.do  |trime-

ramente  a  pH  7.0  se  ot)serv6  tambi6n  a  pH  5,2  y  8,2,   indicando  de  este

modo  que  taLnto  HATP-3   (especie   predominante  a  pH  5,2)   como  ATP-4   (tinica

especle  aL  pH  8,2)  son  responsat)les  de  este  efecto.

Especificldad  del  metal  sobl`e  la  aLctlvidad  enzim€tica.

Se  ha  demostrado  que  la,  descarboxllasa  difosfomeva,16nlca  de  dife-

rentes  organismos  presenta  un  requerimlento  at>soluto  de  cationes  met£-

licos  biva.Ientes,   siendo  los  mejores  Mg+2  y  Mn+2   (AlveaLr  y  col.,1982).

En  el  experimento  de  la  Figura,  8,  se  detemin61a  aLctividad  enzi-

matica  a  rna  concentraci6n  fija,  del  ATP  de  1  mM.  en  tamto  que  las  con-

centraciones  de  Mnc12.   Cdc12.   Znc12  y  Mgc12   se  aLunentaLron  de   0  a  10  nM.

Se  prede  apreciar  que  con  Mnc12,   Cdc12  y  Znc12  1a  actividad  enzim€tica

aunent6  hasta  un  mfximo  y  luego  disminuy6,  a,  diferencia.  de  lo  encontl.ado

con  Mgc12.     Estos  resultados  indican  un  efecto  inhibidor  sobre  la  acti-

vidad  enzimftica  de  Zn+2  libre,   Cd+2  |ibre  y  Mn+2  |ibre.

Una  vez  que  se  detemin6  el  efecto  sobre  la  actividad  enzim€tica  de

log  diferentes  iones  met£1icos  se  procedi6  a  eva,1uar  la  especificidad

del  metal  en  la  reacci6n  ca.taliza.da  por  la  desca,r-coxila,sa  difosfomeval6-

nica.,  y  para  esto  se  detemina.ron  las  consta.ntes  cin6ticas  aparentes
-2

para  los   complejos  MgATP-2.   MnATP     ,   CdATP-2  y  ZnATP-2  en   conaiciones

en  las  cuales  laL  concentra.ci6n  del  respectivo  metal  libre  no  inhibiera.

Iios  resultados  de  este  experlnento  se  nuestraLn  en  la.  Tbbla  4,  donde  se

puede  a.precia.r  que  el  mejor  sustrato  es  el  conplejo  MnATP-2  seguido

Pop  el  CdATp-2.



Fiqura  8.     Efecto  de  diversos  cationes  metflicos  biva,lentes  sobre  la

actividad  de  la  desca.rboxilasa  difosfomeval6nica.

ha  actividad   enzimftica  se  determin6  mediante  el  ensayo  que  mide  el  PL

segu'n  lo  indicado  en  Materia.Ies  y  Me'todos     excepto  que  la  concentra.ci6n

del  ATP  rue  1  mM  y  que  los  iones  meta'licos  usa.dos  fueron   :   Mg+2   (.).

Mn+2  (o),   cd+2  (A)  y  Zn+2  ("   ha  actlvidad  es  relativa  a  la  velocidad

maxima   con   Mg+2.

1se



Tabla  4

CONSTANTES   CINETICAS   APARENTES   PARA   COMPLEJOS   METAlj-ATP?

Comp|ejob

MnATP-2

cdATP-2

MgATP-2

znATP-2

K
in

`mM)                (

0,03  i  o,oo2

o.o5  i  o,ol

o'18  i  o'ol

1'o5  i  o'o5

min  por  mg  de

7,30  i  0'10

4'5o  i  o,1o

7'2o  I  o'2o

4,11  I  0,10

45

min  por  mg,  a.e

243,3  I  19,6

9o,o  i  2o'o
+

40'0  -    3,3

3'9±    o'3

a
Determinada.s  por  medio  del  m€todo  que  nide  el  P±  1iberado  en  la  I-eacci6n,

segu'n  se  describe  en Materiales  y M€todos.

b -2Iia  concentraci6n  de  los  respectivos  complejos  metal-ATP      se  ca.1cul6

usando  el  programa  de  conputaci6n  descrito  per  Storer  y  Cornish-Borden

(1976).



46

Da.do  que  tanto  el  Cd+2  como  el  Zn+2  se  unen  fuertemente  a  ditioles

y  como  se  ha.  informado  la  presencia  de  al  memos  un  grupo  ditiol  vecino

en  la  desca.rboxilasa  difosfoneva.16nica  (Alvear  y  col. ,1986),  se  decidi6

efectua.I  experinentos    de  inactivaci6n  par  el  Od+2  y  pop  el  Zn*2  de  |a

enzima„     La  Figrra  9  muestra  que  ambos  iones  son  capa.ces  de  inactivar

imeversiblemente    a  la  descarboxilasa  de  hlgado  de  polio,  observrfudose

que  el  Cd+2,  a  una  concentra,ci6n  de  0,05  mM.   produce  una  inactivaci6n

Gel  80¢  en  tanto  que  la  ina.ctivaci6n  pop  el  Zn+2  se  produce  a  concentra

clones  mayores.    Estos  resultados  esta.n  de  aLcuerdo  con  estudios  realiza.-

dos  en  comprestos  modelos  en  log  cua,1es  se  ha  demostrado  que  el  Cd+2  se

une  a  los  dltioles  con  una  afinidad  dos  6rdenes  de  magnitud  mayor  que

la  del  Zn+2   (I.olkema  y  col. ,1986).

RECANISM0   CINETlco.

Estuaios  cin6ticos  en  velocida,d  inicial  realiza,dos  con  anteriorided

a  esta  tesis  (Alvear  y  col. ,1982).. indicaron  un  mecamismo  en  secuencia

de  acuerdo  a  la  teminolog±a  de  Cleland  (1970).     ha  adici6n  en  secuencia

de  antios  sustratos    rue  confimada  en  este  traba,jo  all  estudiar  la velo-

cidad  de  rea,cci6n  en  funci6n  del  inverso  de  la  concentraci6n  de  cualquiera

de  los  sushatos,  variando  el  MVAPP  y  el  ATP  en  una  raz6n  constante

(Ga,rc5s  y  Cleland,   1969!  Tsopenakis  y  Hemies,   1975).
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10

TIEMPO     ,     m'in

Figura  9.     Inactivaci6n  de  la  descartoxilaLsa  difosfomeval6nica  par

ca+2  y  por  zn+2.

ha  reaccl6n  8e  efectu6  1ncubamdo  la  enzima   (64  mui   aLct.   esp.   5.6  U/mg

de  protefna)  a  30°  en  presencia  de   i   0,05  nM  Cd+2   (^),  0,o5  mM  Zn+2

(.),  1,0  nM  Zn+2  (o)  y  control  (A)I  en  anortiguador  Tris-Hal  0,1  M

pH  7.0.  A  log  tiempos  lnaicaaos  en.  Ia  flgura,  se  tonaron  allcuotas  de

0,010  nL  pars  el  en8ayo  de  la  enzlma.  por  medio  del  ensayo  espectro-

fotom6trlco  que  mide  el  AI)P. .
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Pa.I.a  un  mecanismo  en  secuencia  se  deberfa  obtener  una  parabola  segti-n

la  siguient,e  ecuaci6n   :

1/V    =  XKLaY:bllN2     +    (Ka.+XKb)  11^    +    1lv

Para  un  necanismo  ping-pong  se  deberla.  obtener  una  1±nea  recta  de

acuerdo  a  la  siguiente  ecuaci6n  :

1lv    =    (Ka+mb)1lA   +   1lv

pa.ra.  ambas  ecuaciones  x  =  A/B

Ca.be  ha.cer  nota,r  que  tanbi€n  se  obtendra  una  llnea  recta  para  un

mecanismo  en  secuencia  en  el  cual  la  constante  de  disociaci6n  Gel  primer

sustrato  sea  despreciable  respecto  a  A  y  Ka.

Eh  el  caso  de  la  desca.rboxlla.sa  difosfomeva.16nica  se  obtuv6i  rna

relaci6n  parab61ica  entre  el  I'ecfproco  de  la  velocida.d    y  el  rec±proco

de  la  concentraci6n  del  ATP,   cua,ndo  el  ATP  y  el  MVAPP  se  variaron  en  rna

raz6n  de  15  :   1   (Figura  10).

Inhibici6n  por  a.n£1ogos  de  los  sustratos.

Con  el  objeto  de  distinguir  entre  un  mecanismo  en  secuencia  al  azar

y  un  mecanismo  en  secuencia  ordena,da  se  emple6  el  enfoque  propuesto  per

Fronm  (1979).    El  cual    requiel'e  la  disponibilidad  de  un  inhibidor  com-

petitivo  pa.ra  cada  sustra,to.  Estos  inhibidores  deben  ser  del  tipo  de

punto  muerto,  es  decir  aquellos  que  sin  ser  sustratos  o  productos  de  la

tea.ccio'n,  son  capaces  de  fomar  complejos  reversibles  con  una  o  ma`.s

fomas  de  la  enzima.    Estos  conplejos  se  aenomina.n  abortivos,  ya  que  no

palticipan  en  la  reacci6n  y  solo  preden  disociarse  en  E'   + I,  donde  E'

representa  cua.Iquier forma  de  la  enzir,are  I re|)resenta  al  inhlbidor  (Cli

land,   1970).

i
t
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Figura  10.     Grafica  de  dobles  reclprocos  pa.ra  la  desca.rboxilasa  difosfo

meval6nica  donde  la,s   concentra.clones  de  ATP  y  MVAPP  se

variaron  en  una  raz6n  constante.

La  a.ctividad  se  detemin6  a  trav6s  del  me`todo  que  Hide  el  AI)P  segrfu  se

indica  en  Ma.teriales  y  Me.todos.   La  razo.n  entre  la  concentraci6n  del  ATP

y  del  MVAPP  fue  15,0.   El  intervalo  de  concentra.cio'n  del  ATP  usado  rue

0,15-3,0  mM,   la  concentraLci6n  del  Mgc12  se  rna,ntuvo  1  mM  sobre  la  con-

centracio'n  del  ATP.    Iia  velocida.d  se  expresa  como prnoles  de  MVAPP  des-

ca.rboxilados  por  minuto  por mg  de  protei'na.
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En  la  Tabla  5  se  muestra  el  tipe  de  inhibici6n  predicha.  por  F±omm

(1979)  para  inhibidores  de  I)unto  muerto  pa.ra  mecanismos  con  dos  sustratos.

inhibicl6n  por  MVAP.

Se  estudi6  el  efecto  inhibidor  del  MVAP  usando  MVAPP  como  sustra,to

variable,  a  una  concentraci6n  fija  ael  ATP ae  0,3  inn.    ha  Figura  11  muestra

los  resultados  de  este  experinento  al  graficar  los  da,tog  de  acuerdo  a    la

ecuaci6n  de  Ha.nes   (1932).   Iios  da.tos  de  este  experimento  se  procesa.ron

suponiendo  inhitticl6n  competitlva  e  inhiblci6n  mixta  con  el  prograna  ITATO.

El  an£1lsis  de  los  resulta.dos  obtenidos  indic6  una  inhibici6n  competitiva

con  un  va.Ior  de  K±  de   6,03  i  0,28  mM.

ha  Figrra  12  muestra  los  resulta.dos  obtenidos  al  estudia.r  el  efecto

inhibidor  del  HVAP  usando  ATP  como  sustrato  variable,  a  una  concentraci6n

fija  del  MVAPP  de  0,023  mM.     El  an£1isis  de  los  resultados,  provenientes

de  procesar  los  datos  a.1  igual  que  lo  indica.do  anteriomente,  indic6  una

inhiblci6n  mixta  con  un  valor  de  K±  ae  4,39  i  0,39  mM  y  un  va.lop  a?  K±  de
+

20,27  -  8,66  mM.

bebido  a  que  el  MVAP  se  comporta  frente  al  ATP  como  un  inhlbidor

mixto  en  el  cual  hay  un  fuerte  predominio  de  uno  de  sus  componentes   (col

petitivo)  se  aecidi6  estudia.r  otros  compuestos  anflogos  del  MVAPP.

Estudios  con  CrMVAPP.

El  derivado  cromado  Gel  MVAPP  a  una  concentraci6n  ae  1  mM    no  actu6

como  inhibidor  ni  tampoco  como  sustrato  de  la  reacci6n.     Estos  hechos  mos

indican  que  este  compuesto  no  se  one  al `'sltio  activo  de  la  enzima.



Tabla  5

PATRONES   I)E   INHIBICI0N   PARA   MEOANISMOS   CINETICOS   EN

SISTEMAS   DE  DOS  SUSTRATosa
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Meca.nismo Inhibidor  coml)etitivo                   Inhibi ci6n

pa.ra  sustrato respecto  a,

8

Al  azar

Ord.enad.o

a`

Ada.|]ta.do  de  Frorm   (1979).

b
C,  inhibici6n  com|)etitiva}  M,   inhit)icio'n  mixta!   IC,   inhibici6n

incompetitiva.
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Figura  11.     Grffica  de  Ha.nes-Woolf  pa.ra  la  inhibicio'n  de  la  descarboxila.sa

difosl-omevalo'nica,  por  MVAP  cuando  MVAPP  es  el  sustra.to  va.ria.ble.

La  activida.d  enzimftica  se  detemino'  mediante  el  ensayo  que  mide  el  ADP

sequ'n  se  indica  en  Ma.teriales  y  Me'todos.   La  concentra.cio'n  del  ATP  rue

0,3  mM  y  las   concentraciones   del  MVAP  fueron   :   .,   0  mM}   o,   4,1   mM  yii,

8,2  mM.   La  concentra.ci6n  del  Mgc12  se  mantuvo   1  mM  sobre   la  concentraci6n

del  ATP.   La  velocidad  se  expresa  como   ~moles  de  MVAPP  descartioxila.dos

I>or  minuto  por  mg  de  protelna„    Ijos  slmtiolos  col.responden  a.  Ios  va,lores

experimenta.Ies  y  las  recta.s  a  los  valores  teo`ricos  ent.regados  por  el

programa.  de  computaci6n.
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0,2                     0, 4

[ATP]   ,    mM
0,6

Figura  12.     .Grffica  de  Ha.nes-Woolf  pa.I.a  la  inhibicio'n  de  la  desca.rboxilasa

difosfomevalo'nica  por  MVAP  cua.ndo  ATP  es  el  sustra.to`  va.riable.

La  a,ctividad  enzimftica  se  detemin6  como  se  indica  en  la  Figura  11.   La

concentra.ci6n  del  MVAPP  fue  0,023  mM  y  la,s   concentraciones  del  MVAP  fuerop.   :

•,   0  mM}   o,   2,46  mM  y   I,8.2  mM.   La  concentraci6n  del  Mgc12  se  rna.ntuvo

1  mM  sobre  la  concentraci6n  del  ATP.   La  velocidad  se  expresa  comoproles

de  MVAPP  desca,rboxilados  por  minuto  For  mg  de  protefna,.   Ijos  sfmbolos  co-

rl.esponden  a.  Ios  va,lores  experlmenta.Ies  ,.y  lag  recta.s  a,  1os  valores  te6ricos

entregados  por  el  progra.rna  de  computa.ci6n.
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En  vista  de  los  I.esultados  comenta.dos  anteriomente  se  decidi6

sintetizar  un  compuesto  en  el  cua.I  se  modificara  el  grupo  difosfato  del

MVAPP.   Asf ,  se  sintetiz6  el  an£1ogo  azufrado  del  MVAPP,  en  el  que  se

reemplaza  un  oxfgeno  por  un  azufre  en  el  fosforilo   A   del  MVAPP.

Este  compuesto  result6  ser  un  sustrato  de  la  enzima,.  coma  se  mues-

bra  en  la  Tabla  6.     ha  conparaci6n  de  la.s  razones  V/Kin  para  MVAPP  y

MVAPpfl S  ind.ic6  que  la,  descarboxila,sa  difosfomeval6nica  muestra  una

preferencia  de  34  :   1  pa.ra  su  sustra,to  normal.    Este  compuesto  al  ser

un  mal  sustrato  debiera  actua.r  como  inhibidor,  pero  esto  no  se  pudo

proba,r  ya.  que  e'ste  produjo  interferencias  con  la,s  enzimas  auxilia.res

en  el  ensayo  que  mide  el  AI)P.     Cabe  hacer  notar  que  el  ensayo  que  mide

el  P±  no  puede  ser  usado  para.  detemina.r  la,s  constantes  cine'tica.s  del

MVAPP  debido  a  problema.s  t6cnicos  al  usa.I  concentraciones  entre  0,01

y  0,04  mM  del  MVAPP.

Inhibici6n  Por  ATpj' S.

ATpy.S  es  un  an€1ogo  del  ATP  en  el  cua.1  uno  de  los  oxlgeno,s  libres

del  fosforilo   y  es  reemplazado  per  azufre.    En  la  Figura  13  se  muestra

el  efecto  inhibidor  del  ATpys  con  respecto  al  ATP,         a  una  concentra-

cio'n  fija  del  MVAPP.     Los  da.tos  de  este  experimento  se  procesaron  supo-

niendo  inhibici6n  competitiva  e  inhibici6n  mlxta  con  el  prograna  ltAro.

El  anflisis  de  los  resultados  obtenidos  ind.ic6  una  inhibici6n  competitiva

con  un  valor  de  K±  de  0,09  i  0,01  mM.

I
-j
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Tabla  6

CONSTANTES   CINETICAS   APARENTES   PARA  MVAPP   Y  WAPP¢ S

Sustrato Kn

(mM)            (in
in  per  mg  de  protein

V/Kin

mL

5f6ffl)min  |x)r  ng  de

MVAPP               0.013±0.002               3,69±0.04                           283,8±46,7

MVAPP¢S       0,140±0.010              i,18±0,06                                8,4±     1,0

Iia.s  constantes  cin6tica.s   para  MVAPP  se  deterTiiinaron  media,nte  el

m6todo  espectrofotom6trico  que  mide  el  ADP  segtin   lo  indicado  en

Ma.teriales  y  M6todos,   las  concentraciones  del  MVAPP  se  variaron

entre  0,01   y  0.04  mM.   I-os  parinetros  cin6ticos  para  MVAPP¢ S

se  detemina.ron  media.nte  el  m6todo  que  mide  el  P±  segu'n  lo  indl-

cado  en  Materiales  y  M6todos,   la.s  concentraciones  del  MVAPP¢ S

se  varlaron  entre  0,04  y  0.22  mM.
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Figura  13.   Grffica  de  Hanes-Woolf  pare  la  inhibicio'n  de  la  descarboxilasa

difosfomevalo'nica  por  ATpys  cuando  ATP  es  el  sustrato  va,riable.

La  activida.d  enzimftica  se  determin6  mediante  el  ensayo  que  mide  el  ADP

segu'n  se  indica  en  Ma.teria,les  y  Me'todos.   Ija  concentra.ci6n  del  MVAPP  fue

0,05  mM  y  las   concent.raciones  del  ATpys  fueron   :   ..   0  mM}   o,   0,06  mMi

A,   0~  mM}  A  .   0,179  mM}  I  ,   0,239  mM.   La  concentraci6n  del  Mgc12  Se

mantuvo  1  nit  sot>re  las   concentraciones  del  ATP  y  del  ATpif s.   La  veloci-

dad  se  expresa  como   +moles  de  MVAPP  descarboxilados  por  minuto  por

mg  de  prote±na„    I,os  slmbolos  corresponden  a  los  va.1ores  experimentales

y  laLs  I.ecta.s  a  los  va.Iol`es  te6ricos  entrega.dos  por  el  programa  de  com|]u-

taci6n.
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Iia.  Figura  14 muestra  log  I.esultados  obtenidos  al  estudiar  el  efecto

inhibidor  del  ATP¥ S  usando  MVAPP  como  sustrato  variable,  a  rna  concel

traci6n  fija  Gel  ATP.  El  an£1isls  de  los  resultados provenientes  de

procesar  log  datos  suponiendo  inhibici6n  incompetitiva  e  inhibici6n  mixta.,

indic6  una  inhibici6n  inconpetitiva  con  un  valor  de  Ki  de  0,65  i 0.04 nM.

Inhibici6n  For  AMP-Pop.

En  este  a.n£1ogo  del  ATP  se  ha  reemplaza.do  al  puente  d`e  oxI'geno   ~

entre  el  fosforilo S  y  el  fosforilo y del  ATP  por un  grupo  metileno,  h

Figura,  15  muestra  los  resultados  obtenidos  al  estudiar  el  efecto  inhibi-

dor  ael  AMP-Pop  usando  ATP  como  sustrato  variable,  a  una  concentraci6n

fija  Gel  MVAPP  de  0,023  mM.   El  a.nfllsis  de  los  resulta.dos,   proveniente8

de  procesar  los  datos  a.i  igual  que  lo  indicado  para  el  ATpys.  indic6

una  inhibici6n  competitiva  con  un  valor  de  K±  de  14,01  i  1,99  nM.

La  Figura  16 muestra  los  resultados  obtenidos  a.1  estudiar  el  efecto

inhibiaor  Gel  AIfp-Pop  usando  MVAPP  coma  sustra.to  varia.ble,  a  una  concen-

traci6n  fija  del  ATP  de  0.3  mM.    El  an£1isis  de  log  resultados,  provenientes

de  procesar  los  datos  suponiendo  inhlbici6n  incompetitiva  e  lnhibici6n

mixta.,  indico'  una  inhibici6n  incompetitiva  con  un  valor  de  Ki  de  5,22  i

0,38   mM.

Al  comparar  los  resultados  de  los  experimentos  de  inhitiici6n  por

anflogos  Gel  HVAPP  y  del  ATP  con  el  tipe  de  inhlblci6n  predicha  per  From

(1979)  pare  inhibidores  de  punto  muerto  para meca,nismos  bi-a.etarites

(Ta.bla  5),  queda  claro  que  los  datos  indican  un  mecamismo  en  secuencia

ordena,da,  en  el  cual  el  ATP  es  el  segqude  sustrato  que  se  une  a  la  enzina.
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Fie.ura  14.   Grffica  de  Hanes-Woolf  para  la  inhibicio'n  de  la  descarboxilasa

difosfomevalo'nica   per  ATpys   cuando  MVAPP  es   el   sustrato

variable .

La  actlvidad  enzima'tica  se  detemin6  como  se  indica  en  la  Figura  13.   La

concentraci6n  del  ATP  rue  1  mM  y  las  concentraciones  del  ATpys  fueron   :

•,   0  mMi   o,   0,179  mMi  .  ,   0,296  mM  y  A  ,   0.447  nM.   La   concentra,ci6n  del

Mgc12  se  mantuvo  1  mM  sobre  las  concentraciones  del  ATP  y  del  ATP/S.

La  velocidad  se  expresa  como   proles  de  MVAPP  desca.rboxilaLdos   por  min.

per  mg  de  protelna.
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Figura  15.   Grffica  de  Hanes-Woolf  para  la  inhibici6n  de  la  descarbexilasa

difosfomeval6nica  por  AMP-Pop  cuando  ATP  es   el   sustrato

varia,ble .

La  actividad   enzimgtica  se  determin6  segdn   lo   indicado  er.   1a  Fiqura   13.

La   concen+.raci6n   del  MVAPP  fue   0,023  mM  y   las   concent,raLciones   del   AMP-PCP

fueron   :   ..   0  mMi   o,   1,95  mM  y  ^  ,   3,9  mM.   La   concentraci6n  del  Mgc12

se  mantuvo   1   mM  sobre   las   concentra.clones  del  ^TP  y  del  AMP-Pop.   La

velocidad   se  expresa,  como   /moles  de  MV^PP  descaLrboxilados   per  minuto

por  mg  de  protelna.   Ijos  sfmholos  conespenden  a  los  valores  experimen-

tales  y  las  recta.s  a  los  valores  te6ricos  entrega,dos  por  el  prograna  de

computa.cl6n.



C)0

Figura  16.   Grffica  de  Hanes-Woolf  para  la  inhibici6n  de  la  desca,rboxila.sa

difosfomevalo'nica  For  AMP-Pop  cuando  MVAPP  es  el  sustra.to

variable .

La  activida,d  enzimftica  se  determin6  de  aLcuerdo  a  lo  indica,do  en  la

Figura  13.   Ija  concentraci6n  del  ATP  fue  0,3  mM  y  las  concentraciones

del  AMP-Pop  fueron   :   .,   0  mM!   o,   2,38  mM  y  ^ ,   4.75  mM,   ha  concentraci6n

del  Mgc12  se  mantuvo  1  mM  sobre  la.s  concentra,clones  del  ATP  y  del  AMP-Pop.

Ija  velocidad  se  expresa  como   proles  de  MVAPP  descarboxilados  pop  minuto

y  por  mg  de  |]rote±na.   Ijos  sfTnbolos  corresponden  a  los  valol`es  experimen-

ta,les  y  las  rectas  a  los  valores  te6ricos  entl.ega,dos  por  el  prograna  de

computa.ci6n.
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Inhibici6n  por  los  productos  de  la  sea,cci6n.

Pa.ra  conocer  el  orden  de  salid.a  de  los  productos  de  la,  reacci6n

catalizada  par  la  descarboxila.sa  difosfomeval6nica  de  hfgado  de  polio

se  efectua.ron  estud.ios  de  inhibici6n  per  los  productos  de  la  reacci6n.

Inhibici6n  For  IPP.

Al  estudia.I  el  efecto  de  la  inhit)ici6n  del  IPP  usa.ndo  ATP  como

sustrato  varia.ble,  a  una  concentraci6n  fija  del  MVAPP  de  0,023  mM,  se

obtuvo  rna  inhibici6n  mixta.  (Figura  17).    La  gI.gfica  secundaria.  de  lag

intersecciones  en  funci6n  de  la  concentraci6n  del  inhibidor result6

paraho.1ica,  este  resulta.do  lmpidi6  I)rocesar  log  aatos  con  el  programa

NATO  ya  que  6ste  solo  es  aplica.ble  a  inhibiciones  lineales.     La  grffica

secunda.ria  de  las  pendientes  en  funci6n  de  la  concentraci6n  del  IPP

fue  lineal  determin€ndose  un  valor  de  Ki  de  5,34  i  0,68  mM.

Al  sea.1izar  experimentos  de  inbibici6n  per  IPP.  usando  ahcra.  el

MVAPP  como  sustra.to  variable  y nanteniendo  fija  la  concentraci6n  del  ATP

en  0,3  mM,  se  obtuvo  tanbi€n  una  inhibici6n  nixta  (Figqra  18).   La  gfa-

fica  secundaria  de  la.s  pendientes  en  funci6n  de  la  concentraci6n  del  IPP

rue  lineal  y  de  ella  se  determin6  un  va.1or  de  Ki  de  7,56  i  1,00  mM,

la  gra'.fica  secunda,ria  de  las  intersecciones  en  funci6n  de  la  concentra-

ci6n  del  inhibidor  fue  pa.rab61ica.

Esta  inhibici6n  pa.rabo'lica  se  puede  deber a  la  uni6n  de  a  lo  nenos

dos  mol5cula.s  del  inhibidor  a  la  enzina  o  a  la  fomaci6n  de  complejos

abortivos  tema.rios  que  son  complejos  de  punto  muerto  del  tipo  enzima-
.

sustrato-producto  (Cleland,  1970).      ~'

i,
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Figura  17.   Gra'fica  de  Hares-Woolf  para  la  lnhibici6n  de  la  descarboxlla.sa

difosfomeval6nlca  |x)I  IPP  cuando  ^TP  es  el  sustrato  va,rlattle.

La  actividad   enzimftica  se  detemin6  mediante  el  ensa.yo  que  mide  el  AI)P

seen'n   lo  indicado  en  Mat,eriales  y  Me'todos.   La  concentraci6n  del  MVAPP

fue   0,023  mM  y  la,s   concentra.clones  del   IPP  fueron :   .,   0  mMi   o.   2,4  mM|

A  ,   3,a  mM  y  A  .   4,8  mM.   La   concentraci6n  del   Mgc12   se  mantuvo   1   mM  sobre

la.s   concentra,clones  del  ATP  y  Gel  IPP.   La  velocida,d   se  expresa  como

proles  de  MVAPP  descarboxilados  por  minuto  por  mg  de  protelna.   Inserta

se  muestra  la  gra'fica  secundaria  de  pendientes  e  intersecciones  en  fun-

cio'n  de  la,  concentraci6n  del  IPP.



2
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Figura  18.   Gr€fica  de  Ha,nes-Woolf  para  la  inhibici6n  d.e  la  d.esca.rboxilasa

difosfomeva.16nica  por  IPP  cuando  MVAPP  es  el  sustra.to  varia.ble.

Ija  concentra,ci6n  del  Mgc12  y  la  deteminaci6n  de  la  activida.d  enzimftica

son  lag  misma.s  que  se  ind.ican  en  la.  Figura.  17.   ha  concentl.aci6n  del  ATP

fue  0,3  mM  y  las  concentraciones  a.el  IPP  fueron   :   .,   0  mMi   o,   2.4  mM!

A  ,   3,6  mM  y A ,   4,8  mM.   La  velocidad   se  expres;  como/]moles  de  MVAPP

desca.rboxilados  por  minuto  y  por mg de  protelna,.   Inserta  se  muestra  la

grffica,  secund.ariaL  d.e  pendientes  e  intersecciones  en  funci6n  de  la  con-

centra.ci6n  del  IPP.
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Inhibici6n  por  fosfato  inorgfnico.

Este  producto  se  prob6  como  inhit>idor  en  un  anplio  intervalo  de

concentraciones  desde  10  a  150  nM,  no  observfndose  inhibici6n  lo  que

indica  una  afinidad  muy  ba.ja.  de  este  producto  por  la  enzima.

En  vista.  de  este  resultado  y  considerand.o  que  experimentos  prelimi-

nares  de  inhibici6n  por bicarbonato  indicaron  que  este  I)roducto  era un

mal  inhibid,or.  se  d.ecidi6  no  continua.r  con  estos  estudios  ya.  que  para

poder  postular  el  orden  de  sa,lida  de  log  productos  es  necesario  tener

todos  los  pa,trones  de  inhit)ici6n.

ESTRUCTURA   DEL   COMPLEJO   METAL-ATP.

En  las  reacciones  enzimftica.s  en  las  cua.1es  el  conplejo  MgATP-2

a.ctua  como  sustrato,  el  i6n  met£1ico  I>uede  estar  unido  a  cualquiera  de

log  tres  grupos  fosforilos  del  ATP  o  a.  una  combinaci6n  de  ellos  forma.ndo

ya  sea  complejos  mono-,  bi-o  tridentados  (Mel.rib  y  col.,1978).

La.  coordina.ci6n  del  i6n  metflico  con  uno  de  los  ftomos  de  oxlgeno

del  fosforilo  c{  o  A   ha.ce  que  ese  fosforilo  pa.rticular  sea.  ahora  un

grupo  quira,1,   1o  que  nos  lleva  a.  1a  existencia  de  varios  diastere6meros.

Eh  el  caso  del  complejo   A ,y-bid.entado,  a.I  coloca,I  el  anillo  de  seis

miembros  en  el  piano  del  I)a,pel  el  grupe  AMP  I)uede  esta.r  ya  sea.  sobre

(is6mero  lantxla,)  o  bajo  el  pla.no  (is6mero  delta),   como  se  muestra  en  la

Figura,19.    Eh  el  caso  del  complejo  a/,A-bidentado,  tanto  el  fosforilo

c{  como  el A  son  ahora  quirales.    Esto  implica  que  tanto  el  grupo  ade-

nosina  como  el  fosforilo  pueden  est.ar  bajo  o  sobre  el  piano,  genergndose

-.-,    `
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o(i::,p(:-AMP

DELTA

LAMBDA

Figura  19.   Estructura.s  de  los  complejos   A,y -bidentados  d.el  MgATP
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as±  cua.tro  diastere6meros.

Debido  a  que  la  velocida.d  de  recaJntiio  entre  el  Mg+2  complejado  como

MgATP-2  y  el  metal  libre  es  muy  a.1ta,  no  es  posible  determinar  la  estmc

tura  del  conplejo  metal-ATP  en  el  sitio  activo  de  una  enzlma  uBando  Bus

sustra.tos  natul.a.1es.     Actualmente  existen  dos  m6todos  de  tipe  cin6tico

que  sirven  a  este  prop6sito!  uno  de  ellos  hace  uso  de  log  anflogos  fog-

forotioatos  del  ATP,  en  tanto  que  el  otro  utiliza  log  complejos  de  Bus-

tituci6n  inertes,   como  el  CrATP  y  el  CoATP.

Para  deteminar  la  estructura  del  complejo  metal-nucle6tido  Clelamd

introdujo  el  uso  de  los  complejos  CrATP  y  CoATP  (De  Panphilis  y  Clela.nd,

1973!   Dunaway-Mariano  y  Cleland,   1980a,   b!   Cleland,   1982).     Estos  com-

plejos  se  ca,racterizan  por  presentar velocidades  ae  intercanbio  del me-

tal  con  el  nucle6tido  muy  lenta,s,  1o  que  pemite  la  separa.ci6n  y  ca,rac-

teriza,ci6n  de  los  diferentes  is6meros  de  coordinaci6n.     Asl  por  ejemplo,

la  coordinaci6n  de  los  fosforilos  4  y  d'  en  el  conplejo  bidentado  del

CrATP genera  un  centre  quiral  en  el  fosforilo A ,  obteni€ndose  dos  este-

reois6meros,   como  se  indica.  en  la  Figura  20.

Efecto  de  los  complejos  d.el  CrATP  en  la  reacci6n.

La  actividad  como  sust±atos  tanto  del  complejo  d'-monodentado  cono

d.el  complejo  4  ,y-bidentado  CrATP  no  pudo  ser  detecta.da  en  las  condi-

ciones  ae  ensayo  utilizadas. .  For  otra  parte,  se  comprob6  que  ni  el  com

plejo  monodenta.do  ni  el  bidenta.do,  a  concentraclones  maxima.s  de  5,3  y

6,6 mM,  respectivanente,  ejerclan  up  efecto  inhibidor sabre  la  reacci6n.

~?
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Cabe  desta.car  que  estos  com|)lejos  CrATP  o  CoATP  son  inhibidores  de  varias

q.uinasas  y  presentan  constantes  de  inhibici6n  del  orden  de   /]M  (Dunaway-

Mariano  y  Oleland,1980b).

Uno  de  los  enfoques  mfs  ampliamente  usa.do    papa  detemina.I  la  estmc

tura.  del  complejo  metal-nucle6tido,  es  el  de  los  anflogos  fosforotioatos

del  ATP  introducido  per Eckstein  (Goody  y  Eckstein,1971i  Eckstein,

1983}  1985).     En  estos  ari£1ogos  se  reemplaza.  por  azufre  uno  de  los  ox±-

genos  libres  de  los  fosforilos  Of o   A  del  ATP!  generrfudose  asi  quira.Iida.d

en  el  grupo  fosforilo  Of   o4  da.nd.o  origen  a  un  par  de  diastere6meros,

Rp  y  Sp.

Se  ha  determinado  que  el  Mg+2  se  une  I}referentemente  al  ox±geno,

en  tanto  que  el  ca+2  se  coordina  de  preferencia  al  azufre.   Pop  consiguiente

el  complejo  con  Mg+2  del  is6mero  Rp  tendr£  1a  misma  configuraci6n  estereo-

qu±mica  que  el  complejo  con  Cd+2  del  iso'mero  Sp,  y  viceversa  (Figura  21)

(Jaffe  y  Cohn,1978).

Estos  anflogos  azufrados  del  ATP  se  pueden  utilizar  como `sustra,tos

en  una,  rea.cci6n  enzimftica  y  si  se  encuentra  reversi6n  en  la  selectivi-

da.d  del  is6nero  por  la  enzina  a,1  reemplaza.r  al  Mg+2  par  Cd+2.  esto  indica

que  el  i6n  metflico  estf  unido  a.i  grupo  fosforilo  que  lleva  el  azufre

(Cohn,   1982!   Eckstein,   1985).

Dia.stereois6meros  del  Am{ S  como  sustratos.

Ambos  diastere6meros  Gel  ATPc{S  al  ser utilizados  coma  sustratos

de  la.  descarboxilasa  difosfomeva.16nica  presentaron  cin€ticas  corrientes

de  Michaelis-Menten.    ha  Tabla  ?  resqu.e :,la.§  constantes  cin€ticas  aparentes



C)9

<I-ILIJa
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I
Rp Sp

Figura  21.     Estructuras  de  los  complejos   P  ,y -.Dideritados  del

ATP6S   con  Mg+2   y  con   cd+2.
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obtenidas  par.a  aJiibos  is6meros  del  ATP* S  en  presencia  de  Cd+2  o  Mg+2

y  su  comparaci6n  con  el  sustrato  norma,I  ATP.     ha  presencia  del .gtomo

de  azufre  en  el  fosforilo  c{  hace  que  la actividad,  de  acuerdo  al  coe-

ficiente  cata.1ftico  V/qn,  disninuya  con  Iiespecto  al  ATP.    Este  efecto

se  debe  a  rna  ca±da  en  V  acompafia,da  de  un  aumento  en  la  Kin,  a  excepci6n

del  Cd(Sp)ATpeds  donde  se  aprecia  un  aunento  en  V.   ha  comparaci6n  de

los  cuocientes  V/Kin  indica  que  no  hay  inversi6n  de  la  preferencia  este-

reoqufmica  para  los  dia,stere6meros  del  ATpeds  al  Gambia.r  Mg+2  por  Cd+2  ,

lo  que  mos  lleva  a  la  conclusi6n  que  el  metal  no  se  une  al  ATP  a  trav6s

de  su  fosforilo   c<  en  el  complejo  MgATP-2.

Diastereois6meros  del  ATP6 S  como  sustra.tos  y  como  inhibidores.

En  estudios  prelimina.I.es  rea,1izados  en  presencia  de  Cd+2.  ambos

is6meros  del  ATP6 S  mostraron  rna.  a.1ta.  velocidad  de  hidr6lisis  no  enzi-

mftica  la  cual  interfiere  en  el  ensayo  enzimftico.     Eh  vista  de  que  no

era  posible  utilizar  Cd+2,  se  decidi6  user  Zn+2  ya  que  se  ha  demostrado

que  este  metal  se  coordina  taJnbi€n  de  preferencia  al  azufre  (Jaffe  y  Cohn,

1979)  y  que  ha  sido  usado  en  este  mismo  tipo  de  estudios  con  enzimas

que  no  presentan  actividad  con  Od+2  (Jaffe  y  col..1982!  Tombras  Smith

y  Cohn,   1982).

Iia.  Tabla 8  nuestra  la.s  velocida.des  obtenida.s  a  rna  concentraci6n

de  2,25  mM  de  los  complejos  MgATP0 S-2  y  ZnATP4S-2.   Se  puede  aprecia.I

que  el  reemplazo  por  azufre  de  uno  de  los  ftomos  de  oxfgeno  del  fosfo-

rilo  A   del  ATP,  produce  una  marcada  disminuci6n  de  la  actividad.    As±,

mientras  el  Mg(Rp)ATPOS  es  sustrato  de  la  enzima,  el `Mg(Sp)ATPOS  no
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Tat)1a  7

CONSTANTES   CINETICAS   APARENTES   PARA   LOS   ISOMEROS   DEI,   ATpb(  S.

Oomplejo

ITiln  por  mg  de  protefna 1n  par  mg  de  protein

MgATP                       0.18   i  0,02

CdATP                      0,05  i  0,01

Mg(Rp)ATPo(S     0.35  i  0.03

Mg(Sp)A".S    4.95  i  0,06

Cd(Rp)ATP<S     0,11   i  0,03

Cd(Rp)ATP4S     1,51   I  0.16

3'7o  I  o'o8

2'3o  I  o.1o

1'61   i  o,o6
+

2'00  -  0.13

1,j8  i  o,ol

7'44  i  o,31

2o.6  i  2'7

46'o  i  11'2

4'6  i  o'6

o'4  i  o'o3
+

14'4  -  4'0

4'9  i  o'7

Log  pa,raletros  cin€tlcos  se  detemina.ron  usando  el  ensa.yo  que  mide

el  P±  1iberado  en  la  reacci6n  de  acuerdo  a  lo  indicadoen Materla.leg

y  Me'todos.   Se  us6  una,  preparaci6n  de  descart>oxilasa  difosfoneval6nica

de  act.   esp.   3.53  Unldades/mg.  de  protefna,.



Tabla  8

COMPIEJOS   I)EL  MgATP4 S   Y  I)EL  ZnATpfl  S  EN   LA  REACCION

cATAI]IZADA  POR  LA  ImscARBoxlLASA  DlrosFOMEVAL0NlcA.

Comp|ejoa velocidad

xpoles
min  par  mg  de  prote±na,

MgATP

ZnATP

Mg(Rp)ATP¢ S

Mg(Sp)ATP¢ S

Zn(Rp)ATP6 S

Zn(Sp)ATP`6S

a
La  concentraci6n  de  los  respectivos  complejos  rue  2,25  mM.

ha  a.ctividad  se  determin6  a  trave's  del  me'todo  que  Hide  el

Pi  seg`in  lo  indicado  en  Ma.teriales  y  M6todos,  usa.ndo  una

preparaci6n  de  desca.rboxilasa  difosfrmeval6nica.  de  act.   esp.

7  Unidades/mg  de  prote±na.
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Tabla  9

ISOMEROS   DEL   ATpfl s   COMO   SUSTRATOS   Y   cOM0   INHIBIDORES.

75

Compuesto

por  mg  de

Mg(Rp)ATPAS            7,43±0,07                 0,03±0.002             0,61   ±0,03

Mg(Sp)ATP6S o'42  I  o'o2

I.a  deteminaci6n  de  las  consta.ntes  cin€tica.s  aparentes,  Kin  y  V,  se

realiz6  media,nte  el  ensayo  que  mid.e  el  P±  de  acuerdo  a.  Io  indica.do

en  Materiales  y  M€todos.   Se  us6  una  preparacio'n  de  desca.rtioxila.sa

difosfomeva.16nica  de  act.   esp.   3,53  Unidades/mg  de  I)rote±na,.

Para.  1a  detemina,cio'n  de  la.s  constantes  de  inhibici6n  se  us6  el  ensayo

espectrofotom€trico  que  mide  el  ADP  segifn  lo  indica.do  en  Hateriales

y  Me'todos,  exce|>to  que  las  concentraciones  del  ATP  se  variaron  entre

0,1  y  0,6  mM,   y  la  concentraci6n  del  Hgc12  rue  1  mM  sot>re  la.s  concen-

tra.clones  del nucle6tid.o  y  del  tionucle6tido.
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es  sustrato  y  lo  contrario  ocurre  en  presencia  del  Zn+2.  Este  hecho  mos

indica  que  hay  inversi6n  de  la.  pl.eferencia  estereoqu±mica.  para  los
+2

d.ia.stere6meros  del  ATP¢S  al  canbiar  el  Mg+2  por  el  Zn     ,1o  que  mos

sugiere  que  el meta.1  se  compleja.  al  ATP  a  trave's  del  fosforilo A  .

Al  deteminar  los  paraletros  cine'ticos  para  el  Zn(Sp)ATP4S  mos

encontranos  que  6ste  no  presents  un  conportaniento  cin6tico  segrfu  Michae

lis-Menten  (Figura  22).    Este  efecto  pud.iera  ser atribuido  al  tionucle6-

tido  ya  que  las  condiciones  pa.ra,  el  ensayo  fueron  la.s  mismas  que  se

utilizaron  para  a.etemina.r  la.s  consta.ntes  cin€ticas  del  ZnATP.    Es

necesario  desta.car  que  el  ZnATP  presenta  un  comporianiento  cin€tico  de

a,cuerdo  a.  MichaLelis-Menten.

El  valor  de  los  paraletros  cin€ticos  determinados  para  el  Mg(Rp)-

ATP4S  se  muestra  en  la  Tabla  9.       Para  deterlninar  si  el  Mg(Sp)ATP.AS

era  capaz  de  unirse  a.  1a  enzima.  se  estudi6  si  este  compuesto  era  un

inhibidor  de  la  reaccio'n.    Ambos  diastere6meros  del  ATP4 S  resultaron

sor    inhibidores  competitivos  y  sus  correspondientes  va.Iol.es  de  K±  se

muestran  tambi6n  en  la  Ta,bla  9.       Al  respecto  cabe  destacar  que  el

iso'mero  S    se  une  con  una  afinidad  casi  el  doble  de  la  del  is6mero  Rp.
P

Ass,  a.unque  el  is6mero  delta  no  es  activo  como  sustrato,  se  une  ta,n

bien  o  mejor  que  el  iso'mero  lambda.

Efecto  de  la  posici6n  del  azufre  en  el  I.eemplazo  por  oxfgeno.

Al  comparar  los  paraletros  cin€ticos  de  la.s  reacciones  del  MgATP

y  de  los  is6meros  mss  activos  del  MgATEed S  y  del  MgATly3S   (Tablas  7  y

9)  encontramos  que  la.s  velocidades  maxima.s  decrecen  en  el  orden



24
[Zn(Sp)ATpns]   ,  mM

>
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Fiqura  22.   Efecto  de  la  concentracio'n  del  Zn(Sp)ATP6 S  en  la  reaccio'n

de  la  descarboxilasa  difosfomeva.Io'nica.

El  medio  de  reacci6n   conten±a  en  un  volurrier,   de   0.1   mL   :   anortiguador

Iris-HC]   0,1   M   pH   7.0,   MV^PP  0,3   mM,   descart.joxilaLsa   difosfomeval6nlca

80  Jnu   (act.   esp.   7  U/mg  de   protefna).   Ija  concentraci6ri  del  7.n+2   rue  el

75¢  de  la  concentraci6n  del   (Sp)ATP4 S.   La  concentraci6n  del  complejo

(Zn(Sp)ATP6 S)-2  se  detemin6  mediante  el  prograjtia  de  computaci6n  indi

cado  en  Matel.iales  y  Me'todos.   La  velocida.d   se  expresa  cono   /moles  de

MVAPP  desca.rboxilados  por  minuto  por  mg  de  protefna„
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ATP}ATPo{ S    »   ATP4S  ajust€ndose  al  pa,tr6n  genera.I   (Ngoc  y  col.1979)

que  lndica,  que  al  I.eemplazar  un  oxlgeno  por  azufre  en  el  ^TP  la.  velocl-

da,d  disminuye  progresivanente  a  nedida  que  el  reemplazo  se  acerca  al

Bitio  de  romplmlento  del  enlace.

No  fue  poslble  detemina.r  los  paraletros  cin6tlcos  para  ATpys  ya

que  con  este  conpuesto  la  enzima  pre8enta  una  actlvldad  muy  dlgmlnulda

(Iyenga.r  y  col..1986).

Ina,ctiva,ci6n  de  la  enzima  por  tlonucle6tldos.

Ngoc  y  col.   (1979)  ham  lnfomado  que  la  fosfofructoquinasa  de

mtisculo  de  conejo  se  lnactlva.  por  ^Tped S  y  AMPS.     Debido  a,  que  este  es

el  `inico  trabajo  exlstente  en  laL  llteratura  en  el  cual  se  infoma  sobre

un  efecto  ina,ctivador  de  los  analogos  fosforotloa,tos  de  los  nucle6tidos,

y  si  se  considera  que  el  azufre  del  ATPo(S  a  del  ATP4 S  es  susceptible

de  reacciona.r  con  grupos  sulfhidrilos  de  la  enzlma..  se  decidi6  estudiar

si  estos  tionucle6tidos  eran  capa.ces  de  inactivar  irreversiblemente  aL

la  descarboxilasa  difosfomeval6nica  de  hfgado  de  polio.

Eh  el  experimento  de  la  Figul.a  23  se  muestian  los  resultados  obte-

nidos  a.I  incuttar  la  enzima  con  diferentes  tionucle6tidos.     Se  aprecia

que  en  el  intervalo  de  concentraciones  de  1,5  a  1,9  mM.  el  mejor  agente

inactivante  es  el  (Rp)^TPAS.

Se  investig6  tambi6n  la  inactlvaci6n  per  ATP/S.  encontrfndose  que

este  conpuesto  a.  rna  concentra,ci6n  de  10  mM  produce  un  50¢  de  lnactlva-

ci6n  en  210  ninutos.

hado  que  el  mejor  agente  inactlvante  fue  el  (Rp)ATPAS  se  decldi6
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TIEMPO     ,     min

Figura.  23.     Ina.ctivaci6n  de  la  descarboxilasa  difosfoneval6nlca  par

diversos  tionucle6tldos.

I,a  reacci6n  se  efectu61ncubando  la  enzlna   (6£+  mui   act.   esp.   5,6  U/mg

de   protelna)  a  30°  en  presencia  de   :   1.67  mM   (Rp)ATPAS   (.).,1.50  mM

(Sp)^TPAS   (a):   1,90  mM  ADPAS   (o)i   1.77  mM  AMPS   (.)   y   control   (A)i   en

amortlguador  Trls-Hcl  0.1  M  pH  7,0.   A  los  tlempos  indicados  en  la  figr_

ra.   se  tomaron  allcuotas  de  0,010  mL  pa,ra,  el  ensayo  de  la  enzlma.
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usar  este  compuesto  para  estudia.r  la.  inactivacio'n  de  la  enzima.     Al  in

cuba.r  la  descarboxila.sa  d.ifosfomeval6nica  con  aiferentes  concentraciones

del  (Rp)ATPA S  la  inactivaci6n  ocumi6  rapidanente  en  forma  proporcional

a  la  concentraci6n  del  ina.ctivador  (no  se  nuestra,).

Efecto  |trotector de  los  sustratos  y del  rm en  la  reacci6n  de  inactivaci6n.

Se  I)rob6  si  el  MVAPP  y  el  ATP  ejercfa.n  a,lgu'n  efecto  I)rotector  sobre

la  enzima.  agregando  el  (Rp)Any  S  a  la  enzima  preincuba,da  con  uno  u
0otro  sustrato.     ha  24  muestra  que  tanto  el  MVAI'P  como  el  ATP  a  concentra-

ciones  de  0,2  y  5,0  nM  respectivanente,  protegieron  par.cia,lmente  de  la,

inaLctivaci6n  producida  per  el   (Rp)ATP4 S  1,67  mM.

La  Figura  24 nos  muestra,  tanbi€n  que  al  efectuar  la  reacci6n  de

ina.ctivaci6n  en  presencia  de  DTT  15  mM,  no  ocurri6  ina.ctivaci6n  de  la

enzima..    Este  resulta.do  podl.fa  sugerir  que  los  tionucl€otidos  esta,r±an

interactua.nd.o  con  grupos  sulfhldrilos  ae  la,  descarboxilasa  difosfomeva-

lo,nica`.

Efecto  del  pH  en  la.  reacci6n  de  inactivaci6n.

Este  estudio  se  efectu6  utilizando  diversos  anortiguadores  pa.ra  la

preincubaci6n  de  la  enzima  con  el  ina,ctivador.  Estos  fueron  los  siguientes  :

Tris-HC1100  mM  |]H  7,0}  MES  loo  mM  pH  5.4  y  N,N'-Bis(2-hidroxietil)-pipeL

racina  100  mH  pH  5,6.     Se  encontr6  que  la  inactivacl6n  de  la,  enzima  se

ve  notablenente  disminuida  a  |iH  fcido  (Figura  25).
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TIEMPO      '     min

Figura,  24.    Efecto  de  los  sustratos  y  del  DTr  en  la  reacci6n  de

inactivaci6n  de  la  descarboxila.sa  difosfomeval6nica

por   (Rp)ATPA S.

La,  rea.cci6n  se  efectu6  incubando  la  enzimaL   (6£+  nu}   act.   esp.   5,6  U/mg

de  prote±na)  a  30°  con  1,67  nM  de   (Bp)ATPAS   (.)  en  presencia  de  15  mM

"T  (A),   0,20  mM  MVAPP  (I)  y  5  mM  ATP  (o)I  en  anortiguador  Tris-Hcl

0'1   M  pH  7'0.
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TIEMPO     ,     min

Figura  25.    Efecto  del  pH  en  la  inactiva.ci6n  de  la  descarhoxilasa

difosfomeval6nica  por   (Rp)ATPA S.

La  rea,cci6n  se  llev6  a  ca.bo  en  los  siguientes  amortiguadores   :  MES

0.1   M  |]H  5,4  en   pres3ncia   (o)   o  en  a.usencia   (a)  de  1,67  mM   (Rp)ATPA S!

N,N'-Bis(2-hidroxietil)-piperazina  0,1  M  pH  5,6  en  presencia  (A)  o  en

ausencia  (.)  de  1,6?  "  (Rp)ATPAS}  Tris-HC10,1  M  pH  7.0  en  presencia

(.)  de  1,67  mM   (Rp)ATP¢S.  Se  us6  una  pre|)a.raci6n  de  desca.rboxilasa

difosfomeval6nica  de  act.   esp.   i,6  U/mg  de  protefna,.

80
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DISCUSION .

En  esta  tesis  se  presenta.  una  primera  a.proximaci6n  al  estudio  del

necanisno  de  acci6n  de  la  descarhoxila.sa  difosfomeval6nica  desde  un

punto  de  vista  cin6tico.    Para  una mayor  claridad  de  la  exposici6n  hemos

dividido  esta  discusi6n  en  cuatro  puntos  :  mecanismo  cin6tico,  efectos

del  nucle6tido  y del  meta.1  bivalente  sobre  laL  activida.d,  estmctura  del

complejo  meta.i-ATP  y  propiedades  del  sitio  activo.

MECANISMO   CINFTlco.

A  pa,rtir  de  estudios  realiza,dos  en  velocidad  inicial  se  ha  sugerido

que  la  uni6n  de  los  sustratos  a  la  desca.rboxila.sa  difosfomeva,16nica  de

h±gado  de  polio  ocurre  en  forma  secuencia.1   (Alvear  y  col.,1982).   Ios

resulta,dos  obtenidos  con  la  enzima.  de  cerebro  de  polio   (Za.fra  y  col. ,

1985)  permiten  llega.r  a,  igual  conclusi6n.

En  esta.  tesis  se  confirm6  la  formaci6n  de  un  complejo  ternario  previo

a.  Ia  liberaci6n  de  los  productos,  al  obtener una  pa.ribola  en  una  grafica.

del  I.ec±proco  de  la.  velocidad  con  respecto  al  recfpr.oco  de  la  concentra-

ci6n  de  uno  de  los  sustratos.  usando  el  ATP  y  el  MVAPP  en  una.  raz6n

consta,nte.   Sin  embargo,  estos  estudios  no  mos  dicen  si  la.  uni6n  de  los

sustra.tos  o  la,  1iberaci6n  de  los  prciductos  isuceden  en  un  orden  obligatorio

a  al azar.

Se  propuso  detemina.r  el  orden  de  adici6n  de  los  sustratos  a  la.  enzima

nediante  estudios  de  inhibici6n  con  an£1ogos  de  los  sustra.tos.  De  acuerdo

a  Fromm  (1979),  para  un  mecanismo  en  secuencia  ordenada  se  espera,  que  el
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anflogo  del  segundo  sustrato  que  se  adiciona  a  la  enzina  presente  una

inhibici6n  de  tipe  incompetitivo  con  respecto  al  primer  sustrato.  For

el  contrario,  en  un  meca.nismo  al  azar  se  espera  obtener  inhibici6n  com-

petitiva  cuando  el inhittidor es  an£1ogo del sustrato  variable,  e  inhi-

bici6n mixta,  cuamdo  el  inhibidor no  es  an£1ogo  del  sustrato  variable.

Ijos  estudios  realizados  con  HVAP,  un  an£1ogo  del  MVAPP,  indicaron

una  inhibici6n  competitiva.  con  respecto  al  MVAPP  y una.  inhibici6n mixta

con  respecto  al  ATP.   Los  resultados  obtenidos  con  dos  an£1ogos  del  ATP,

el  ATptrs  y  el  AMP-Pop,  fueron  coincidentes  pues  la  inhibici6n  rue  com-

petitiva  con  respecto  al  ATP  e  incompetit,iva  con  respecto  al  MVAPP.

Estos  resulta.dos  indican  un  meca.nismo  en  secuencia.  ordena,da  en  el  cua.1

el  MVAPP  es  el  primer  sustra,to  que  se  adiciona,  a  la,  enzima.

Thompson  y  Bachelard  (1976)  hen  exa]iiina.do  la  relaci6n  existente  entre

el  va.1or  de  laL  constante  de  inhibici6n  apa.rente  para  inhibidores  de  punto

nuerto    y el  va,lor de  la  constante  de  inhibici6n  verdadera.  Este tiltimo

prede  obtenerse  s6lo  si  se  conoce  con  certeza  el neca.nismo  cin6tico  de

la  reacci6n  y  se  escoge  la,  representa.ci6n  grifica  apropiada.  Eh  el  ca.so

ae  un  mecanismo  en  secuencia  ordenada,.  es  peslble  obtener  el  valor  de  la

Ki  verdadera,  a  partir de  grgficas  secunda.rias  de  intersecciones  prove-

nientes  de  la  grafica  de  Hanes-Woolf ,  s6lo  si  el  inhibidor  es  competitivo

con  respecto  a.I  primer  sustrato  que  se  adiciona,  a  la  enzina.

En  la Tabla  10  se  muestran  los  va.loses  de  la.s  consta.ntes  de  inhibici6n

verdadera.s  para  los  an£1ogos  de  los  sustratos  de  la  descarboxilasa.  difos-

fomeval6nica  ca.1cula.dos  a  pa.rtir  de  log  valores  de  Ki  y  de  Ki  obtenidos

en  esta,  tesis,  tonando  en  cuenta  los  valores  de  Kia y de  las  constamtes
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Tabla    10.

CONSTANTES   CINETICAS   PARA  LA  INHIBICI0N   RE   LA  DESCARBOXILASA

DIFOsFOMEVALONlcA  roR  ANALOGos  DE  Ijos   susTRATOs.

inhibidor     Sustrato
variable

KL                   (K¥)a                              Ki                (K¥)b

M VAP                          MVAPP
"N ue                   ltTP

i::f :         A:=p
AMFL P CP                APP
AMP-Pop               MVAPP

3'66
4'39
0'09

3,66C
2'65
0'05

14,01                   5,56

2f j ,2:I             7 ,err/

0'65             0'22

5,22              3,26

E!rain=
d.e  Ki  =

inhibici6n  del  MVAP  con  respecto  al  MVAPP
inhibici6n  del  MVAP  en  rela,ci6n  al  ATP

(1 + EE±)a
a  al  A¥ia  ruecon  respecto  al

b
E1 valor  de  K¥  para
culado  a periir de

bici6n  del  ATprs  o
I]artir  de  Ki  =  K¥

¥±e=c:I;ii::oV:L°;rrdtd:r
Para  la  inhibici6n  del  ATptrs  o  del  AMFPCP

iado  a  pa.rtir de    Ki  =  K¥  (   1  +[MngE])'calculado  a.  pa.rtir  de    K±  =  1{±

la  inhibici6n  del  MVAP. con  respecto  al  ATP  fue  ca.1-
Ki-K:(1+ng:p) mientras  que  pa.ra  la  inhi-

1:el#:Pj:conrespectoalMVAIpfuecalculadoa

Se  infomali  log  valores  calcula,dos  pa.ra K¥  sin  su  corresponaiente  ermr
estfndar  debido  a,  que  los  valores  infomados  por  Candemil  (1982)  pa.ra
Kia.  ThATp  y  KmMVAPP    no   lo  tienen.

.  Toda.s  las  ecua.clones  provienen  de  Thompson  y  BaLchelard  (1976).

K¥  =  consta,nte  de  inhibici6n  verda.derat
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de   Michaelis   infomaLdos   por  Cardemil   (1982).      Se   observa  que   para  AMP-PCP

estos  valores  son   similares   (3,20  y   5,.50  inN),   en  i,ant,o  que   pera  el   MVAI

(2.65,   3,C)6  y   7,67   mM)   y   para   el   ATP     S   (0,05   y   0.22   mM)   hay   una   mayor

diversidad.   La  diferencia  entre  estos  valores  se  puede  atribuir  :  a)  a

la,  a.cunula.ci6n  de  los  ermores  experimentales  eri  la  deteminaci6n  de  lag

respectivas  constantes  y  b)  a  la.  diferencia  en  las  condiciones  experi-

menta.Ies  emplea,das  en  esta  tesis  y  las  infomada,s  por  Cardemil  (1982).

Una  vez  conocldo  el  orden  de  adici6n  de  los  sustratos  a  la  enzima,

nos  int,eres6  conocer  el  orden  de   liberaci6n  de  los  productos.   A  modo  de

ejemplo  discutiremos  los  resultados  esperados  de  los  estudios  de  inhi-

bici6n  por  producto  suponiendo  un  meca.nismo  Bi-Tetra  en  secuencia  orde-

nada   (Cleland.   1970).

RSAB

a                EA                (E#§)                   EQRS                     ERS                  ES                E

Se  espera  que  S  sea,  un  inhibidor  conpetitivo  con  respecto  a.  A  y  mixto

con  respecto  a  Bi   P  deberra  ser  mixto  con  respecto  a  A  y  a  8!   Q  y  a

deberlan  ser  incompetitivos  con  I`especto  a.  A  y  a  8.   Para,  poder  distinguir

entre  Q  y  R  se  puede  e§tudiar  la.  inhit>ici6n  en  presencia  de  otro  producto.

ASI,  un  nivel  fijo  de  S  hara'  la  secuencia  de  R  a  A  o  8  reversit>le  y  por

lo  tanto  el  pat,r6n  de  inhibici6n  del  producto  R  serf  ahora  mixto,  mientras

que  a  un  nivel  fijo  de  P  el  patr6n  de  inhibici6ri  de  Q  sera  Jnixto  con  res-

pecto  a  A  o  a  a.

Iia  inhittlcl6n  ejercida  por  el  IPP  fue  mixta  con  respecto  a  ambos  sus-

tratos  lo  que  podl.Ia  indica.r  que  el  IPP es  el  primer  sustrato  que  se  li-

bera,  de  la  enzima,  siempre  y  cua,ndo  el  mecanismo  cin€tico  fuera  el  indicado
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anteriomente.  Por otra  pale,  el  fosfato  inorgfnico  en  concentraciones

ha.Eta  0,15  M  no  produjo  inhibici6n,   Ca.be  hacer  notar  que  la  desca.rboxi-

1asa  difosfoneval6nica de  1€tex de  Hevea  brasiliensis  (Skilleter  y Kek-

wick,  1971)  tanpoco  es  inhibida  For  Pi,  aunque  la  concentracl6n  maxima

probada  per  estos  autores  rue  solo  de  10 mM.  in  vista de  este  resultado

y  considerando que  experinentos  prelininares  de  inhibici6n  per bicarbo-

nato  indicaron  que  este  producto  era un nal  inhibidor.  se  decidi6 no

continua.r  con  estos  estudios  ya  q.ue  pa.ra  poder  pestula,r  el  orden  de  sa-

1ida,  de  los  |]roductos  es  necesaLrio  tener todos  log  patrones  de  inhibi-

ci6n.

Ija  protecci6n  ejercida  per  el  MgATP-2  en  los  experimentos  de  inacti-

vaci6n  de  la descarhoxila.sa.  difosfomeval6nica  por  fenilglioxa.1  (Ja,ba,l-

quinto  y  col..1983)  y  por metilmetanotiosulfonato  (Alvear  y  col.,1986)

no  es  compatible  con  un  mecanismo  en  secuencia  ordena,da.  en  el  cua,1  el

MgATP-2  se  une  al  complejo  enzima,-MVAPP.  Una  posible  explica.ci6n  a  estas

protecciones  es  un  mecanismo  al  aza.r  con  una  via  preferencia.1  con  MVAPP

como  el  primer  sustrato.  Otra  posibilida,d  ser±a  la uni6n  del  MgATP-2  a

la.  enzima  libra  con  la  fo]maci6n  de  un  complejo  de  punto  nuerto,  en  ana-

1og±a  a  lo  que  ocur]]e  con  las  quina.sas  meval6nica  (Soler  y  col. ,  1979)

y  fosfomeva.16nica  (Valdevenito,  1983).  Al  respecto,  es  interesante  des-

tacar que  tanto  la reacci6n  cata.1izada  por  la  quinasa meval6nica  (Beyt±a

y  col. ,1970)  como  la  catalizada,  par  la  quinasa  fosfomeval6nica  (Valde-

venito.  1983)  y  la  ca.ta.1izada  per  la.  descarboxilasa.  difosfomeval6nica,

presentan  mecanismos  secuenciales  ordena.dos  donde  el  segundo  sustrato

que  se  one  a  la  enzima  es  el  complejo  MgATP-2.
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EFECTOS   DEL  NUCLEOTIIX)  Y  EEL  RETAL  BIVAIENTE  S0BRE  LA  ACTIVIDAD.

Al  igual  que  papa. muchas  de  las  fosfotransferasas  estudiadas

(Mondson,  1979),  el  sustrato  verdadero  de  la descarboxilasa difosfo-

meva.16nica  es  e|  MgATp-2.

La actividal de  la enzima |]resent6 una rela.ci6n  hiperb61ica al

armentar  lag  concentraciones  del  ATP y del Mgc12  (Figura  5).  I-a, thica

especie  que  presenta rna relaci6n  |x)sitiva  con  la. activida,a  de  la,  des-

carhoxilasa  difosfomeval6nica  en  esta  situaci6n  es  el  MgATP-2,  indi-

cando  de  esta mamera  su  identidad  como  sustrato.  for  otra.  parie,  me-

diante  variaciones  en  el  pH,  se  descari6  que  el HgHATP-  fuera un  sus-

trato  para  la  enzima.,  como  ocume  con  la  hexoquina,sa  de  levadura  (Viola

y  Cleland,  1978).

I-a  grffica  del  log V/ILATp  en  funci6n  del  pH mostr6  quiebres  tanto

a  valores  de  pH altos  como  a.  valores  bajos,  cormspondiendo  al  quiebre

de  pH  hajo  un  va.Ior  de  pr  de  5,70  i  0,12.  As±,  un  gmpo  en  el  sustrato

o  en  la enzima debe  estar desprotonado  para  la actividad  enzim€tica.

Ya  que  el  MgATP-2  tiene  un  pK  de  5,3   (Jaffe  y  Cohn,  1978a.),   parece  I)ro-

hable  que  sea  su  ioniza,ci6n  la  que  se  observa  en  el  lado  fcido  de  la

grffica  del  log  V/}hATp  en  funci6n  del  pH.  Esta,  conclusi6n  es  apoya.da

por  el  hecho  que  este  pK  no  se  observa  en  la  gril-ice  de  -log  Ki  pa.ra  el

ATPYS  en  funci6n  del  pH.  Al  respects  ca.be  destacar  que  el  MgATpys-2

tiene  uri  PK  de  4,2  (Jaffe  y  Cohn,1978a).  Pe  esta  foma  podemos  concluir

que  el  MgHATP-  no  es  sustrato  de  la  enzina.,  ya  que  de  acuerdo  a  Viola

y  Cleland  (1978)  si  la enzima utilizara  como  sustratos  tauto  al  MgATp-2
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como  al  MgHATP-,  el  pK  del  nucle6tido  no  deberla.  aparecer  en  la  grifica

de  V/KmATp  en  funci6n  del  pH.

For  otra  pa.rte,  log  estudio.s  Tea.Iizados  con  el  objeto  de  deteminar

el  efecto  del  ATP libpe  sobre  la  actividad  enzimftica  sugirieron  que

6ste  acttia  como  un  activador.  Si  consideraliios  que  la  reacci6n  catalizadaL

per  la descarboxilasa. difosfomeval6nica ocurre  en  ausencia del  ATP  like

pedemos  considerar  que  esta  especie  actue  como  un  activador.

Fh  el  Esquema  1  se  muestra.  un  modelo  pa.ra  una  activaci6n

y  la  ecua.ci6n  cin6tica  comespondiente.  Al  respecto,  Segel  (1975)  ha

indicado  que  en  genera,1,  se  espera  que oC  sea  menor  que  1  y  que   A    sea

mayor  que  1.   For  otra  paste,  1a.  ecuaci6n  de  velocidad  mos  indica  que  en

una  grifica  de  dobles  rec±procos  se  espera obtener una  fanilia  de  recta.s

cuyas  pendientes  disminuyan  al  aumentar  la  concentra,ci6n  del  activador

farm  establecer fehacientemente  que  el  ATP  libre  acttia  como  un  acti-

vador  de  la  desca.rboxilasa,  difosfomeval6nica  de  hi-gado  de  polio  se

deber±a,  efectua.r una,  serie  de  experimen.tos  en  los  cuales  se  determine

el  efecto  sobre  la.  velocida.d  de  diferentes  concentraciones  del  ATP  libre,

en  un  intervalo  de  concentraciones  del  MgATP-2.  Al  graficar  los  resul-

tados  de  este  experimento  en  la  foma.  de  dobles  rec±procos  deber±amos

obtener una  familia  de  rectas  cuyas  pendientes  disminuyan  al  aumentar

la  concentraci6n  del  ATP  libre.

La. activaci6n  par  el  ATP  libre  de  enzima.s  que  utilizan  como  sustrato

al  MgATP-2  no  es  comrfu,  aunque  recientemente  se  ha  infomado  que  en  h±-

ga,do  de  cerdo,  tamto  ha  quinasa  meval6nica  (Lee  y  O'Sullivan,  1983)  coma

fa  quinasa  fosfomeval6nica  (I.ee  y  O'Sullivan,  1985a,)  y  la  descarboxilasa
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ESQUEMA   1.

MECANISMO   GENERAL  PARA   ACIIVACI0N

E+S

+

+

`=L    ES  =±+   E    +  P
+

A

s  ±edKA|slA ±p-------,   EA     +    P

Ksffi + [S]  #

a
Tomado  de  Segel   (1975).
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difosfonevalchica  (J.  W.  0'Sullivan,  comunicaci6n  personal)  son  activaL-

das  por  el  ATP  libra.

La, activaci6n  de  estas  enzima,s  |x)I  el  ATP  libre  prede  ser  exI]1icada

mediante  dos  mecamismos.  For una,  parte  se  prede  pensar  en  un  canbio

pequefio  el  cual  afecte  s61o  al medio  anbiente  local  del  sitio  activo  de

ha enzina,  y por otra paste  en un  canbio  gubstancial que  pedujera  la

pelimeriza.ci6n  de  la  enzima y de  esta  foma  se  afecte  el  §itio  activo.

Al  respecto  es  interesaute  desta,car  que  en  el  caso  de  la  quinasa meva-

16nica) mediante  estudios  de  sediment,a.ci6n  en  gradientes  de  saca.rosa  se

ha.  podido  descarta.I  la.  polimerizaci6n  de  la  enzina..  y  los  resultados  de

log  experimentos  de  fluorescencia  estch  de  acuerdo  con  que  la  uni6n  del

ATP  libre  a  la,  enzina  I)I.oduce  un  canbio  conformaciona.1  (Lee  y  O'Sullivan,

1983).

Se  ha,  infoma.do  previamente  que  una  variedad  de  iones  netflicos,

entre  e||os  Mn+2,  Zn+2,   Cd+2,  y  en  menor  grado  Ca.+2  y  Ba+2,  pueden  reem-

plazas  al  Mg+2  en  la  reacci6n  catalizada  por  la  descarboxila.sa  de  hfgado

de  polio  (Alvea.I  y  col. ,1982).  Estos  experimentos  fueron  realizados  ba.jo

condiciones  :standarizadas,   con  i  mM  ATP  y  5 mM  del  respectivo  i6n  met£-

1ico.

Da.da  la  relevancia  que  tienen  el  Cd+2  y  el  Zn+2  para  la  determina,ci6n

de  la  estmctura  del  complejo  metal-ATP,  especia,lmente  en  los  experimen-

tos  con  los  anflogos  fosforotioatos  del  ATP  (Cohn,  1982  }  Eckstein,  1985),

se  estudi6  en  mayor detalle  la  capa.cidad  de  los  iones  net£1icos  bivalen-

tes  para a,ctuar en  la reacci6n  catalizada, por  la descarboxilasa difos-

fomeva,16nica.  Se  demostr6  que  mientra.s  el  Mg+2  1ibre  no  tiene  un  efecto
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sobre  la  activida,d  enzinftica.,  hay  un  claro  efecto  inhibidor  producido

pop  Zn+2  |ibre,   Cd+2  |ibre  y Mn+2  |ibre.

ha  eficiencia  relativa  de  Mg+2,  Mn+2,   Cd+2  y  Zn+2  como  meta|es  ac-

tivadores  pa.ra  la,  reacci6n  catalizada  por  la.  descarboxilasa.  difosfome-

val6nica  se  evalu6  en  t€minos  del  cuociente  V/Kin.    ha  comparaci6n  de

V/Ih  para  log  comespondientes  complejos  (metal-ATP)-2  indic6  que  Mn+2

es  el  mejor  activador,  efecto  debido  principa.1mente  al  ba.jo  valor  de

I{m  obtenido  en  presencia  de  este  i6n  met£1ico.   log  cuocientes  relativos

fueron  :  in+2  loo,   Cd+2  37,  Mg+214,  y  Zn+21.7,  lo  que  estf  en  desa.cuerdo

con  el  requerimiento  de  neta.Ies  indicado  en  la.  1iteratura  paraL  esta.  en-

zima,  (Skilleter  y Kekrick,   1971}  Popjflc,   1969!  Ranachandran  y  Shah,   1977?

Shama  Bhat  y  Bama.sa.rna,   1980,  y  Alvear  y  col. ,  1982).   En  todos  estos

casos  se  informa,  que  la.  activida.d  de  la  descarboxilasa  difosfomeval6nica.

es  igua.i  con  Mg+2  o  con  Mh+2.     Referente  a  este  prnto  es  de  inter5s

hacer notar  que  los  autores  anterioniiente  nombrados  sea.1izaron  mediciones

de  velocidad  a  una.  concentra.ci6n  fija.  del  ATP  y  del  correspondiente  i6n

met£1ico  y no  calcula.ron  la,s  concentraciones  de  los  complejos  (metal-ATP)-2.

Ija  investiga.ci6n  del  pa.pel  del  i6n  net£1ico  en  las  rea.cciones  ca.ta.-

lizada,s  por  fosfotra.nsfera.sas,  mediante  el  estudio  de  los  valores  de  las

consta.ntes  cin€ticas  en  presencia  de  diferentes  iones  met£1icos,  ha  sido

escasa.    has  investigaciones  realizadas  en  la reacci6n  reversa de  la

creatina.-quinasa,  ham  indicado  que        V  se  relaciona  con  la  capa.cidad  del

i6n  met£1ico  pa.ra  polarizar el  enlace  N-P de  la  fosfocreatina  y que  el

ra.dio  i6nico  del  ca.ti6n  biva.1ente  influencia  la uni6n  del metaL1-nucle6tido
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al  conplejo  enzima-fosfocreaLtina  (Holfl8on  y Uhf.  1966).    for  otm  pa,rte.

e8tudlos  real±zados  con  1&  NAI)-quln&Ba  ham  mo8tmdo  que  laL  nlanaL  V  .e

obtlene  con  ngATP-2.  Mh^TP-2,   CoATP-2  y  ZnATP-2,  aunque  o8toB  conplejos

AetaLl-ATP tlenen  dlferent®8  conetantee  de  MlchaellB  (^pp8,  1969).

Se  ha  lnfo]mado  la  preeenclaL  de  al  nenoB  un  grupe  dltlol  veclno .  en

ha  emzfro  de  h±6rdo  de  polio  (Alvear y  col.,1986),  y p que  tanto  od+2

cono  Znre  se  unen  fuertenente  a dltioles  (I-oltem  y  col. ,1986),  podrfa

haberse  pensado  que  ha  inhlbicl6n  produclda  por  ca+2  ||bre  y  pop Zn+2

llbre  8e  deblera.  a `ina  lnactlvacl6n  de  h  enzlna  por ®stoB  catloneB.  Lo8

exper±mentos  de  inactlvacl6n  per eBtos  loneB  netfllcos,  elm  embargo,  1n-

dlcaron  que  anbos  catlones  lnhlt)en  lneverslblenente  a  la deBcarboxllaea

dlfosfonevaLlchlca,  siendo  el  Zn+2  un  nal  lnactlvador  con  reapecto  all

Cd+2.    E8tos  resultados  indlcan  que  la  lnhlblci6n  produclda  pop  el  Cdre

llb]pe  y  por  el  Zn+2  llbme  no  es  deblda  a  lnactlvacl6n  de  la  ®nzlma  ya

que  sl  este  fuese  el  caso  el  Zn+2  deberla  haber  8ido  mejor  lnactlvedor

que  e|  od+2.

El  e8tudlo  del  tlpo  de  lnhlblcl6n  producldaL  per  el  exceso  del  16n

netfllco,  y en  este  caso  el  Cd+2  Berfa el  len  de  eleccl6n,  pemltlrI&

Saber  81  6ste  Be  estf unlendo  al  altio  actlvo  de  la  enzinaL  (lnhlblcldn

conpetitlvaL)  o  sl  exlste  otro  sltlo  de  unl6n  paLraL  el  netaLl  llbre  (1nhi-
blci6n  no  competltlva).

Ios  experlmentos  de  lnactlvacl6n  comentado8  anterlomente  e8tch  de

acuerdo  con  eetudlo8  reaLllzado8  en  dltloles  nodelo8  (en  los  cuaLles  Be  ha

demo8trado  que  el  Cd+2  se  une  con  mayor  aLflnldad  que  el  Zn+2  (Loltona

y  col.,1986)),  y  adenfs  no6  pemlten  oonflrmar  la  pre8en61a  de  un

g"po  dltlol  veclno    en  la  enzlna  de  hlgado  de  pollo.
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ESTRUCTURA  DEL   COMPIEJO   METAlrATP.

Existen  va.rios  enfoques  que  pemiten  deteminar  la  estmctura del

complejo  meta.1-nucle6tido  en  el  sltio  act,ivo  de  rna  enzima.  Por  una  paLrte

estal  log  enfoques  de  tlpo  est"ctura.i  como  el  c£1culo  de  dista,ncia.s  a

pa.riir  del  efecto  de  un  i6n  pa,ranagn€tico  como  el Mn+2  en  los  tiempos

de  relajaci6n  longitudinal  de  nticleos  magn6ticos  cono  el  3LP,  o  log  es-

tudios  de  difracci6n  de  ra,yos  X,  y  por  la  otra  parie  tenemos  los  m€todos

de  tipo  cin6tico  en  los  cuales  se  ha.ce  uso  ya  sea  de  log  anflogos  fos-

forotioa,tos  del  ATP  (Eckstein,  1985)  o  de  los  conplejos  de  sustituci6n

inertes,   como  el  CrATP  o  el  CoATP  (Clela.nd.   1982).

Ein  esta  tesis  hemos  enfocado  el  estudio  de  la  esinctura  del  complejo

metal-ATP  en  el  sitio  activo  de  la  desca.rboxila.sa  difosfomeval6nica

mediante  log  dos  m6todos  cin6ticos  comentados  antel.iomente.

in  nuestra.s  condiciones  de  ensa,yo  encontra]nos  q.ue  tanto  el  complejo

Y-monodentado  como  el  complejo   P ,Y -bidenta.do  del  CrATP  no  eran  sustra-
tos  de  la  enzima.   Cleland  (1982)  ha  propuesto  que  la  actividad  como  sus-

tratos  de  log  complejos  Gel  CrATP  se  observa  s61o  cuando  la  enzima  no

tiene  q.ue  inserta.r una  de  sus  ca.dena.s  laterales  en  la  esfera  de  coordi-

naci6n  intema  del metal.    Es  dif±cil,  sin  embargo,  indicar  a.1gtin  signi-

ficado  a  la  fa.Ita  de  a.ctividad  con  la  descarboxilasa  difosfomeva.16nica

debido  a  que  nuestras  condiciones  experimenta.Ies  no  pemitfan  aetectar

un  ciclo  rfuico  de  rea.cci6n.

Ambos  dla.stere6meros  Gel  ATPof` S  fueron  sustratos  de  la  desca.rboxilasa

difosfoneval6nica  y  la  comparaci6n  de  los  Cuocientes  V/Kin  no  mostr6  re-
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versi6n  en  la  estereoselectividad  del  ls6mero  par  la  enzlma  al  reempla-

zar  e|  Mg+2  por  el  Cd+:2.  Estos  resultados  sugieren  que  el  metal  no  se

coordina  al  fosforllo  Of`  del nucle6tido,  a.unque  la  falta  de  estereose-

1ectividad  que  hemos  encontrado  con  el  ATR{ S  prede  tener  varia.a  expli-

caciones  ademfs  de  la no  unl6n  del metal.    ASI,  lag  restricciones  es-

t"cturales  lnprestas per el sltio activo de  la enzina preden  foHar al

Mg+2  y  a|  Cd+2  a  unirse  a  un  mismo  ligando   (Cohn,  1982).   Ademfs,   1a  alta

|>roporci6n  de  especies  tridenta,das  en  el  CdATPc{S  (75¢)  en  compa.raci6n

con  la  del  MgATPo(S  (27¢)   (Pecoraro  y  col.,1984),  implica  que  la  capa.-

cidad  de  los  complejos  del  MgATPo(S  y  del  CdATP4S  para  actua,r  como

sustratos  va  a depender tanbi6n  de  la  capacidad  del  sltio  act,ivo  de  la

enzima  pare  aceptar  complejos  bidentados  o  tridenta,dos,  y de  su  pre-

fez.encia  par  la  foma  extenaida  o  plega,da  del  nucle6tiao.

farm  el  estudio  con  los  diastere6meros  del  ATPAS  rue  necesario  cam-

tiiar  el  Ca+2  por  el  7.n+2  detilao  a  problema.s  en  el  en§ayo.   Ca.be  recordar

que  el  Zn+2  al  igual  que  el  ca+2  se  coordina  de  preferencla  al  azufre

(Jaffe  y  Cohn,  1979)  y  ha  sido  usa.do  en  este  mlsmo  tipo  de  estuaios  con

enzima.s  como  la  3-fosfoglicerato-quina.sa  (Jaffe  y  col. ,  1982)  y  la me-

tionil-tENA  sintetasa  (Tombra.s  Smith  y  Cohn,   1982).

Se  observ6  reversi6n  en  la  selectiviaad  a.e  los  is6meros  a.el  ATP.Z} S

|x)r  la  enzima  a.1  reemplazar  el  Mg+2  por  el  Zn+2.   As±,  mientra.s  el  Mg(Rp)

ATPAS  rue  sustrato  ae  la  enzimaL,  el  Mg(Sp)ATPA S  no  present6  activlaad

como  sustra.to.  en  tanto  que  lo  contrario  ocurri6  en  presencla  del  Zn+2

en  que  el  sustrato  rue  el  con|]1ejo  Zn(Sp)ATPAS.  Es  necesario  ha.cer ncr

tar que  en  este  caso  no  rue  pesible  hacer rna  compa.raci6n  de  los
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cuoclentes  V/Kin  ya  que  el  Zn(Sp)^TPA S  no  present,6  un  comportaLmlento

cin6tlco  de  a.cuerdo  a  Mlchaells-Menten.     ha  raz6n  de  este  comportaniento

es  desconoclda  y  no  fue  estudlaLda  en  mayor  profundidad.   Sin  emba.rgo,   la

comparacl6n  de  log  cuoclentes  de  velocldad  proporclona  evidencla  que  el

neta.1  se  conpleja    all  fosforllo A  del  ATP.

I-o8  re8ultedoB  obtenldo8  con  log  186neros  del  ^TPA S  como  Bustrato8

ta]n-oi6n  mos  lndlcan  que  la  desca.rboxlla.sa  difosfomeval6nlca  de  hlga.do

de  pello  es  estel.eoselectlva  paLra  el  is6mero  lamtda  del  complejo  meta.I-

nucle6tldo  (Figura  21).  Es  de  lnter6s  hacer notar  que  de  toda,s  lag  en-

zlmaLs  lnvestlgada.s  ha6ta  el  momento,  la  preferencla  por  el  ls6mero

lamtxla  o  por  el  ls6nero  delta  es  de  aproximadanente  un  50¢  en  ca.da  ca.so

(Eckstein,1985).     ^1  respecto.  Ia  qulnasa  meval6nlca  (Iiee  y  O'Sullivan,

1984)  tiene  preferencia  por  el  1s6nero  lantxla  del  complejo  metal-ATP  y

la  quinasa  fosfomeval6nlca  (Iiee  y  O'Sulllvan,1985b)  prefiere  el  ls6nero

delta  del  complejo  meta.1-nucle6tido.

h  reversl6n  ot)servada  pa.ra  log  dlastere6meros  del  ATPAS  lndlca

que  el  meta.I  se  conpleja  a,1  fosforilo  A   del  nucle6tldo  en  alguna  etapa

de  la  rea,cci6n  enzimftlca.  poslblemente  durante  la  etapa  llmitante  de

la  veloclda.d.     Como  no  se  encontr6  reversl6n  en  el  fosforilo   o4  ,  1a

lnterpretacl6n  nfs  simple  de  estos  resulta.dos  es  que  el  metal  se  compleja

con  el  ATP  a  traLv€s  de  los  fosforilos   P  y  y   .   Aunque  la  complejacl6n

al  fosforllo   y  del  ATP  no  se  puede  demostraLr  dlrectamente  con  el  n€todo

de  log  fosforotloatos,  se  supene  que  la  foma  actlva  del  sustra.to  es  el

conplejo   P  ,Y-bldentado  del  ATP,  ya  que  el  complejop-monodentado  se

consldera  temodlnallcanente  nenos  estaLt)1e  que  el  complejo  clcllco   ¢ ,y-
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ttldentado  (Ecksteln.   1983).

En  contraste  con  la  preferencia  por  el  ls6mero  lamtrda  pa.ra  la  reaccl6n

catallzada  por  la  descaLrtoxlla.sa  dlfosfomeval6nlca,  los  estudlos  de  ln-

hlblcl6n  con  log  dlastere6meros  del  ^TP.4 S  lndlcan  que  el  ls6mero  delta

Be  une  con  naLyor  aLflnldad  que  el  196mero  lamtrdaL.   En  el  caso  de  la  foBfo-

f"ctoqulna8a  de  hlgado  de  tx)vino  tanbl6n  Be  ha  lnfomado  que  el  186mero

lnactivo  como  sustrato  se  une  lgual  o  mejor  que  el  186mero  a,ctlvo  (Peco-

ra.ro  y  col.,1985).     Una  posit)le  expllcaci6n  a  este  hecho  ha  sldo  8uge-

rida  por  Mejlllano  y  col.   (1986),    Estos  autores  traLtrajando  con  la  for-

mlltetra.hidrofolato-sintetasa  ha,n  encontra.do  que  aunque  la  enzlma  es

estereespec±fica  para  el  1s6mero  delta  del  MgATP-2,  une  con  lgua.1  a,flnl-

da.d  a  los  ls6meros  lamtxla  del  ATPAS  y  del  CrATP.     Ellos  suponen  que  la

parte  AMP  del  nucle6tido  se  ubica  en  un  sitio  especffico,  colocando  el

fosforllo  y  del  is6mero  delta  a  rna  distancla  apropiada  del  sltlo  cata-

lltlco.     Si  el  is6mero  lannda  se  uniera  con  la  pa.rte  AMP  del  nucle6tido

en  el mlsmo  sltlo,  el  fosforllo  ¥   queda,r±a  a.hora  nfs  alejado  del  sltio

cata.Iftico.

Ya  que  tant,o  el  is6mero  lamtxia  como  el  delta  del  complejo A.y -tii-

dentado  estarfu  presentes  en  una  soluci6n  de  MgA.TP.  debe  considerarse

que  la  descartoxilasa  difosfomeva.16nlca  actda  en  la  presencla  de  un

inhibidor  competltlvo  del  sustra,to  metal-nucle6tido.

Ecksteln  (1985)  ha  reaLlizado  un  an£1isis  ae  log  estudlos  efectua.dos

con  los  anflogos  fosforotloatos  del  ATP,  del  cual  podemos  destaLcar  que

todos  los  pa.trones  poslbles  de  reversl6n  de  la  estereoselectlvida,d  hen

sldo  observaLaos.     be  esta  manera.  se  ha  encontredo  reversion  en  el
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fosforilo  o(   y A  ,  por  ejemplo,  en  el  ca.so  de  la  a.rginina-quinasa,  cref

tina,-quinasa  y  pimvato-quinasa!  por  otra  pa.rte  se  ha  encont,ra.do  rever-

si6n  en  el  fosforilo  A  pa.ra  la  fosfof"ctoquina.sa  y  acetato-quina.sa

entre  otra,s.  En  cambio.  solo  en  el  ca.so  de  la  fosfoglicerato-quinasa

se  ha  encontrado  reversi6n  unicamente  en  el  fosforilo ck  .  Es  interesante

hacer  notar  que  de  todas  la.s  enzinas  eat,udia.das  haLsta  la  fecha  no  se

ha  da.do  el  caLso  de  no  encontra.r  reversi6n  ni  en  el  fosforilo ed  ni  en

el¢.

La§  reacciones  enzinftica.s  en  la.s  cuaLles  participa  el  ATP  corres|x)n-

den  a  sustituciones  nucleof±1icas  ya  sea  en  el  fosforilo  c{ .  A o  y Gel

ATP  con  desplazamiento  de  pirofosfato,  AMP  o  ADP,  respectivanente.  En

general,  log  deslilazanientos  nucle6f±1icos  sotire  el  atomo  de  f6sforo

se  |iueden  agmpar  en  dos  clases  ae  mecanismos,  el  disociativo  o  SNl  y

el  a.socia.tivo  o  SN2   (Mildvan,   1979).

Mildvan  (1979),  propone  tres  criterios  pa,ra  deteminar  el  mecanismo

de  la.s  Tea.cciones  en  que  perticipa  el  Arp.   Dentro  de  e'stos  se  encuentra

la  ubicaci6n  del  i6n  metflico  en  el  complejo  activo.   Se  apoya  la  exis-

tencia  de  un  meca.nismo  a.sociativo  cuindo  el  met,a,1  coordina  al  gmpo  fog-

forilo  del  ATP  que  va    a  ser  sustitu±do,  questo  q.ue  esta  coordlna.cl6n

dificulta  el  otro  mecanismo.    El  segundo  criterio  es  conocer  la,s  ais-

tamcia.s  inter-sustra,tos  de  la,  enzima,  al  respecto  se  espera  que  la  Gis-

tancia  entre  el  nucle6filo  y  el  fosforilo  ata.ca.do  sea menor  (ejemplo

i  3,3  a)  para  un  meca.nismo  asociativo  que  para  uno  disociativo  (ejenplo

i 4,9  3).    Fina.Imente,  el tercer  criterio  es  deteminar  la  estereoquI-

mica.  de  la  sustituci6n  en  el  £tomo  ae  f6sforo.  Se  es|)era  que  el  mecanismo
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disoclat,ivo  ocurra  con  racemlzaci6n  en  el  f6sforoi  en  camt>io  el  aLsocif

tivo  ocume  con  inversl6n  o  retenci6n  (si  ha  ocurrldo  una  pseudo-rota-

cl6n)  de  la  conflguraci6n.

ha  apllcaLcl6n  de  tanto  el  prlner  cono  del  tercer  crlterlo  para  la

reaccl6n  catallzeda  por  la  descaLrhoxlhasa.  difosfolneva,16nlca  mos  pemite

8ugerlr que  6sta  ocume  medlante  un  necanl8mo  a8oclatlvo.  Al  re8pecto.

en  esta  tests  henos  dado  evldencia,  de  que  el  metal  8e  coordina  al  NIP

fomando  un  complejo   A.y-bidentado.  en  ta,nto  que  Iyenga.I  y  col.   (1986)

haLn  demostrado  que  la.  Tea,cci6n  ocume  con  lnversi6n  de  la  configuracl6n

en  el  f6sforo.

Ijos  experinentos  de  inactivaci6n  de  la  enzima  por  los  dlferentes

tionucle6tidos  indicaron  que  el  mejor  ina,ctiva.dor  es  el  (Rp)ATPA S  y

el  peor  es  el  ATpys.  in  una  condici6n  lntemedia  se  encontraron  el

(Sp)ATPAS.   el   ADP.AS  y  el   AMPS.

La,  protecci6n  de  la  lnactivaci6n  ejerclda.  por  los  sustra.tos  sugiere

que  el  grupo  reactivo  estf  en  o  cerca  del  sitio  a.ctivo.  A  su  vez.1a

protecci6n  ejercida  por  el  DTT  podrfa  lndicar  que  el  tionucle6tido  es-

tuviera  intera.ctua.ndo  con  grupos  sulfhidrilos  funciona,les  de  la  descar-

toxilasa.  difosfomeval6nica.   Al  respecto.  se  ha  infoniiado  la  presencia

de  gmpes  sulfhidrilos.   con  un  pK  de  7,3,  en  la  enzima  de  h±gado  de  po-

ilo   (Alvea,r  y  col.,1986).

ha  lna.ctlva.cl6n  ejercida.  pop  los  an£1ogos  azufrados  de  los  nucle6-

tidos  podrra  expllcarse  mediante  los  dos  meca.nismos  que  se  muestran  en

el  Esquema.  2.  En  el  mecanismo  A  se  postula  que  la  uni6n  del  tionucle6-

tldo  al  sitio  activo  de  la  enzima  producirfa  la.  desprotonacl6n  de  un
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ESQUEM^   2.

poslBLEs  MECANlsMOs   PARA   L^   INAorlvAcloN   I]E   LA   DEscARBoxlLASA   DIFOs-

FOMBv^IONlcA  ron  TIONucLEOTIDos.

Mecanlsmo  A

0
11-P-
E

Mecanismo  8

+           ELSH      ------ i        E-S                          +

actlva

_i_      ,   E.SHH
1-
S

activa

inactiva

?I
E-S-S-P-

1

ina.ctiva

?I-P-
1

SH
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gmpo  sulfhldrilo  funcionaLl  de  la  enzlma  haclendo  que  6sta  se  lnaLctlve.

En  tanto  que  en  el  mecallismo  a  se  postula  la  oxidacl6n  de  un  gmpo  tlol

de  la  enzima  con  la  foma,cl6n  de  un  enlace  disulfuro  entre  el  anflogo

fosfortloato  y el  grupe  8ulfhidrllo  de  la  enzima.

Se  podrfa  dlstinguir  entre  estos  dos  necaLnlsnos  lnaLctlvando  la  en-

[£4CJ-ATP" y detemlnando  la  cantidad de  radlactivlda:-1::zlma  con

corporada  a  la  enzlma  luego  de  rna  flltracl6n  en  gel.   Para  el  mecanlsmo

A  se  esperar±a  encontrar  un  solo  pico  de  radiactividad  el  cual  no  corres

ponderfa  con  el  plco  de  protefna.   for  el  contrario.  sl  el  mecanlsmo  de

lnaLctivacl6n  es  el  lndlcado  en  8,  se  esperarla  encontrar  dos  plcos  de

radiactlvidad,  uno  correspondlente  al  coJnpuesto  covalente  enzlma-fosfo-

rotioato  y  el  otro  correspenderla  all  exceso  de  ina,ctivador.

Estos  resultados  junto  con  lo  lnformado  por  Ngoc  y  col.   (1979)  hacen

recomendable  deteminar  este  efecto  lna,ctivador  de  los  tionucle6tidos

aLntes  de  lniciar  experimentos  cin€ticos  con  los  tlonucle6tidos  como  am€-

logos  de  los  sustratos,  especialJnente  en  enzimas  en  las  cuales  existan

gmpos  sulfhidrilos  esenciales.

PROPIEI)ADES   DEI,   SITIO   ACTIVO.

La  comparaci6n  de  la  lnformaci6n  acuTnulada  hasta  este  monento  acerca

de  la  especilicidad  del  nucle6tido  en  la  rea,ccl6n  catallzada  por  la  des-

carboxllasa  dlfosfomeval6nica  lndica  que  los  requeriJnientos  estmctura-

les  para  la  actlvidad  son  hastante  restringldos  (Tablas  3,  7  y  9).  For

otra  pa.rte,  si  se  considera  la  slmllltud  exlstente  entre  el  AMP-Pop y

el  ATP,  la  dlferencla  entre  el  valor  de  Ki  papa  este  aLnflogo  (14,01  I
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1,99  nM)  y  la  Kin  Para  el  ^TP  (0.20  i  0,01  mM)   sugiel-e  que  el  sitio  de

uni6n  para  el  nucle6tido  es  altamente  especffico.

Con  el  objeto  de  correlacionar    las  va.riaciones  estructul.ales  de

log  sustratos  con  la  catfllsls  se  pueden  evaluar  log  canblos  en  la  Kin

y  en  la  V.   sienpre  que  suponganos  que  la  Kin  es  una  nedida  de  la  unl6n

Gel  sustrato  a  la  enzina  y  que  la  V  es  una  nedldaL  de  la  con8taLnte  de

velocidad  catalltlca.  Estos  supuestos,  sin  embargo.   son  v£11dos  solo  en

condiciones  de  equilit)rio  rfpido.   Por  otra  parte.   Clela,nd   (1975)  y

Northrop  (19?5)  ham  indlcado  que  cuando  no  hay  equilitirio  rfpldo  V  y

V/Kin  son  las  variables  cln6ticanente  independientes.   Usa,ndo  este  concep-

to  Williams  y  Northrop  (1978)  analizaron  los  valores  de  V/Kin  junto  con

los  valores  de  V  para  distlnqulr  entre  efectos  en  la  unl6n  y  en  la  ca.-

ta'.llsis.   De  este  modo  las  modifica.clones  estructurales  de  los  sustratos

Que  afecten  a  los  pa.raletros  V  y  V/Kin  en  el  mlsmo  sentido  lndicarfn  una

a,lteraci6n  de  la  cat€lisis.  mientras  que  aquellos  cambios  que  afecten

a  la  uni6n  afecta,ran  a  V  y  V/Kin  en  sentido  opuesto.

Ijos  resultados  provenientes  del  an£1isis  segu'n  Willians  y  Northrop

(19?8)   se  muestran  en   la  Ta.t>la  11,   donde  pedemos  observa,I  que  las  modl-

ficaciones  en  la  baLse,  en  el  azucar  o  en  el  grupo  fosforilo  a(  del  ATP

producen   calntilos  en  el  mismo  sentido   para  V  y  V/Kin,   1o  que   lndica  un

efecto  en  la  catflisis.   La  compa,raci6n  Gel   (Rp)ATPAS  con  el  ATP  tambi6n

indica  un  efecto  en  la  catflisis.   pero  como  el  cambio  en  V/Kin  es  mucho

mayor  que  el  cant>io  en  V.  pensamos  que  esto  sea  indicativo  de  algrfu

efecto  en  la  unl6n.    Es  de  inter6s  hacer  notar  que  el  aLna'lisis  de  log

resultados  por  el  enfoque  traglcional  (caJnbios  en  la  qn  y  en  la  V)
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Tat>1a   11

EFECTOS   CINETICOS   DE   L^S   DIFERENCIAS   ESTRUCTURALES   ENTRE

Nucmol||x)saL.

Nucle6tldo AV

(veces)

A V/Xm

1,00
0.69

1,00
0.4J+

1,00
0'01

1,00
0'02

1,00
0'06

1,00
0'02

1,00
0.53

1,00
0'26

1,00
0'0002

1,00
0'08

1,00
0'02

1,00
0'16

a
Datos  obtenidos  a  partir  de  los  va.Iores  que  se  da.n  en  las

Tablas  3,   7  y  9.
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pemite  llegar  a  las  mlsmas  conclusiones  obtenida.s  de  acuerdo  al  mGtodo

de  Williams  y  Northrop   (1978).

For  otra  parte.   1os  cant)los  estructurales  en  el  MVAPP  producen  un

efecto  significatlvo  en  su  activldaa  como  sustrato.  Asl.  el  reemplazo

de  un  oxlgeno  por  aJzufre  en  el  fosfaLto  teminaLl  produce  una  notorla  dig-

mlnuci6n  de  8u  activided  cono  8u9trato  (Tabla  6).  En  tanto  que  la neti-

la.ci6n  del  gmpo  cartx)xllo  (Helllg,   1902i  Jaba.Iqulnto  y  Cardemll,  re-

sultados  prellmlna.res),  al  igual  que  la  coordinaci6n  del  grupo  dlfosfato

con  Cr  lmpiden  que  estos  compuestos  se  unan  a.I  sitio  activo  de  la  enzima..

En  calnbio  el  reemplaLzo  de  uno  de  los  hidr6genos  del  C-6  per  fltior,  hace

que  el  compresto  resultante  sea  un  excelente  inhibidor  de  la  enzima

(Nave  y  col.,1985).   El  ba.jo  valor  de  KL   (37  nM)  encontrado  pa.ra  este

compuesto  ha  llevado  a  estos  autores  a  sugel.ir  que  el  6-fluormevalonato-

5-difosfa.to  pudiera  ser  un  anglogo  del  esta,do  de  transici6n.

Nuestros  resultados  pemiten  postular  el  siquiente  esquema  pa,ra  el

mecanismo  de  acci6n  de  la  descarboxila.sa  difosfomeval6nica  de  hlgado  de

polio  (Figura  26).   Ambos  sustratos  se  encuentran  simult€nearnente  unldos

a  la  enzilna  er`.  sitios  adya,centes  y  la  reacci6n  se  inicia  con  la  abs-

tracci6n  de  un  prot6n  del  hidroxilo  del  C-3  del  MVAPP  per  un  grupe  bfsico

en  la  enzima   (X  en  la  Figura  26),  segulda  por  un  a.taque  nucleoffllco  del

oxfgeno  del  C-3  sabre  el  fosforllo   y  del  complejo  lambda  A ,y-blden-

ta,do  del  MgATP-2  en  una  rea,ccl6n  SN2   (P)  que  trmscurre  con  lnversl6n

de  la  configuracl6n  en  el  f6sforo.  ha  uni6n  de  log  sustratos  se  faLcillta

por  la  presencia  de  a  lo  memos  un  residuo  de  arginina  en  el  sitio  activo

(Jaba.1quinto  y  col..1983).





104
^ctualmente  se  esta'  1nvestiFando  en  nuestro  laboratorlo  la  ldenti-

dad  del  grupe  X   (F`iFura  26),   .y  parece  posible  que  este  grupo  sea  el  gin_

pe  con  un  pK   <   4  que  se  visualiza  en  la  grfflca  de  log  V  en  funci6n

del  pH  (Flgura  6).  Un  g"po  con  estas  caracterlstlcaLs  podrla  correspon-

der  a  un  residuo  de   fcido  a,srfltico  o  de     .€cldo    glutallco.             Viola

y  Cleland  (1978)  hay  asignado  un  papel  817nllar  al  que  nosotros  pestula-

mos  pa.ra  este  gmpo  con  pK  < 4  a  un  reslduo  de  fcldo  aspfrtlco  del  sltio

activo  de  la  hexoquinasa  de  levaduras,  aunque  para  esta  enzima  el  pK  de

ese  residuo  de  aminofcido  es  6,2.

El  complejo  metal-nucle6tido  a,i  1ntera.ctuar  con  la  enzlma  lo  puede

hacer  a  trav6s  de  los  gmpos  fosforilos  o  por  algtin  llgando  del  metal.

Pa,ra  dlstinguir  en  este  aspecto  se  ha  utllizaLdo  el  complejo  inerte

CrATP.   En   la  mayor fa  de  las  enzimas  estudiadas.   el   CrATP  es  un  lnhibidor

competitlvo  cuando  la  intera,cci6n  con  la  enzima  se  efecttia  a  trav6s  de

los  oxfgenos  de  los  grupos  fosforilos   (Dunaway-Ma.riano  y  Cleland.   1980b ).

En  cant>io,   cuamdo  la  enzima  lnteractu'a  con  el  sustraLto.  a  trav6s  del

ion  metflico,   coTno  en  el  ca.so  de  la  pirofosfatasa  inongfnica  de  leva,dura,

los  complejos  de  pirofosfato  de  Cr+3

Buttler.   1970).
no  son  inhibidores   (Sperow  y

En  el  caso  de  la  descarboxilasa  difosfomeval6nica  ya  que  tanto  el

complejo   y-monodentado  como  el   P,Y-bldentado  del  CrATP  no  actuaron

como  inhibidores,  se  podrfa  sugerir  que  el  MgATP-2  interactrfa  con  la

enzima  a  trav6s  Gel  i6n  meta'L.lico.

Este  punto  podrfa  ser  conflma,do  mediante  t6cnicas  de  espectroscopla

de  resona.ncia magn6tlca  nuclea,r.  Al  respecto,   -el  efecto    paranagn6tico
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del  Mn+2  sobre  la  velocidad  de  relajaci6n  longitudinal  de  los  protones

del  agua  se  ha    usado  par.a  determinar   el  esquema    de  coordinaci6n  de

los  complejos  temarios  enzima-metal-sustrato  (Mildvan,1979).
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