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RESUMEN

La glucoquinasa (ATP: D-glucosa-6-fosfotransferasa EC
2.7.1.2.) es una de las cuatro isoenzimas fosforilantes de
glucosa en el higado de rata. Es la isoenzima predominante
Yy se encuentra exclusivamente en los hepatocitos:

La glucoquinasa presenta cinética sigmoidea con glucosa.

El coeficiente de Hill (nH) fue 1,5 y el K 7,5 a pH 7,5.

0.5
El grado de cooperatividad fue independiente del grado de pu
rificacidn de la enzima y de la concentracién de ella. El
efecto cooperativo se encontré en la glucoquinasa de todas
las especies de vertebrados estudiadas (mamiferos, anfibios
y quelbnidos) y los coeficientes de Hill fueron muy semejan
tes. Los valores de K&S variaron entre 2 y 8 mM glucosa.
Ademé&s de glucosa, la glucoquinasa fosforila otros azlca

res y derivados. La funcidn de saturacidn fue cooperativa

con manosa (nH =1,5; ij = 8 mM), en cambio fue hiperbd&li-

ca con 2-desoxiglucosa (nH =1,0; KO g = 22 mM) y con fruc-
tosa (n, = 1,0; K = 325 mM). La V con fructosa fue al
H 0.5 max =

rededor de 2,6 veces mayor que la Vmax con glucosa. Frente

al sustrato nucleotfdico MgATP la conducta fue hiperbdlica

(n 1,0; = 1 mM).

H Ko.s5

La glucoquinasa de rata es una proteina monomérica y no
se polimerizd al filtrarla a 30° en Sephadex en un medio si

milar al del ensayo. Esto excluye la posibilidad de que la

xxi




cooperatividad sea el resultado de la interaccidn de subuni
dades o de una asociacidn-disociacidn reversible, en que las
propiedades cinéticas dependan del peso molecular de la espe
cie enzimética.

Diversos intentos realizados para modificar la cooperati
vidad no tuvieron éxito. Asi, una disminucidn del pH del
medio de ensayo desde 8,5 a 5,75, la fotooxidacidn con azul
de metileno o el calentamiento de la enzima antes del ensayo,
y la adicidén de triton X-100 o de urea al medio de reaccidn
no alteraron el coeficiente de Hill, pero disminuyeron la

Y aumentaron el K

max 0.5 ° Tampoco hubo variacién del grado

de cooperatividad al elevar la fuerza idnica del medio con
KCl o NaCl, pero hubo una disminucidn de 1la Vmax y del KO.S’
La presencia en el medio de ensayo de DTT, que estabiliza 1la
glucoquinasa, tampoco alters la cooperatividad.

La variacidn producida en el parémetro K05 indican que las
moléculas que retuvieron actividad pPresentan alteracidén en la
afinidad por el sustrato, pero conservan la conducta cinética
cooperativa. Se postula que esta propiedad cinética es intrin
seca al mecanismo catalftico.

El grado de cooperatividad con glucosa disminufa al descen-
der la concentracién de MgATP por debajo de su Km, llegé&ndose
a un coeficiente de Hill de 1,0 con MgATP 0,2 mM. Simulténeg

mente, disminuia el KQS para glucosa. La dependencia de los

paradmetros cinéticos de la concentracidn de MgATP se interpretd
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como consecuencia de la unibén al azar de los sustratos a la
enzima en condiciones de no-equilibrio, y con una via ciné-
ticamente preferida, que es la que utiliza el complejo bina
rio E.Glc (modelo I). La distribucidn relativa de ambos
complejos binarios en el régimen estacionario serd funcidn
de la concentracidn relativa de ambos sustratos y asi resul
taria el efecto cooperativo con glucosa.

El MgADP disminuia el coeficiente de Hill, llegédndose a
un valor 1,0 y disminuia también el K

0

glucosa-6-P no alterd la cooperatividad, aunque disminuyera

5 para glucosa. E1

la %mx y el K para glucosa. La inhibicién por glucosa-6-P

0.5
era cooperativa.

Los sustratos alternativos, manosa, 2-desoxiglucosa y fruc
tosa, asi como el anélogo N-acetilglucosamina, son inhibidores
competitivos de la glucoquinasa respecto a glucosa. Junto con
aumentar el KO.5 ocasionaron una disminucidn en el coeficiente

de Hill, llegando hasta una cinética hiperbdlica. La concen-

tracidn necesaria para lograr un n_ de 1,0 dependia de la na-

H
turaleza del inhibidor, siendo fructosa el méds eficiente para
eliminar la cooperatividad. El efecto es especifico, pues
galactosa, que no es inhibidor, no lo produce. La inhibicién
por N-acetilglucosamina y manosa era cooperativa, lo que se
manifiesta bien al usar muy bajas concentraciones de glucosa

(0,1 a 0,2 mM), condicidn en la que no se observd inhibicidn

hasta con concentraciones de los inhibidores superiores a dos
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veces su Ki' La inhibicién aumentaba al subir 1la concentra-
cidén de glucosa hasta alrededor de 2 mM; por encima de ella
ya se observaba la inhibicién competitiva tipica.

Nuestras observaciones son compatibles con un modelo en
régimen estacionario que considere al menos dos vias de con-
versidn de sustratos en productos. E1 primer modelo (I),
meramente cinético,parecid insuficiente, por lo cual estamos
presentando dos nuevos modelos (II y III), que postulan la
existencia de un cambio conformacional inducido por glucosa
y por los anédlogos y la unidén al azar de ambos sustratos,
glucosa y MgATP. En estos modelos el cambio conformacional
genera una especie enzimitica (EII) con mayor afinidad por
glucosa y sus andlogos que la especie original predominante

(E.). En el modelo IT, el cambio conformacional es el paso

I
limitante de la reaccidn y es méas rdpido cuando la glucosa

se une a la enzima libre (EI) que cuando se une al complejo
binario EI-MgATP y asi resultan dos caminos no equivalentes,
necesarios para la cooperatividad, derivados de la unidén al
azar de los sustratos.

En el modelo III en cambio conformacional inducido por glu
Cosa mno es requisito para la catdlisis, pero genera una con-
formacidn EII con mayor afinidad por glucosa o sus andlogos
que EI’ la especie inicialmente predominante. EI1 MgATP no

altera el equilibrio conformacional, pero los complejos

E - MgATP y E; ;- MgATP alcanzan mds r&pidamente un equilibrio
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que las enzimas libres EI y EII'

El modelo III fue sometido a simulacidn analdgica, sien-
do posible reproducir cualitativamente algunos de los resul
tados experimentales, como: i) la cindtica cooperativa con
glucosa y con manosa y la conducta hiperbd&lica con 2-desoxi
glucosa; ii) la reduccidn gradual del coeficiente de Hill y
del KO_5 para glucosa al reducir la concentracidn de MgATP;

y 1ii) la reduccidn del coeficiente de Hill en presencia de

inhibidores competitivos.
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ABSTRACT

Glucokinase (ATP: D-glucose 6-phosphotransferase, EC
2.7.1.2.) is one of four glucose phosphorylating isozymes
present in rat liver. It is the predominant isozyme and
it is found exclusively in the hepatocyte.

Glucokinase exhibits sigmoid kinetics with glucose. The

Hill coefficient (n,_) was of 1.5 and the K 7.5 at pH 7.5.

0.5

The degree of cooperativity did not depend on the degree of

H

purification or the concentration of the enzyme. Cooperativity
was observed for the glucokinase of all the species of
vertebrates so far studied (mammals, amphibians, chelonids),
and the Hill coefficient values were very similar. The KOj
values varied between 2 and 8 mM glucose.

In addition to glucose, glucokinase phosphorylates other
sugars and derivatives. The saturation function was coopera-

tive with mannose (n_ =1,0; K. _=8mM), while it was hyperbolic

H 0.5
with 2-deoxyglucose (nH= 1.0; K05= 22 mM) and with fructose
(n,= 1.0; K = 325 mM) as substrates. V with fructose
H 0.5 max

was about 2.6-fold higher than that with glucose. With the
nucleotidic substrate ATP the behaviour was hyperbolic
(nH= 1.0; Ky s = 1 mM).

Rat glucokinase is a monomeric protein and did not polymer

ize upon Sephadex filtration at 30° under conditions similar to

those of the assay. This findings exclude the possibility
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that the Ccooperativity was the result of the interaction of
subunits or from a reversible association-dissociation in
which the kinetic properties of the eénzyme depend on the
molecular weight of the enzymatic species.

Several attempts to modify Cooperativity did not succeed.
Thus, the Hill coefficient did not change with decrease in
the pH of the assay medium from 8.5 to 5.75, photooxidation
with methylene blue, heating of the enzyme before the assay

or the addition to the assay medium of Triton X-100 or urea.

All these treatments however, decreased Vmax and increased
KQS values. Likewise there was no variation in the degree
of cooperativity on increasing the ionic Strength of the
assay medium with KCl or NaCl, but there was a decrease in
Vimayx and &LS' In addition, the presence in the assay medium
of DTT, which stabilize glucokinase, did not alter the
Cooperativity.

The variation produced in the ij parameter indicates that
those molecules which retained activity have an altered
affinity for the substrate, but maintain the cooperative
kinetic behaviour. It is proposed that this kinetic property
1s intrinsic to the catalytic mechanism.

The degree of cooperativity for glucose decreased on
lowering the concentration of MgATP to below its Km, reaching
a Hill coefficient of 1,0 with MgATP 0.2 mM. At the same

time the KO 5 for glucose was diminished.
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The dependence of the kinetic parameters on the concen-
tration of MgATP was interpreted as a consequence of the
random binding of the substrates to the enzyme under non-
equilibrium conditions, and with one of the resultant
pathways, that which operates through the binary complex
E.Glc, being kinetically preferred (model I). The relative
distribution of both binary complexes in the steady-state
will be a function of the relative concentrations of both
substrates, and thus giving rise to the cooperative effect
with glucose.

MgADP decreased the Hill coefficient reaching a value of
1.0 and also diminished the KOj for glucose. Glucose 6-
phosphate was not effective in decreasing the cooperativity
although the Vmax and the ij for glucose were decreased.
The inhibition by glucose 6-phosphate was cooperative.

The alternative substrates mannose, 2-deoxyglucose and
fructose, and the analog N-acetylglucosamine, acted as
competitive inhibitors of glucokinase with glucose as subs-
trate. Besides the increase in K05 for glucose they produced
a decrease in the Hill coefficient approaching hyperbolic
kinetics. The necessary concentration for obtaining a ny of
1.0 depended on the nature of the inhibitor, fructose being
the most efficient one in abolishing the cooperativity. This

effect is specific since galactose, which is not an inhibitor,

did not produce 1it.
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The inhibition with N-acetylglucosamine and with mannose
was cooperative, which was seen clearly when low concentrations
of glucose (0.1 to 0.2 mM) were used. In this condition
inhibition was not observed until the concentrations of
N-acetylglucosamine or mannose were two-fold higher than their
Ki‘ This inhibition increased on raising the glucose concen-
tration up to about 2 mM, above which the typical competitive
inhibition was observed.

Our observations are compatible with a model in steady-
state that considers at least two pathways of conversion of
substrates into products. The merely kinetic model (I) was
considered inadequate and thus two new models are presented
which postulate the existence of a conformational change
induced by glucose (and analogs) and the random binding of
both substrates, glucose and MgATP. 1In these models the
conformational change generates an enzymatic species EII
with greater affinity for glucose and its analogs than the
predominant original species EI' In model II the confor-
mational change is the rate limiting step of the reaction,
and is faster when glucose binds to the free enzyme (EI)
than when it binds to the binary complex EI-MgATP. In this
way two different pathways emerge which are necessary for

cooperativity and which are derived from the binding at

ramdom of substrates.
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In model III, the conformational change induced by glucose
i1s not a requirement for catalysis, but generates a confor-
mation EII’ with more affinity for glucose and its analogs
than EI' the initially predominant form. MgATP does not
alter the conformational equilibrium, but the complexes
E;-MgATP and E;;"MgATP reach equilibrium faster than the free
enzymes EI and EII’

Model III was simulated with an analog computer and it was
possible to reproduce qualitatively some of the experimental
results, such as, i) the cooperative behaviour with glucose
and mannose and the hyperbolic kinetics with 2-deoxyglucose;
i1) the gradual reduction of the Hill coefficient and of the
K&S for glucose as the concentration of MgATP decreases, and
iii) the reduction of the Hill coefficient by the presence of

competitive inhibitors.
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A. INTRODUCCION

a) Adaptacion metabdlica

Los organismos vivos que existen en nuestros dias pueden
considerarse adaptados a su ambiente, lo que seria la conse-
cuencia de que durante la evolucibdn se han seleccionado me-
canismos que se traducen en un funcionamiento apropiado de
dichos organismos en las condiciones presentes. La adecua-
cién a las variaciones ambientales implica la operacidn de
mecanismos eficientes de regulacién. La efectividad de una
regulacidén metab6lica depende de la capacidad de mantencidn
de niveles de actividades enzim&ticas convenientes a los
diferentes estados fisiolbdgicos del organismo. Lo que se
regula no son reacciones enzimdticas aisladas, sino comple-
jas redes de vias metabdlicas. M&s afin, en el caso de los
organismos pluricelulares, la regulacidn de una via particu
lar, en un tejido determinado, responde a las necesidades
del organismo como un todo, pues es sobre los organismos don
de ha actuado la evolucidn. La regulacidn de esa via debe
considerarse apropiada al papel especifico que cumple el te-
jido en el conjunto del organismo.

No es de extrafiarse que a través de la evolucidn se hubie

ran desarrollado mGltiples mecanismos de regulacidn que




aseguren al organismo una adaptacidn eficiente frente a 1las
variaciones del medio ambiente. Asi, la modulacién de una
via metabblica se puede lograr mediante la modificacién de
la actividad de la enzima limitante de la velocidad de la
via, enzima que suele denominarse enzima regulatoria, que

a su vez es regulable mediante diversos mecanismos. Dos son
los parédmetros de las enzimas regulatorias que est&n sujetos
a regulacién: la cantidad de moléculas de enzima y su activi
dad catalitica. La concentracién celular de enzima se modu-
la mediante el control de la velocidad de sintesis, de 1la
velocidad de degradacién de 1la proteina-enzima o de ambos

a la vez (Schimke y Doyle, 1970) Y requiere un tiempo que no
es pequeno en relacibén a la vida de 1la célula, es decir, no
es instantdneo. La actividad catalitica, sin cambio de 1la
cantidad de enzima, puede regularse a su vez de varias mane
ras: j) por modificacidén covalente catalizada por otras en-
zimas (Holzer y Duntze, 1971; Stadtman y Chock, 1978); i)
por interacciones alostéricas con activadores o inhibidores
(Monod et al.,1963; 1965; Koshland, 1970; Stadtman , 1970 ); iii)
por las caracteristicas cinéticas intrfnsecas de la enzima,
que permiten diversos tipos de respuestas frente a fluctua-
ciones en las concentraciones disponibles de sustratos y de

productos.




Es frecuente que todos los mecanismos destinados a modu-
lar la actividad de las enzimas regulatorias operen en for-
ma simultédnea y coherente como para dar un mdximo de sensi-
bilidad a la respuesta frente a una determinada perturbacidn

del medio celular (Sols, 1979).

b) KO 5 Y n,, parametros cinéticos fundamentales -

La modificacidén de la actividad de una enzima frente a
las variaciones en la concentracién de sustratos es depen-
diente de los parémetros cinéticos Km (o KO.S) y ng.

Es importante el valor del parédmetro cindtico Km o} KO.S’
que corresponde a la concentracién de sustrato necesaria pa
ra alcanzar la mitad de la velocidad méxima, en relacidn con
los niveles de concentracién del sustrato existentes en 1la
célula y accesibles a la enzima. Dependiendo de la relacién
entre ambos valores, la concentracidn de sustrato y la Km,

la modificacidn de la actividad enzimAtica podria ser mds o

menos sensible a las fluctuaciones intracelulares en los ni

veles de concentracién del sustrato. Asi, si el valor de K.
€s mayor que los niveles de sustratos, la variacién de la acti-
vidad serd con bastante aproximacién directamente proporcio-
nal a lavariacién en la concentracidén del sustrato, es decir,
el orden de la reaccién serd cercano a 1. Esto de acuerdo con
la ecuacidn de Michaelis-Menten, que describe la relacidn entre

velocidad y concentracidén de sustrato en la mayorfia de las




enzimas: v = V’S/(Km + S). Parece ser muy general que el
valor de Km es semejante o mayor que la concentracidn total
de sustrato intracelular (Tabla 6.6 en Larner, 1971).

El otro parédmetro cinético responsable de la magnitud de
la respuesta de la velocidad enzimdtica frente a la varia-
ci6bn de la concentracidn de sustrato es el coeficiente de
Hill (nH), que mide el grado de cooperatividad de la funcidn
de saturacidén. Si bien la cinética de un gran n@imero de en-
zimas puede describirse mediante la ecuacidn clésica de Mi-
chaelis-Menten, la mayor parte de las enzimas que catalizan
reacciones claves en la regulacidn de vias metab8licas pre
sentan cinéticas no-michaelianas, en las cuales se observa
una cooperatividad positiva.

La propiedad de una enzima de responder con mayor sensi-
bilidad que lo esperado de la ecuacidén de Michaelis frente
a cambios en las concentraciones de sustrato alrededor de
la Km, se conoce com@inmente como cooperatividad positiva.
Se la ha llamado tambié&n activacidn por sustrato (Dixon y
Webb, 1964). En contraposicién, se habla de cooperatividad
negativa cuando la sensibilidad es menor. La interaccidn
de la enzima con ligandos iguales, que se traduce en coope-
ratividad positiva o negativa se denomina interaccidén homo-
trépica (Monod et al., 1965). Todos estos té€rminos fueron
introducidos inicialmente considerando la unibén cooperativa

de ligandos en enzimas oligoméricas. Sin embargo, en 1los




Gltimos anos tambidn se han observado funciones de satura-
cidn no michaelianas, que pueden describirse como cooperati
vidad positiva o ﬁegativa, en enzimas monoméricas, con un
solo sitio activo. En la Discusidn se analizardn con algfin
detalle estas situaciones.

Es importante destacar que, en cualquier caso, las fun-
ciones de saturacidn de enzimas que presentan cooperativi-
dad pueden ser descritas por medio de la ecuacidn de Michae
lis-Menten si la concentracidn de sustrato (s) y la concen-
tracidn de semisaturacidn (KO.S) Se elevan a un exponente
(nH), que mide el grado de cooperatividad. En el caso de
la ecuacidn clésica de Michaelis-Menten este exponente ten-
dria el valor de 1,0, y seria mayor que 1,0 si la cooperati

vidad es positiva y menor que 1,0 si es negativa.

Un coeficiente de Hill mayor que 1,0 implica que se requie-
re variar un menor n@mero.de veces la concentracidn de sus-
trato para tener una determinada variacidén de velocidad, en
comparacién con la requerida con un coeficiente de 1,0. Asf

por ejemplo, en una enzima que no presenta cooperatividad




(nH = 1,0), se necesita incrementar 81 veces la concentra-
cibn de sustrato para aumentar la velocidad desde un 10% de
la Vmax a un 90% de la misma, en cambio si el coeficiente
de Hill es 1,5 se requiere un aumento de solo 18,7 veces

(raiz n, de 81). Es decir, con un coeficiente de Hill ligg

H
ramente superior a 1,0 se estaria disminuyendo en mé&s de
cuatro veces el cambio de concentracién de sustrato necesa-
rio para alcanzar una misma respuesta.

No es extrano tampoco que los mecanismos moduladores de
la actividad enzimdtica que enunciamos antes, modificacidn
covalente y modificacién alostérica, operen mediante altera
ciones de los pardmetros KOj y n, en la gran mayoria de los
ejemplos conocidos. Las relaciones son complejas pues tam-

bién la modificacién covalente suele variar la sensibilidad

frente a la concentracidn de los efectores alostéricos.

¢) Glucoguinasa, una enzima regulatoria

Una enzima en la cual los paré&metros cinéticos KO.S Yy ny
tienen por si mismos significacidén regulatoria de una fun-
cidén celular, como se comentari mas adelante, es la gluco-
quinasa o hexoquinasa D (EC 2.7.1.2). Es una de las cuatro
isoenzimas que catalizan la fosforilacidn de glucosa en el

higado de la rata (Gonzdlez et al., 1964; Katzen et aji.,

1965).




D-Glucosa + MgATP -— D-Glucosa-6-P + MgADP + H+

El nombre de glucoquinasa y su clasificacidn como EC 2.7.1.2
en contraposicidén a las otras isoenzimas, que han recibido
la denominacidn m&s amplia de hexoquinasas (EC 2.7.1.1), im-
plica que se trataria de una enzima especifica para la glu-
cosa. Sin embargo, esto no es estrictamente asi, pues pue-
de fosforilar también otras hexosas. En este problema es
Gtil considerar algunos antecedentes histdricos. Poco des
pués de que en el laboratorio de Weinhouse (Di Pietro et al.,
1962) se describiera que en extractos de higado de rata 1la
fosforilacibén de glucosa catalizada por la llamada glucoqui
nasa ocurria con una K, alta, se describid la presencia en
el higado de dos isoenzimas capaces de fosforilar glucosa:
una de alta afinidad por glucosa (baja K,) y otra de baja
afinidad (alta K,) (Vinuela et al., 1963; Walker, 1963).
Esta filtima enzima corresponderia a la senalada por Di Pietro
et al., 1962). Vinuela et al.(1963) propusieron conservar
el nombre de glucoquinasa (EC 2.7.1.2) para la enzima del
higado caracterizada por una alta Km (= 10 mM), con una ca
pacidad relativamente baja de fosforilar fructosa a la con
centracidn de 100 mM y una insensibilidad a la inhibicidn
por glucosa-6-fosfato. La otra isoenzima, que aparecia
como una tipica hexoquinasa animal, pues tenia una Km muy

baja para glucosa (= 0,01 mM), fosforilaba fructosa tan




bien como glucosa Y era fuertemente inhibida por glucosa-6-
fosfato, se designd como hexoquinasa (EC 2:7.1.1).

Posteriormente, al resolverse el sistema de dos componen
tes en uno de Cuatro, se encontrd que tres de las isoenzimas
compartfan las pPropiedades de 1las hexoquinasas Y se las de-
nominé hexoquinasas A, B y C segfin su movilidad cromatogri-
fica decreciente en DEAE-celulosa (Gonzilez et al., 1964) o
hexoquinasas I, IT y I1T, respectivamente, de acuerdo con
Su movilidad anddica creciente en electroforesis (Katzen
etal., 1965). A 1a glucoquinasa tambiédn se la llama, segfin
estos criterios, hexoquinasa D (Gonz&lez et al ., 1964) o
hexoquinasa IV (Katzen et al ., 1965). Al analizar las ve-
locidades relativas de fosforilacidn de fructosa y de gluco
Sa en las enzimas purificadas se encontrélque mientras las
hexoquinasas fosforilan 1,1 a 1,3 veces mejor la fructosa,
la razén de fosforilacién de fructosa y glucosa con gluco-
quinasa, es 0,2 (Tabla 4 en revisidn de Niemeyer et al.,
1975b) . Es decir, se confirmd para cada una de las hexoqui
nasas parcialmente purificadas lo que el grupo de Sols habia
obtenido para la mezcla de isoenzimas.

Si bien histéricamente esta capacidad relativa de fosfo-
rilacién de fructosa pudo ser un buen argumento para la de-
nominacién de 1la glucoquinasa, en estos momentos no lo es
méds. En efecto, si bien la Kn para fructosa de 1a glucoqui

nasa es aproximadamente cien veces superior a la




correspondiente para glucosa, la velocidad maxima es mis del
doble (pdgina 82 de esta tesis). En el caso de las hexo-
quinasas también la K, para fructosa es aproximadamente 100
veces mayor que la K para glucosa, pero esta vez la veloci
dad maxima es solo ligeramente superior (Tabla 4 en Niemeyer
et al., 1975b). Esto hace que, comparativamente, la fructo-
sa sea mejor sustrato de la glucoquinasa que de las hexoqui-
nasas de higado de rata. Hay que considerar, sin embargo,
que dadas las concentraciones de fructosa que se podrian al
canzar dentro de la célula, la glucoquinasa in vivo no fosfo
rilaria fructosa. Quiz4s lo podrian hacer las hexoquinasas,
aungue es poco probable pues el metabolismo de 1la fructosa
en el higado ocurre mediante la fosforilacidn en el carbono
1 por accibn de la fructoquinasa (Hers, 1955).

Aunque en rigor el término de glucoquinasa deberia reser
varse para las enzimas especificas para glucosa y que han
sido aisladas en invertebrados Yy en microorganismos (Ureta
et al., 1979), a falta de una alternativa mejor usaremos
en esta tesis la denominacidn de glucoquinasa para refe-
rirnos a la isoenzima D.

Trabajos muy recientes sefialan con buenos argumentos que
la glucoquinasa es una enzima exclusiva del higado, pues
la actividad fosforilante de glucosa de baja afinidad, comu
nicada por diversos autores en varios tejidos, parece co-

rresponder a la N-acetilglucosamina-quinasa y no a la
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glucoquinasa (Vera et al., 1977; Davagnino y Ureta, 1978;
Davagnino, 1979; Davagnino y Ureta, 1980; Allen et al., 1980;
Vera, 1981).

Como el higado es un tejido formado por varias clases de
células, ha sido un problema saber la distribucidn celular
de las isoenzimas fosforilantes de glucosa. Hay consenso
en que la glucoquinasa se encuentra en los hepatocitos o cé-
lulas parenquimatosas pero existian dudas sobre la presen-
cia en ellos de las hexoquinasas. Se ha postulado que &stas
existirfan solo en las cé&lulas sinusoidales o no parenquima-
tosas (Revisidn y referencias en Hue, 1979), entre las que
predominan las células de Klpfer y las células endoteliales.
Sin embargo, trabajos en curso en este laboratorio muestran
con claridad que si bien la glucoquinasa se encuentra sdlo
en los hepatocitos, las tres hexoquinasas se encuentran tan-
to en los hepatocitos como en las cé&lulas sinusoidales (Re-

yves y Cérdenas, 1980; Reyes et al., 1980.

En el higado, la glucoquinasa da cuenta de un 85% de la
actividad total fosforilante de glucosa (Gonzdalez et al.,
1964) y parece jugar un papel clave en la utilizacidn de la
glucosa en el hepatocito. Su nivel de actividad puede ser
alterado por factores dietarios y hormonales, los que apa-
rentemente no alteran a las otras isoenzimas (revisién en
Niemeyer y Ureta, 1972; Niemeyer et al ., 1975b y Weinhouse,
1976). Este control grueso de la fosforilacién de la glu-

cosa corresponde a cambios en la masa de enzima
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(Clark-Turri et al., 1974).

Se podria esperar que existieran mecanismos adicionales
que fueran mds rdpidos y permitieran el ajuste fino de la
actividad enzimdtica a las condiciones fisioldgicas de apor
te variable de glucosa. Si bien no se ha comunicado que
ocurra una modificacibdn covalente de la glucoquinasa, ni
que existan modificadores alostéricos que modulen la acti-
vidad catalitica, desde su descubrimiento se ha vinculado
la baja afinidad de la glucoquinasa por glucosa al papel
que le corresponde en el hifigado. En efecto, la propiedad
de la glucoquinasa de tener un alto valor de K,r dentro del
rango fisiol6gico de la concentracién de glucosa en la san-
gfe de la vena porta, permitirfia a la enzima ajustar auto-
méticamente su actividad catalitica en respuesta a los cam-
bios en la concentraci6én de glucosa que llega al hepatocito.
Aunque se habia descrito una funcidn de saturacidén hiperbé-
lica con glucosa para la glucoquinasa de rata (Gonzidlez et
al., 1967; Parry y Walker, 1967; Pilkis, 1972) y de conejo
(Salas et a1., 1965), algunas anormalidades descriﬁas plan
teaban dudas sobre si realmente la cinética era hiperbélica.
Asi, en el trabajo de Gonzdlez et al.(1967) se habia encon-
trado un aplanamiento en la curva de saturacién que fue in-
terpretado como inhibicidn por exceso de sustrato. Por otra
parte, Parry y Walker (1967) describieron un quiebre en el

grédfico de dobles reciprocos (curva bifdsica) con la enzima
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obtenida en ciertas condiciones de purificacidén y que los
autores interpretaron como la consecuencia de la formacidn
de fragmentos de enzima durante 1la purificacidn, con propie
dades cataliticas modificadas, pero sin significado fisiold
gico.
Posteriormente, en este laboratorio se encontrd que las glu
coquinasas de hamster y de rata presentaban una caracteris-
tica cinética que habfa pasado inadvertida inicialmente,
consistente en una funcién de saturacidn sigmoidea con glu
cosa, con un coeficiente de Hill de alrededor de 1.5
(Nieﬁeyer, 1972), y que daba cuenta de las anormalidades
descritas.
La cooperatividad cinética presentada por la glucoquina-
sa es interesante porque podria contribuir a la regulacién
de la captacidén de glucosa en el hepatocito pues, como se
comentd anteriormente, aumenta la sensibilidad de la res-
puesta de fosforilacidn de la glucosa frente a cambios en
la concentracién de este sustrato en torno al KO.S'
La cooperatividad serfa una caracterfstica distintiva
de la glucoquinasa, pues las hexoquinasas de baja Km de
muchos vertebrados, presentan ya sea una cinética hiperbd-
lica normal (isoenzimas A y B) o inhibicidn por exceso de
glucosa (isoenzima C) (revisién en Niemeyer et al., 1975b;

Ureta et al., 1979).
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d) Propbsitos y logros de esta tesis

El propdsito general de esta tesis ha sido estudiar en de
talle la conducta cinética Cooperativa de 1la glucoquinasa y
formulaf una explicacién molecular de ella.

Como fines especificos se plantearon los siguientes:

1) Determinar si 1la cooperatividad cinética con glucosa era
un rasgo preservado evolutivamente en la enzima de los verte-
brados.

2) Establecer si 1la cooperatividad ocurria también con los
otros sustratos glucidicos, manosa, fructosa v 2—desoxigluc9
sa, asi como con el sustrato nucleotidico MgATP.

3) Establecer si 1la cooperatividad dependfa del estado de pu
rificacidn de la enzima.

4) Estudiar el efecto de las variaciones en 1la composicidn del
medio de ensayo, tales como PH y fuerza idnica, sobre la coo-
peratividad.

5) Intentar suprimir la cooperatividad (desensibilizar la en-
zima) mediante tratamientos que alteran la conformacidn de pro
teinas.

6) Estudiar el efecto sobre la Cooperatividad de inhibidores
competitivos andlogos de 1la glucosa, asf como pesquisar la po

sible existencia de efectores alostéricos.
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7) Determinar la estructura cuaternaria de la enzima en las
condiciones de ensayo.

El cumplimiento del propdsito general de dar una explica
cidn molecular de la cooperatividad cinética fue dificil,
porque la glucoquinasa resultd ser una enzima monomérica,
que mantenia su condicibén de tal en las condiciones de en-
sayo, dado lo cual no era posible adaptar los modelos cléasi
cos, como se analizard en detalle en la Discusibn . PoOr es
to, también los resultados obtenidos fueron de dificil in-
terpretacidn, por cuanto no se ajustan a los hallazgos co-
mGnmente descritos en la literatura, que corresponden a en-
zimas oligoméricas. Hasta la fecha solo se han encontrado
unas pocas enzimas monoméricas con cinética no-michaeliana,
las que se analizan en alglin detalle en la Discusidn.

Se encontrdé que la cooperatividad con glucosa era una
caracteristica comfin de las glucoquinasas de vertebrados
(coeficiente de Hill 1,4 a 1,7). La cooperatividad ocurria
también al usar manosa como sustrato (coeficiente de Hill
1,5), en cambio no se observaba cooperatividad al usar
2-desoxiglucosa o fructosa. La funcidn de saturacidn con
MgATP como sustrato variable era hiperbé&lica.

La cooperatividad persistia después de someter a la en-
zima a diversas etapas de purificacidn y no dependia de la
concentracidén de proteinas presentes. Tampoco se alteraba

al variar la composicidén del medio de ensayo en cuanto a pH,
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fuerza ibnica o presencia de agentes reductores de grupos
tioles, que modificaban los otros par@metros cinéticos,

KOJ y Vmax. Diversos tratamientos (fotooxidacién, calen-
tamiento. y accidén de agentes desnaturalizadores) no logra-
ron suprimir la cooperatividad, pero disminuyeron la Vmax

y aumentaron el K Pareceria que la glucoquinasa en la

0.5 °
medida que retiene la actividad catalitica, retiene la carac
teristica de presentar una funcibén de saturacidn sigmoidea
con glucosa.

Se logré determinar que el grado de cooperatividad depen
dia de la concentracidn del sustrato nucleotidico, de modo
que la funcidn se hacia hiperbdlica a una concentracidn de
MgATP alrededor de 5 veces menor que la Km’ Por otra
parte, la presencia de los sutratos alternativos (manosa,
fructosa y 2-desoxiglucosa) y del andlogo N-acetilglucosa-
mina, que actlan como inhibidores competitivos respecto a

glucosa, produce conjuntamente con un aumento del K una

0.5
disminucidén en la cooperatividad, alcanz&ndose un coeficien
te de Hill de 1,0 a concentraciones suficientemente altas
del inhibidor. La presencia de ADP, pero no la de glucosa-
-6-fosfato, ambos productos de la reaccidn, logra suprimir

la cooperatividad. No se encontraron metabolitos que pu-

dieran actuar como efectores alostéricos.
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Las observaciones son compatibles con un modelo en régi-
men estacionario en el cual la glucosa puede unirse a dos
formas no equivalentes de enzima. En la Discusidn Se pro-
ponen dos modelos basados en la existencia de un cambio con
formacional inducido por glucosa y que contemplan la unidn

al azar de los sustratos a la enzima.



B. MATERIALES Y METODOS

1. REACTIVOS

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, EE UU) se obtuvieron
los siguientes productos: ATP (sal disddica), ATP (sal sb-
dica), ADP (sal s6dica), NADP, NAD, fosfoenolpiruvato (sal
potésica y monociclohexil amdnica), a-D(+)-glucosa, B-D(-) -
fructosa; D(+) -manosa, 2—desoxi-D(+)—glucosa, glucosa-6-
fosfato, D(+) -glucosamina, N-acetil-D-glucosamina (GlcNAcQ),
glucosa—6—fosfato—deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) tipo VII
de levadura de panaderfa —en ocasiones también se usd de
Boehringer—,alcohol—deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) de leva-
dura, piruvato-quinasa (EC 2.7.1.40) tipo II de mdsculo
de conejo, lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) tipo II
de msculo de conejo, fosfoglucosa-isomerasa (EC 5.3.1.9)
tipo III de levadura, fosfomanosa-isomerasa (EC 9¢3:1:8)
de levadura, Trizma base, Mes, Pipes, Triton X-100, EDTA,
DL-ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (2-ME) , azul de
metileno, sacarosa, l—etil—3—(3—dimetilaminopropil)-car_
bodiimida (EDC), CM-Sephadex, DEAE-Sephadex, Hidroxilapg
tita. La DEAE-celulosa pProvenia tanto de Schleicher y
Schuell como de Whatman (DE-52) . E1 Sephadex (G-25, G-100,
G-200), la CH-Sepharose 4B y el azul-dextrano 2000 eran

de Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suecia). La
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Sepharose -N- (6-aminohexanoil)-2-amino-2-desoxi-D-glucopirano -
sa (sefarosa-glucosamina) se prepard por acoplamiento de
glucosamina con CH-Sepharose 4B por medio de EDC, en las
condiciones recomendadas por Pharmacia Fine Chemicals. La
mioglobina y la ovoalbGmina eran de Schwarz-Mann (Orange-
burg, EE UU), y la ['*C]-DL-leucina y el agua tritiada (T,0)
de New England Nuclear (Boston, EE UU). El sulfato de amo-
nio, de pureza para uso enzimoldgico, se obtuvo de Mann
Research Laboratories (New York, EE UU). Otros reactivos
eran de calidad analitica, generalmente Merck (Darmstadt,

RFA) .

2. ANIMALES

En la mayor parte de los experimentos se usaron ratas
albinas adultas obtenidas de las colonias del Departamen-
to de Bioquimica, Facultad de Medicina Norte; del Departa-
mento de Biologia, Facultad de Ciencias y del Instituto de
Nutricidn y Tecnologia de los alimentos. Desde 48
horas antes del sacrificio se daba a las ratas una dieta
enriquecida en hidratos de carbono, adicionando sacarosa
al agua de bebida (12 g/l). Ocasionalmente se emplearon
otros animales, algunos de vida silvestre, obtenidos de

variadas fuentes, como se indica en Resultados.
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3. PREPARACION DE LA GLUCOQUINASA

Se usaron fundamentalmente dos métodos para purificar glu
coquinasa de rata, dependiendo de 1la fecha en que se trabajé.
Las propiedades cinéticas y estructurales que se han estudia
do no han diferido en las enzimas obtenidas con uno u otro
método.

Los animales (adultos jévenes) bien alimentados se mataban
por decapitacidn y después de dejarlos desangrar exhaustiva-
mente se retiraban los higados (200 g) Y se mantenfan en hie-
lo. Se preparaba luego un homogeneizado al 50% en un homoge
neizador Potter¥Elvehjem después de una répida desintegracidn

eén una juguera.

MEtodo 1

En este procedimiento, que fue el inicial, la solucidn
amortiguadora usada en la homogeneizacidén contenfa (concentrg
ciones finales): Tris-HC1l 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; DTT 1 mM;
glucosa 100 mM. E1 homogeneizado se centrifugaba 60 min a
30.000 rpm (78.400 ¢g) en la ultracentrifuga Spinco modelo L.
El liquido sobrenadante (S,) se filtraba por lana de vidrio
para retener los lipidos concentrados en la superficie. A
partir del S;, la glucoquinasa se purificaba siguiendo b&si-
camente el procedimiento descrito en este laboratorio (Babul
y Niemeyer, 1966; Gonzdlez et al., 1967) , modificado por la
introduccidn de una etapa de filtracidn en gel después de la

cromatografia de intercambio idnico. Brevemente, el
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procedimiento consistia en:

a) Tratamiento del S; con carboximetil—Sephadex. El S; se
trataba en la proporcidn de 2:1 (v/v) con CM-Sephadex equili
brada con amortiguador A (Tris-HC1l 10 nmM, pH 7,0; EDTA 1 mM;
DTT 1 mM). Después de 10 a 15 min se filtraba en un embudo
Bldchner con bomba de agua.

b) Cromatografia en DEAE-celulosa (Schleicher y Schuell). E1
material no retenido en CM-Sephadex se sometfa a una cromato
grafia en columna de DEAE-celulosa (habitualmente de 3,8 x 39
cm) equilibrada con amortiguador A. Después de lavar con KC1
180 mM preparado en amortiguador A se elufa la glucoquinasa
con KCl en un gradiente lineal de concentracidn de 180 a 500
mM en medio A (600 ml por lado). Se recogian fracciones de
11 ml.

c) Precipitacidn con sulfato de amonio al 80%. Las fraccio-
nes correspondientes a glucoquinasa se juntaban, se afiadfa
glucosa hasta 100 mM final Y luego se agregaba sulfato de
amonio s6lido hasta alcanzar una concentracidn correspondien
te a un 80% de saturacién a 0°. E1 PH se mantenia en 7,0 con
hidr6xido de amonio. Se dejaba en equilibrio hasta el dia si
guiente, se centrifugaba Y se descartaba el sobrenadante.

d) Filtracidn en Sephadex G-100. E] precipitado se disolvia
en un minimo de KCl 300 mM preparado en amortiguador B (amoE

tiguador de fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; DTT
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1 mM), se le agregaba sacarosa a una concentracidn final de
15% y se filtraba a través de una columna de Sephadex G-100
(habitualmente 2,5 x 50 cm) equilibrada en medio B con KC1
300 mM. Se recogian fracciones de 1,8 mlf En ocasiones, el
precipitado de sulfato de amonio se dializaba antes de la fil
tracibn, contra medio B con KC1l 300 mM Yy sacarosa al 50%.

e) Cromatografia en hidroxilapatita. ILa columna (2,7 x 10 cm)
se preparaba con una mezcla de 20 ml de Bio-Gel HT con 10 g
de celulosa y se equilibraba a pH 6,8 con fosfato de potasio
5 mM; EDTA 1 mM; DTT 1 mM. Las fracciones de glucoquinasa
provenientes de Sephadex se precipitaban con sulfato de amo-
nio al 80% de saturacibn en presencia de glucosa 100 mM. E1
precipitado se disolvia en el medio de equilibrio recién des-
crito y se cromatografiaba. La elucidén se hacfa con fosfato
de potasio (preparado en EDTA 1 mM y DTT 1 mM) en un gradien
te lineal de concentracidn de 5 a 150 mM, con el PH ascenden
te desde 6,8 a 7,6.

La Tabla III, comentada en Resultados (1b) ilustra en for
ma resumida el procedimiento de purificacidn seguido en el
metodo 1 (p&g. 64).

Algunas veces la glucoquinasa se guardaba a 4° (en refri-
gerador) por varios dias o semanas en la forma de un precipi
tado de sulfato de amonio (80% de saturacidn) en presencia

de glucosa 100 mM y DTT 1 mM. Antes de usarse, la enzima se
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filtraba a través de una pequena columna de Sephadex G-25 pa
ra eliminar la glucosa y el sulfato de amonio. Las prepara-

ciones diluidas de glucoquinasa se concentraban en una peque

na columna de DEAE-celulosa, eluyendo la enzima con KCl 500 mM.

Método 2

Corresponde al descrito por Cardenas et al. (1978), que
deriva del anterior e introduce nuevas modificaciones a las
de Maccioni y Babul (1976) y de Lebn et al. (1977). En este
procedimiento, la solucibdn homogeneizadora consistia en
KCl 120 mM y glucosa 50 mM preparados en amortiguador B. El1
S; se obtenia igual que en el Metodo 1 y a partir de €l se
purificaba la glucoquinasa a través de los siguientes pasos:
a) Cromatografia en DEAE-celulosa (Schleicher y Schuell). El
S, se cromatografiaba en una columna de DEAE-celulosa (ha-
bitualmente 3 x 60 cm) equilibrada con KCl 120 mM en amor-
tiguador B. Después de lavar exhaustivamente con esta misma
solucidn, la enzima se elulia con KCl en un gradiente lineal
de concentracién de 120 a 500 mM preparado en amortiguador
B (1000 ml por lado).

b) Fraccionamiento con sulfato de amonio. A la glucoguinasa

eluida de la etapa anterior se le agregaba la sal hasta el
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45% de saturacidn, en presencia de glucosa 50 mM, neutrali

zando con hidrdxido de amonio. Se dejaba equilibrar alrede

dor de 2 horas. Luego de centrifugar se llevaba el sobre-
nadante al 80% de saturacién y se dejaba a 0° hasta el dia
siguiente.
c) Filtracidén en gel. Se usaba una columna de Sephadex
G-100 (generalmente de 3 x 60 cm), equilibrada con amorti-
guador B, conteniendo KCl 300 mM y se procedia como en el
método 1,
d) Cromatografia de afinidad. Se usaba una columna de CH-
Sepharose unida a glucosamina (sefarosa-glucosamina). Pa-
ra realizar la cromatografia, la enzima obtenida de la eta
pa anterior se diluia con amortiguador B de modo de tener
una concentracidén final de KCl de 50 mM, condicidn en la
cual la glucoquinasa era retenida. La elucidn de la enzi-
ma se llevaba a cabo con glucosa 1 M preparada en la misma
solucidn. La concentracidén de la enzima y la eliminacidén
de la glucosa se realizaba por adsorcidn en una pequena co
lumna de DE-52 celulosa (Whatman) y posterior elucidn con
amortiguador B que contenia KC1l 500 mM.
e) En algunos casos se realizaba una etapa adicional de
cromatograffa en una columna de DEAE-Sephadex.

La tabla I ilustra en forma resumida una preparacidn de

glucoquinasa con este método.
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TABLA I

Teustracibn nesumida de La pundifdcacidn de La glucoquinasa poir

el método 2
Etapa Volumen Actividad Actividad
(ml) totala especffica?
(unidades) (U/mg protéinas)

Sobrenadante 78.000 g 188 160 0,02
DEAE-celulosa 135 64 0,21
Sephadex G-100¢ 45 56 2,9
Sefarosa-Glc 110 46 30
Concentracibn DE-52 4 41 30

4La actividad enzimidtica se determind a pH 7,5 mediante el

ensayo la como se describe en Materiales y Mé&todos

b s :
La concentracidn de proteinas se estimd por el método de

Warburg y Christian (Dawsonet al ., 1972), midiendo la ab-
sorbancia a 260 y 280 nm.

La enzima proveniente de DEAE-celulosa se sometia a un frac
cionamiento con sulfato de amonio (45 al 80%) antes de fil-

trar por Sephadex
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4. CONTROL DE ENZIMAS CONTAMINANTES

La enzima obtenida por ambos métodos no era homogénea.
Por esta razdn, se realizaban énsayos para pesquisar posi-
bles enzimas contaminantes que pudieran interferir en los
experimentos. Se encontrd que las preparaciones usadas no
presentaban actividad hexoquinasa, glucosa—deshidrogenasa,
6-fosfogluconato—deshidrogenasa, fosfoglucosa-isomerasa,
fosfomanosa—isomerasa, glucosa—6—fosfatasa, N-acetilgluco-
samina-quinasa y adenosintrifosfatasa. La enzima provenien
te de la etapa de DEAE-celulosa salia contaminada con
N-acetilglucosamina-quinasa (Fig. 1), la cual se eliminaba
con el corte de sulfato de amonio Yy con la cromatografia de
afinidad. La contaminacidn con N—acetilglucosamina-quinasa
es importante de considerar porque esta enzima presenta ac-
tividad fosforilante de glucosa y es més estable que la glu
coquinasa (Vera et al., 1977; Davagnino y Ureta, 1980). TILa
glucosa—6~fosfato—deshidrogenasa eluye junto con 1la glucoqui
nasa en DEAE-celulosa, afin después de una recromatografia en
este medio (Fig. 2) y se detecta todavfa en las preparaciones
de elevada actividad especifica. Corresponde a una de las
bandas de protefnas contaminantes observadas al hacer electro
foresis en geles de poliacrilamida después de Sefarosa (Toro
Yy Espinosa, comunicacidn personal). No parecid demasiado im-

portante remover la glucosa-6—fosfato—deshidrogenasa, ya que
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Figurna 1. Cromatoghrafla en DEAE-celulosa de La glucoquinasa
y de La N-acetilglucosamina-quinasa. El S, proveniente de
157 g de higado (16 ratas) se cromatografid en DEAE-celulosa

(columna de 3 por 60 cm), como se describe en el Método 2,

recogiéndose fracciones de 7 ml. La concentracidn de KC1
(O) se determind midiendo la conductividad del eluido. La
actividad fosforilante de glucosa se determind a pH 7,5 con
glucosa 0,5 (®) y 100 mM (O ), mediante el ensayo la. La
actividad fosforilante de N-acetilglucosamina se determind a
pH 7,5 mediante el ensayo 2 (%), usando N-acetilglucosamina

1 mM.
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Figurna 2. Coelucién de La glucoquinasa y de La glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa en DEAE-celulosa. Unhigado (9,5¢) de

rata se homogeneizd al 50% con una solucién amortiguadora a

pH 7,0 que contenia: Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, B-mercaptoe-
tanol 2,5 mM, en un homogeneizador Potter-Elvejem con vasta-
go de tefldn. Se centrifugd por 60 min a 100.000 g. El so-
brenadante se filtrd por lana de vidrio y se cromatografidé en
una columna de DEAE-celulosa DE-52 (1,3 x 14 cm) equilibrada
en la misma solucidn amortiguadora de homogeneizacidn. Se la
vé con 42 ml de esta solucidn y luego se eluyd con KCl en un
gradiente lineal de concentracidn desde 0 a 500 mM en el amor
tiguador de homogeneizacidn (120 ml por lado). Se recogieron
fracciones de 2,1 ml. Las fracciones correspondientes a glu-
coquinasa se juntaron y, previa dilucidn, se recromatografia-
ron en una columna de DEAE-celulosa similar a la anterior, pero
equilibrada con KC1l 150 mM preparado en el amortiguador de ho-
mogeneizacidn. La glucoquinasa se eluyd con KCl en un gradien
te lineal de concentracidn desde 150 a 500 mM en amortiguador
de homogeneizacidn (120 ml por lado). Se recogieron fraccio-
nes de 2,1 ml. La actividad fosforilante de glucosa (O) se
determind a pH 8,0 mediante el ensayo la. La actividad glu-
cosa-6-fosfato-deshidrogenasa (®) se determind midiendo a

pH 8,0 el NADPH, formado, en un medio que contenia Tris-HCI1,

2
EDTA, MgClz, KCl, DTT y NADP a las mismas concentraciones
que el ensayo la y glucosa-6-P 1 mM. La concentracidn de KCL

se estimd midiendo la conductividad del eluido (0O).
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por una parte esta enzima es un constituyente normal de uno
de los ensayos acoplados (ensayo 1) y, por otra, no act@a con
NAD (Anstall y Trujillo, 1967) por lo que tampoco interferirfa

en el ensayo 2.

5. PREPARACION Y CONTROL DE SOLUCIONES

Todas las soluciones se preparaban en agua bidestilada
(bidestilador de vidrio) o en agua destilada y desionizada.
Cuando se necesitaba ajustar el pH se usaba generalmente KOH
o HCl. La solucidn de ATP se ajustaba a pH 7,0 y se guarda-
ba congelada. El1 ADP contaminante del ATP se determinaba por
acoplamiento de la conversidn del ADP en ATP a la oxidacidn
del NADH,, usando piruvato-quinasa y deshidrogenasa-lactica
en presencia de concentracidn saturante de PEP (ensayo 2).

El1 ATP usado contenfa no mds de un 2 a 3% de ADP. La posi-
ble contaminacidén de la fructosa o de la manosa con glucosa
se analizaba mediante el acoplamiento de la conversidn de glu
cosa en glucosa-6-fosfato a la reduccidn de NADP, usando glu
coquinasa (o hexoquinasa) vy glucosa—6—fosfato—deshidrogenasa

(ensayo la). No se encontrd glucosa contaminante.
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6. ENSAYO DE LA GLUCOQUINASA

La actividad fosforilante de glucosa se determinaba es-
pectrofotométricamente, midiendo la produccidén de glucosa-6-P
(ensayo la) o de ADP (ensayo 2). En el ensayo de la activi-
dad fosforilante de los sutratos alternativos se median los
gsteres fosfdricos, mediante el ensayo 1b en el caso de fruc
tosa y el ensayo lc en el de manosa, o el ADP formado (ensa-
yo 2). Este iltimo método era el Gnico aplicable a la
2-desoxiglucosa.

Una unidad (U) de glucoquinasa se definid como la canti-
dad de enzima que cataliza la fosforilacién de 1 umol de sus
trato en 1 min a 30° en las condiciones de ensayo. Para la
definicidn no se hizo diferencia entre determinaciones efec-
tuadas a pH 7,5 o pH 8,0 por ser de magnitud muy pequena. Se
ha preferido seguir usando la unidad tradicional en enzimolo
gia en vez de la unidad internacional esténdar "katal", debi
do a que esta Gltima es una cantidad de actividad cataliti-
ca demasiado grande en relacidén con lo que realmente se mide.
Un katal es la cantidad de enzima suficiehte para catalizar
la transformacién de 1 mol de sustrato .en producto en 1 s ba
jo condiciones est&ndar. Probablemente el uso aconsejard el
empleo de subm@iltiplos, tal vez nkat. Una unidad habitual
de enzima (pmol/min) corresponderia a 16,7 nkat. A su vez

1 nkat corresponderfa a 0,06 U (60 mU).
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Los ensayos se realizaban en cubetas de cuarzo de 1 ml
con paso de luz de 1 cm. La mezcla de ensayo se preincubaba
a 30° por 3 min antes de iniciar la reaccibén. En esta opera
cidn se usaba un preincubador de bronce disenado por nosotros,
a través del cual circulaba agua a 30° proveniente del bafno
termorregulado, y en el que se colocaba el carro con cubetas
(Fig. 3).

Una vez iniciada la reaccibn, generalmente con el sustrato
glucidico, se detectaban los cambios de absorbancia a 340 nm
(reduccidn de NADP en el ensayo 1 y oxidacidn de NADH, en el
ensayo 2) mediante un espectrofotémetro Gilford modelo 2400.
El coeficiente de extincidn molar de NADH, y de NADPH, a
340 nm es 6220 M 'cm | . El cambio de absorbancia se regis-
traba por varios minutos con el objeto de tener seguridad
de que se estaba trabajando con la porcidn lineal de la cur
va de progreso.

Las velocidades iniciales se estimaban a partir de 1los
trazos de la curva de progreso registrados en el inscriptor,
mediante una regla y un l&piz. Para obtener una mayor pre-
cisidn se procuraba tener una pendiente de 45° en la curva
de progreso. No era necesario hacer correcciones por curva
tura, ya que los trazos fueron siempre esencialmente rectos,
al menos durante los 5 primeros minutos de cada ensayo, lo
que se explica por el reducido consumo habitual de sustratos

en relacidn con las concentraciones iniciales usadas. En




Figura 3.

32

) a
P
b e ltetedehedetetetedie -vav'\
et oo R R X L SR B
A i
| q ! by
| by I
\ [ [
TR oL
I e Lt
I B
") NS, . o 28 S0 i s B s Al
- — e - {
—_ -'_D \\.
\\
b d
g £ e 19,5
_______ porboi
43
66

)'9) el

115

—40—

indicadas en milimetros. a)

verticales, visidon lateral;

tal;

e) corte transversal,

Esquema delf preincubador. Las dimensiones estédn

FHgura completa; b) y c¢) cortes
d) corte vertical, visidn fron-

visidn superior.




33

ocasiones, al final de este trabajo, los datos de velocidad
inicial se obtenian directamente mediante un microcomputador
Altair 8800b, acoplado al espectrofotbémetro. Mediante un
programa con el método de regresidn lineal se estimaba el
valor de la pendiente con su error esténdar.

Con el objeto de poder detectar una posible inactivacién
de la enzima en el tiempo de desarrollo de un experimento en
el cual se variaba la concentracidn de Sustrato en una cierta
secuencia progresiva, los duplicados se obtenfan por repeti-
cidén de la secuencia. Solo muy excepcionalmente se detectd
tal inestabilidad de 1la enzima, en cuyo caso se descartd la
preparacidn.

En los diversos experimentos mostrados en esta tesis se
usaron concentraciones de Mg2+ y de ATP que aseguraban que
la concentracidn de MgATP era una proporcién de un 86% o
superior del ATP total. Esto, de acuerdo a los cdlculos des
critos por Storer y Cornish-Bowden (1976a) , para diversos pH
Y concentraciones de Mg?*, sobre la base de datos termodind
micos (Phillips et al., 1966). Por esta razdn, no se hicie
ron correcciones y se considerd como concentracidn de

MgATP a la de ATP total.




34

Ensayo la.

La produccidn del glucosa-6-fosfato se detectaba mediante
un ensayo acoplado basado en el de Slein et al. (1950), con
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa como enzima acoplante y un
exceso de NADP. El NADPH, producido en la reaccidén acoplada
presenta un pico de absorcidén a 340 nm, que no posee el com-

puesto inicial oxidado.

L) GLucosa + MgATP — glucosa-6-P + MgADP

L4L) GLucosa-6-P + NADP— 6-P-gluconato + NADPH,

La mezcla de reaccidn, a menos que se indique otra cosa,
corresponde a la descrita en Cdrdenas et al. (1978) y con
tenia (concentraciones finales), en un volumen de 0,5 ml:
Tris-HCl1 80 mM, pH 7,5 u 8,0; KC1 100 mM; MgCl, 12 mM;

EDTA 1 mM; DTT 2,5 mM; NADP 0,5 mM; 0,3 a 0,5 unidades/ml

de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa; ATP 5 mM; glucoquinasa
y concentraciones variables de glucosa. Generalmente se usa
ba una alicuota de 0,05 a 0,1 ml de glucoquinasa. Como nor-
ma habitual, los componentes del medio,; incluidos desde
Tris-HC1l hasta la enzima auxiliar, se mezclaban previamente
al ensayo, en forma de disponer de ellos en un volumen de

0,25 a 0,30 ml. Las variaciones en la composicién del
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medio que se hicieron con determinados propbsitos experimen
tales se indican en Resultados. De rutina se hacian blancos
sin glucosa, los cuales normalmente daban una lectura de
cero, y otros sin ATP, a distintas concentraciones de gluco
sa. Estos Gltimos blancos corresponden a la actividad glu-
cosa-deshidrogenasa de 1a‘glucosa-6—fosfato—deshidrogenasa

Y eran generalmente menores que el 5% de la absorbancia co-
rrespondiente a la actividad de glucoquinasa con glucosa

100 mM e indetectables a concentraciones de glucosa menores
que 10 mM; estos valores no dependian de la presencia de glg
coquinasa, pese a que ella estaba contaminada con glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa. Los blancos sin enzima, correspon-
dientes a la actividad hexoquindsica de 1la preparacidn de
glucosa-6—fosfato-deshidrogenasa, daban lecturas de cero.
Esta enzima auxiliar, obtenida de fuente comercial, tuvo oca
sionalmente en las etapas iniciales de este trabajo, una con
taminacidén no despreciable de hexoquinasa, por lo cual fue

rechazada.

Ensayo 1b.

La produccidén de fructosa-6-fosfato se segufa a través
de la reduccidén de NADP en presencia de glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa y de fosfoglucosa-isomerasa como enzimas aco

plantes (Slein et a1., 1950).




36

L) Fructosa + MgATP —  Fructosa-6-p + MgADP
LL) Fructosa-6-P — GLucosa-6-P

LLL) Glucosa-6-P + NADP — 6-P-gluconato + NADPH,

La mezcla de reaccién era semejante a la del ensayo la,
con la diferencia que contenia 0,7 ao0,8 unidades/ml de glu
cosa—6—fosfato-deshidrogenasa, 2 unidades/ml de fosfoglucosa-
isomerasa y concentraciones variables de fructosa en lugar
de glucosa. Se hacfa el mismo tipo de blancos que en el
ensayo la, pero el blanco sin ATP daba lecturas de cero de-

bido a que la fructosa no es oxidada.

Ensayo lc.

La produccidén de manosa-6-fosfato se determinaba a tra-
vés de la reduccidn de NADP en presencia de glucosa-6-fosfa-
to-deshidrogenasa, fosfoglucosa-isomerasa y fosfomanosa—isg

merasa como enzimas acoplantes (Slein et ai., 1950) .

<) Manosa + MgATP — Manosa-6-P + MgADP
LL) Manosa-6-P —_— Fructosa-6-P
LLL) Fructosa-6-P — GLlucosa-6-P

iv) Glucosa-6-P + NADP — 6-P-gluconato + NADPH,
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La mezcla de reaccibn era semejante a la del ensayo la,
pero contenia 1,4 unidades/ml de glucosa—6—fosfato-deshidrg
genasa; 4,6 unidades/ml de fosfoglucosa-isomerasa; 8 unida-
des/ml de fosfomanosa-isomerasa y concentraciones variables
de manosa. Se hacian blancos semejantes a los del ensayo la.
La actividad manosa-deshidrogenasa de la glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa era indetectable a las concentraciones de ma

nosa empleadas.

Ensayo 2.

La produccién de ADP se seguia a través de la oxidacién
de NADH,, en presencia de piruvato-quinasa y de deshidroge-
nasa l&ctica como enzimas acoplantes y de un exceso de fos-

foenolpiruvato (Kornberg y Pricer, 1951).

£) Glucosa + MgATP —  GLucosa-6-P + MgADP
2+ +
LL) MgADP + P-enolpilruvato ﬂi_»_K_, MgATP + Piruvato

LLL) Pilruvato + NADH, —= lactato + NAD

La mezcla de reaccibn, a menos que se indique otra cosa,

contenia (concentraciones finales), en un volumen final total
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de 0,5 ml: Tris-HC1 80 mM, pH 7,5 u 8,0; KC1 100 mM; MgCl, 12 mM;

EDTA 1 mM; DTT 2,5 mM; P-enolpiruvato 2,5 mM; NADH2 0,33 mM;
2,0 unidades/ml de pPiruvato-gquinasa; 2,0 unidades/ml de des-

hidrogenasa lactica; ATP 5 mM; 0,05 a 0,1 ml de glucoquinasa

(U en cada figura) vy concentraciones variables de glucosa, fruc

tosa, manosa o Z—desoxiglucosa,segﬁn el caso. E1 ADP contami-
nante no interferia en el ensayo, ya que durante la preincuba-
cidn del sistema, previo a la partida de la reaccidn con el
azlicar o con glucoquinasa, era transformado en ATP. De ruti
na se hacfan blancos separados sin ATP, sin glucoquinasay
sin glucosa. Los controles sin ATP eran siempre cero; los
blancos sin glucoquinasa, correspondientes a posibles acti-
vidades hexoquin&sicas e hidrolizantes de aTP presentes en
las enzimas auxiliares, eran generalmente cero. Cuando oca-
Sionalmente estas actividades contaminantes no fueron des-
preciables, se descarté la enzima auxiliar contaminada. Los
blancos sin glucosa, correspondientes a posible actividad
hidrolizante de ATP en las preparaciones de glucoquinasa,
tenian un valor que dependfa del grado de purificacién de
la enzima. En bPreparaciones provenientes de Sephadex o mé&s
puras, eran menores que un 3% de la absorbancia Correspon-

diente a la actividad de glucoquinasa con 100 mM glucosa.
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7. CRITERIO PARA ELEGIR LA CONCENTRACION DE ENZIMAS

AUXILITARES

Se tratd de usar, en los diferentes ensayos de la gluco
quinasa, la cantidad mfnima de cada enzima auxiliar que per
mitiera una adecuada estimaci6én de la velocidad de la reac-
cién. La idea era evitar posibles interferencias debido a
actividades secundarias de dichas enzimas. Por ejemplo, glu
cosa-6-fosfato-deshidrogenasa puede oxidar también a la glu-
cosa, como ya se comentd.

Al medir la velocidad de conversi6én de un sustrato A en
su producto B en un ensayo con una o m&s enzimas auxiliares,
es necesario considerar dos aspectos:

L) Las concentraciones de los metabolitos intermediarios en
el régimen estacionario, las cuales deben ser menores que las
respectivas Km aparentes de las enzimas que los transforman,
a fin de asegurar que cada reaccidn sea de orden 1.

£4) El tiempo requerido para que el sistema alcance el régi-
men estacionario. Este tiempo debe ser lo suficientemente
pequeno como para que solo una muy pequefia fraccidn del sus-
trato se haya transformado en producto.

En la practica se debe decidir qué fraccidn de la veloci
dad problema se requiere alcanzar y en qué tiempo y luego cal

cular las concentraciones adecuadas de las enzimas auxiliares.
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a) En el caso mis simple de solo una enzima auxiliar, como

ocurre en el ensayo la, esquematizado a continuacidn:

ky ko
A ——=—» B —> C
GK G6PDH

el nGmero de unidades de enzima auxiliar (V) se calculd a

partir de la ecuacidn (1) (McClure, 1969):

Vo = (1)

donde KB corresponde a la Km aparente para B de la enzima
auxiliar y F, al coeficiente que senala la fraccidn de la
concentracidén de B en el régimen estacionario que se desea
alcanzar en un tiempo prefijado t*.

Fn la derivacidén de esta ecuacidn se requiere hacer dos
presunciones:
L) La primera reaccidn, es decir, la que interesa medir, se
comporta como una reaccidn irreversible y de orden cero. La
irreversibilidad tiene validez porque el producto se retira
continuamente. Para que se cumpla que la constante de velo-
cidad sea de orden cero se requiere que solo una pequena frac

cidn de A se transforme en B.
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Dado el alto valor de K05 para glucosa y las velocida-
des de reaccibén que se miden, afin a concentraciones muy ba-

jas de este sustrato, menores de 0,1 veces K la frac-

0.5 "
cidn de glucosa que se transformaba en el perfodo previo a
alcanzar el régimen estacionario era muy pequena, menor que
0,35 a 0,1%. M4s atn, el porcentaje total de glucosa trans
formada en el tiempo total de €nsayo era menor que 1% en

eésas condiciones, lo que permitia que se cumpliera la condi
cién implfcita en el uso de un sistema acoplado, cual es que
la constante de velocidad de la reaccidén problema se compor
te como constante de orden cero en el tiempo de ensayo. Es
tas consideraciones son igualmente v&lidas para los otros sus
tratos glucidicos (manosa, 2-desoxiglucosa y fructosa).

{4) La segunda reaccién es irreversible y de primer orden con
respecto a B. La irreversibilidad se cumple si el equilibrio
de la reaccibn estd muy desplazado hacia la derecha o si solo
se detecta una pequena fraccidn de la reaccidn (se estd muy
lejos del equilibrio). La presuncidén de orden 1 requiere que
la concentracién de B sea mucho menor que KB Y que cualquier
otro sustrato de la reaccibn esté en concentracién saturante.

Si se cumplen ambas presunciones, la transformacidén de B

en C estd determinada por la expresidn:
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dB Vo
dt K

donde Vz/KB corresponde a la constante de velocidad de pri

mer orden (k,) y B es la concentracién del producto B. (Provie

ne de la ecuacidn de Michaelis cuando B<<KB).
La variacidn de B en el tiempo va a estar dada por:

dB

—qg = k1~ k2 B

donde k; es la constante de velocidad de orden cero de la pri

mera reaccidn y ky, la constante de velocidad de primer orden

de la segunda.

Para determinar la concentracidn de B en cualquier tiempo

t (Bt) se integra la expresidn diferencial.

j- dBt ﬁit

sea u = ki-k.B
——lk—z[ln u] =fdt
Poniendo lfmites entre 0 y t

& {In(ki-k2By) - In(ki-keBy)} = ¢
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A tiempo cero B0 vale cero, luego

ln(kl-szt) - 1n k, = -k,t

y aplicando la funcidn exponencial

kl-szt -kaot
= e

Ry

Por reordenamiento algebraico se llega finalmente a la

expresidén (2]

L(1 - aR2ty | (2)

gque en régimen estacionario (ss) se reduce a:

Ry
BSS - Ez

A fin de determinar el tiempo requerido para alcanzar

una cierta fraccibn de BSS se reordena la ecuacidn (2):

k2

e_th = 1 - —ET— B

y aplicando logaritmo se llega a:
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~1n(1 -_.%- B)
k2

t =

En un tiempo t* se alcanzard una concentracidn de B igual

b
23 . = . ;
a :E‘Bk_2 , donde Fé B/BSS. Reemplazando en (3) se tiene
In(l - FB)
t* = - (3)
k2

Como ks = XZ , se llega a la ecuacidn (1).
B

En la tabla II se ha calculado la cantidad de glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa requerida en el ensayo la para alcan
zar un EB de 0,99 a distintos tiempos y la variacidn de FB
en funcidn del tiempo al usar una concentracién fija de la

enzima auxiliar. En estos cdlculos se considerd una Km pa-

ra glucosa-6-P de 0,15 mM(valor obtenido experimentalmentearpH 7,5).
El rango de las concentraciones de élucosa-G—fosfato—

deshidrogenasa usadas en el ensayo la (0,3 a 0,5 U/ml) , per
mite cumplir con el propésito de tener con mucha seguridad
0,96 a 0,99 veces la concentracién de glucosa-6-P en el ré-
gimen estacionario en 1 a 1,5 min. Las concentraciones de

la enzima auxiliar concuerdan con las recomendadas por Storer
y Cornish-Bowden (1974), quienes hacen un tratamiento més

general para sus estimaciones, el cual acepta desviaciones

de la cinética de primer orden en las reacciones auxiliares.




TABLA 1II

Cantidad necesaria de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (V,) usada como

enzima auxilion en el ensayo de La glucoquinasa’

Fp e V2
(min) (U/ml)
0,99 ; 1,38
0,99 1,0 0,69
0,99 1,5 0,46
0,99 250 0,34
0,882 1,0 0,32
0,959 1,5 0,32
0,986 2,0 0,32

4 g1 cilculo. de V, $e hizo aplicando la ecuacidon (1) y usando un valor

de K de 0,15 mi.

K es el coeficiente que sefiala la fraccidn de la concentracidon de glu-

cosa-6-P en régimen estacionario alcanzada en un tiempo dado t¥*.
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b) En el caso en que se emplean varias enzimas auxiliares,

como ocurre en el ensayo lc representado a continuacidn:

A —R1, B hz::c h34;D _Ei_. E
GK PMT PGI G6PDH

Se deben cumplir también las presunciones de que la pri-
mera reaccidn sea irreversible y de orden cero, y que las reac
ciones auxiliares sean irreversibles y de orden uno. En esas
condiciones se tendrd que la variacién en la concentracidn
de A, B, C, Dy E estari dada por las siguientes expresiones

-dA 2 VIA _ hl
at X, ¥+ &

QE i h - V,B -
at 1 E;—- - kl th
ég = YZE - Yig = sz - k3C
at Ky Ko
db - v,C _ V,D _

= Va© u? = R.C - h,D
SE Kp 3 t
aE k- D

En el régimen estacionario se tendrd que:

hl = th = h3C = hqD

SSs SSs SS
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En este caso, no es simple tener una expresidn que per-
mita calcular las concentraciones adecuadas de enzimas au-
xiliares para alcanzar una determinada fraccidn de la velo-
cidad problema en un cierto tiempo. En efecto, las ecuacio-
nes diferenciales que describen un sistema de esta natura-
leza son bastante complejas, por lo que no es facilmente ex-
tendible el andlisis realizado para dos reacciones. Los dis-
tintos autores tratan en general de solucionar el problema
mediante aproximaciones.

Una manera de asegurar que las concentraciones de cada
uno de los metabolitos intermediarios sea baja es usar con-
centraciones de enzimas auxiliares tales que se cumpla la

siguiente condicidn:

El andlisis para dos reacciones permite, sin embargo, te-

ner una estimacidn del tiempo requerido para alcanzar una de-

terminada fraccidén de la velocidad problema (v;) en presen-

cia de determinada concentracidn de enzimas auxiliares. En

efecto, se puede calcular primeramente el tiempo(tf)requerido

para que v, (kyB) alcance una fraccidn de v;, por ejemplo
0,98v;. Este cdlculo es licito porque la tercera reaccidn no
afecta v,. En seguida, se puede considerar v, como constante

y estimar el tiempo (t;) requerido para que vj(k3C) alcance
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un valor de o0,98v;,.Esto lleva por supuesto, a una sobrees-
timacidén del tiempo total requerido (t*), pues vy empieza a
incrementar antes que v; alcance el valor de 0,98v;.

Este tipo de andlisis nos permite, sin embargo, estable-
cer limites superiores e inferiores, pues el tiempo total t*
serd mayor que cada uno de los tiempos (t? ; t;), pero menor
que la suma de ellos (t? + t;). Siguiendo un razonamiento

similar se puede calcular t: y t:. En este caso, los limites

de t* serian:

t*, t*, t*, t* < t* < (t* + t* + t* 4+ t* )
L 1 2 3 L
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8. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

El grado de sigmoidicidad de las funciones de saturacién
se evalud mediante el coeficiente de Hill (nH), utilizando la

expresidn exponencial (4) o la expresidn logaritmica de la e-

cuacidén de Hill (5)

v « sB
7 S~ O —— (4)
K + s”
v
LOF sosmma. = nplogs - 1logKk (5)

Por razones précticas en los graficos Yy en las fdrmulas
en que el coeficiente de Hill se utiliza como exponente, se
usa simplemente el simbolo n en lugar de ny.

El coeficiente de Hill es un parametro que, en una enzima
oligomérica, expresa a lavez el nfmero de sitios de unidn de
un ligando y la cooperatividad existente entre esos sitios.
El valor del coeficiente de Hill tiende a ser igual al nGmero
de sitios a medida que la cooperatividad existente entre ellos
tiende a infinito y siempre que la conducta cinética de la en-
zima sea el reflejo de su conducta en la unidn de ligandos.
En una enzima monomérica con un sitio dnico de unidén de ligan-
do, el coeficiente de Hill no tiene un significado fisico,
sino que es solo un parémetro cinético que permite ajustar los

datos a una funcidn sigmoidea.
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El paré&metro Koxses la concentracién de sustrato a la cual
seé tiene la mitad de la velocidad m&xima. Es igual a 1la
raiz ny de K.

El valor de la velocidad mixima aparente (Vmax o V), para
una concentracidn determinada de MgATP, se estimaba directa-
mentedel grdficode la velocidad en funcidn de la concentra -
cidn de sustrato, o bien mediante un programa de minimos cua-
drados, ejecutado en un microcomputador Altair, que ajustaba
directamente los datos a la ecuacidn exponencial por un méto-
do iterativo. Los valores de Vnax ©Obtenidos por uno u otro mé
todo diferian generalmente en menos de un 5 %,

Los paréametros Kgs5 vy n, se obtenian de la recta del gra-
fico de Hill, fuera esta trazada a ojo o calculada por el mé-
todo de los minimos cuadrados; para hacer el gr&fico se con-
sideraban valores de velocidad entre 0,1V v 0,9V. Los para-
metros también se obtuvieron directamente con el programa de
computacidn ya mencionado.

Los valores de los tres pardmetros cinéticos (V, Kg.5 ynp)

obtenidos con cualquiera de los procedimientos o una combina-
cidn de ellos a fin de someterlos a prueba, no diferfan en ge-
neral en mé&s de un 5%.

Inicialmente se intentd obtener los pardmetros cinéticos
mediante el uso iterativo de las funciones de Hill (4) y de
Linewaver-Burk de acuerdo con las ideas de Wieker et al.(1970).
De la funcidn de dobles reciprocos, aunque no era lineal, se

obtenia una estimacidn gruesa de Vﬁax, que luego se usaba en
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la funcién de Hill para obtener un valor de %{,queservia a
su vez como exponente linearizador en un segundo c&lculo de
V oax €0 la funcidn de dobles reciprocos. Este nuevo valor de
V ax Proporcionaba un valor de ny mas prdéximo al verdadero.

Asi se continuaba hasta alcanzar valores aproximadamente cons-

tantes de V y de n

- H Estas estimaciones eran laboriosas y

al intentar realizarlas con programas de computacidn no se ob-
tuvieron resultados alentadores, pues no habia buen ajuste de

las funciones calculadas a los datos experimentales.
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9. FOTOOXIDACION

La glucoquinasa de rata fué sometida a fotooxidacién, em-
pleando el azul de metileno como catalizador (Ray, 1967;
Ahlfors y Mansour, 1969). Alicuotas de glucoquinasa de la
etapa de purificacidén de hidroxilapatita se iluminaban en
presencia de azul de metileno, a 0°ya pH 7,0 durante tiem-
pos variables (0 - 25min). Como fuente luminosa se usaba una
ampolleta de tungsteno de 100 watts colocada a 10 cm de 1la
enzima, la cual se encontraba en un tubo cdédnico sumergido en
hielo fundente. Un ventilador contribuia a evitar el calen-
tamiento producido por la ampolleta. La solucidn de azul de
metileno, en una concentracidn final de 2,57 uM, se utilizaba
recién preparada. Como controles se hacian experimentos en
tres condiciones: iluminacidn en ausencia de azul de metileno,
oscuridad en presencia del oxidante y oscuridad sin azul de
metileno. Para determinar el efecto de la fotooxidacidn so-
bre la actividad de 1la glucoquinasa, se trataban alficuotas
de 0,2 ml de la enzima (48 mU), y para conocer el efecto so-
bre la funcidn de saturacién con glucosa, se usaban alicuotas
de 1,0 ml (240 mU). Una vez finalizado el tiempo de fotooxi-
dacidn proyectado, se determinaba la actividad en una alicuo-

ta de 0,05 ml, mediante el ensayo la, a PH 7;5.

La enzima fotooxidada era inestable durante el ensayo a

concentraciones bajas de glucosa, menores que K Esta

0.5 "
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inestabilidad se evitaba haciendo el ensayo en presencia de
DTT 2,5 mM,

En una oportunidad se hizo la fotooxidacidn en una ali-
cuota de 0,75 ml (55 mU) de glucoquinasa de higado de rana
chilena, proveniente de la etapa de DEAE-celulosa (metodo 1).
El procedimiento fue ligeramente diferente al descrito. La
enzima se colocd en un matraz de fondo redondo, el cual es-
taba en posicidn inclinada y se hacia girar con un agitador
rotatorio sobre agua con hielo. Para iluminar se usd una lam-
para de tungsteno de 100 watts que se colocd a 8cm por encima
de la superficie del matraz, usdndose también un ventilador
para evitar el calentamiento. La fotooxidacidn se realizd
por 10 min en presencia de azul de metileno 3,95 uyM. Como
control se usd una alicuota mantenida en hieloy en la oscuri-

dad, en presencia de-azul de metileno a la misma concentracidn.




54

1o0. FILTRACION EN GEL EN LAS CONDICIONES DE MEDICION

DE LA ENZIMA

Se usaron geles de Sephadex G-100 y G-200, que se prepa-
raron para la cromatografia de acuerdo a las instrucciones
dadas por los fabricantes (Pharmacia Fine Chemicals, 1968).
Como columnas se usaron tubos de vidrio, de 1,2 x 48 cm y de
1,5 x 20 cm, provistos de una salida fija de tygon. Una so-
lucidn semejante a la del ensayo la de actividad enzimatica
(amortiguador C) se utilizaba para equilibrar y eluir las
columnas y tenia la siguiente composicidn (concentraciones
finales): Tris-HC1l 80 mM, pH 7,5; KC1 100 mM; MgC12 12 mM;
EDTA 1 mM y DTT 2,5 mM. Los metabolitos anadidos en los di-
versos experimentos se indican en Resultados. Para colocar la
muestra, se detenia momenti&neamente el flujo de la columna
y se depositaban cuidadosamente 0,2 ml de muestra debajo del
solvente, en la superficie del gel, antes de reiniciar el flu
jo. La velocidad del flujo era alrededor de 15 ml/h. Se co-
lectaban fracciones de 0,25 ml o de 0,3 ml, que eran recogidas
en tubos enfriados. En cuanto se completaba el volumen de
cada tubo, se introducia &ste en hielo e inmediatamente se
media la actividad glucoquindsica, con el obieto de evitar la
acumulacidn de productos de la reaccidn cuando ambos sustratos
estaban presentes durante la filtracidén. En su mayoria, las

cromatografias se realizaron a 30°, para lo cual se colocaba
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a la columna un mango de vidrio con agua circulante
proveniente de un bano termorregulado. Otras cromatografias
se hicieron a 4°en la pieza fria.

Para medir el volumen de exclusidn de las columnas (Voj
se utilizaba azul-dextrano 2000 y para el volumen total acce-
sible al solvente (V;) se empleaba [!%C] - leucina o agua
tritiada (T,0). Cuando se desed estimar el peso molecular
aparente, se usd alcohol-deshidrogenasa de levadura (M, =
141.900), mioglobina (M, = 17.800) y ovoalb@mina (M, =45.000)
como proteinas marcadoras. El volumen de elucidn (Vo) para
una o mas de estas proteinas se determinaba en cada condicidn
experimental. E1l volumen efluyente correspondiente a la con-
centracidn méxima del soluto se estimaba a partir del diagra-
ma de elucidn, extrapolando ambos lados del pico del soluto
hasta su concurrencia. Para la estimacidn del peso molecular
aparente de la glucoquinasa, se hizo un grédfico de los pesos
moleculares de las proteinas marcadoras, en funcidn de sus
coeficientes de distribucidn (Kd = (Ve - Vo)/(vi - V,). La
ovoalbGmina, la mioglobina y el azul-dextrano se estimaban
midiendo su absorbancia a 280, 415 y 630‘nm, respectivamente.
La concentracidn de estas proteinas se elegia de modo de tener
una absorbancia de al menos 0,2 unidades en el méximo. La
alcohol-deshidrogenasa se ensayaba en una mezcla de reaccidn
que consistia en amortiguador A mds etanol 220 mMy NAD 0,5mM.
Las velocidades iniciales se median por el aumento de absor-

bancia a 340 nm. La cantidad colocada en la columna daba
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en el méximo de actividad. Tanto la [!*C] -leucina como
el agua tritiada se determinaban en una mezcla estdndar de
centelleo de 2 partes de tolueno y 1 parte de Tritdn X-100,
que contenia 4 g de PPO y 50 mg de POPOP por litro de tolue

no. Se contaba una alicuota que en el m&ximo del pico tu-

viera alrededor de 2000 cpm.




C. RESULTADOS

l. FUNCION DE SATURACION DE LA GLUCOQUINASA CON SUSTRATOS

GLUCIDICOS Y CON MgATP

a) Cooperatividad cinética con glucosa

En contraste con estudios previos (Salas et al., 1965;
Parry y Walker, 1966; 1967; Gonzdlez et al., 1967; Pilkis,
1972; Grossman et al., 1974), investigaciones realizadas en
este laboratorio indicaron que la curva de saturacidn de la
glucoquinasa con glucosa es sigmoidea, con un coeficiente de
Hill de 1,5 a 1,6 (Niemeyer, 1972; Cé&rdenas et al., 1974;
Niemeyer et al., 1975a; 1975b). Este hallazgo fue confirma-
do en los estudios de Storer y Cornish-Bowden (1976b) .y pos-
teriormente, en los de Kelkar y Nadkarni (1978). La figura 4
ilustra una tipica funcidn de saturacidén para glucosa de
la glucoquinasa de higado de rata. La curva sigmoidea ob-
tenida se aparta claramente de la curva hiperbdlica calcula-
da con los mismos valores de velocidad médxima y de concentra
cidn de semisaturacidén. El valor de la pendiente del grafi-
co de Hill (gréafico inserto en la figura 4) es significativa
mente mayor que la unidad. Esta desviacidn de la conducta

michaeliana clésica, se hace m8s evidente si se representan

5%
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Fig. 4. Funcdbn de saturacdbén para glucosa de La glucoquina
sa de nata. La enzima se prepard de ratas Sprague-Dawley,

15 dias antes del ensayo y se usd en la etapa de purificacidn
de DEAE-celulosa (método 1). La velocidad se determind midien
do el glucosa-6-P formado (ensayo la). Los valores de n, v
K&S fueron 1,6 y 6,6 respectivamente y se obtuvieron a partir
del gradfico de Hill mostrado en el recuadro. La velocidad
madxima considerada (3,08 mU) corresponde a la medicidn real a
100 mM glucosa, una vez restados los blancos, y se indica por
la linea quebrada horizontal. La curva con linea quebrada co
rresponde a la curva tedrica para una enzima que presente ciné

tica michaeliana normal (n 1,0), y tenga los mismos valores

H

para V y K que la curva experimental. El Adrea sombreada

max 0.5
muestra aproximadamente el rango de variacidn de la concentra-
cidn de la glucosa en la sangre portal bajo diferentes condi-
ciones de ingestidn de hidratos de carbono (de Niemeyer et al.,

1975a).
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los resultados a base de transformaciones lineales de 1la ecua
cidn de Michaelis. Esto se ilustra en la figura 5, donde los
resultados de dos experimentos diferentes (I y II) se anali-
zaron mediante las funciones de Eadie-Hofstee (6), Hanes-

Woolf (7) y Lineweaver-Burk (8).

K . Vv
Eadie-Hodstee vy -2 (6)
S
K

S _"m S
Hanes-Wool 4§ TSV to oy

. : 11 Ky
Lineweaven-Bunhk S=g % o 183

En la figura 5a se ve que cuando se coloca en gréafico
el valor de la velocidad en funcidn del cuociente entre 1la
velocidad y la concentracidn de glucosa (Eadie-Hofstee), se

obtiene una curva céncava en vez de una recta con pendiente
negativa. Al trabajar con la funcién de Hanes se observa que

el valor de S/v pasa pPor un minimo (Fig. 5b) y cuando se usa la

transformacién de Lineweaver-Burk se obtiene una curva cénca
va hacia arriba (Fig. 5¢). Si para hacer los gr&ficos se
utiliza el valor de la concentracidn de glucosa elevado al

exponente ny, obtenido del gréafico de Hill, se tienen lfineas
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Figura 5. Grdgicos de Eadie-Hofstee(a), Hanes-Wool4 (b) y Lineweaves-
Burk (c) de La funcidn de saturacién de glucoquinasa con glucosa. La
glucoquinasa provenia de la etapa de Sephadex (método 2, act. esp.

2.8 U/mg de proteina). En el experimento I (izquierda) se utilizg el
ensayo la a pH 8,0 con concentraciones de glucosa de 0,4 a 100 mM. Los
parametros cinéticos fueron: V = 8 ,8 mU; n, = 1,49; KO 5 = 5,2. En el
experimento II (derecha) se aumentd la cantidad de enzima y las determ1
naciones se hicieron mediante el ensayo 2 a pH 7,5 con concentraciones
de glucosa de 1 a 100 mM. Los parametros cinéticos fueron: V = 19 mU;
n, = 1,56; KO.S = 6,7 mM.

En los graficos de los recuadros el valor de la concentracidn de
glucosa estd elevado al exponente oy - En el caso de las transformacio-
nes de Lineweaver-Burk y de Hanes-Woolf, no se colocaron en estos grafi
cos los valores de todas las concentraciones de glucosa, sino solo des-

de la menor hasta la indicada por la flecha en el grafico principal.
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rectas, como se ilustra en los recuadros de la figura 5 para
las tres funciones. Puede apreciarse que existe un buen
ajuste de los puntos. El coeficiente de correlacidén fue ma-
yor que 0,99.

El efecto cooperativo de la glucosa, no depende del mé-
todo usado para determinar la actividad enzim&tica. ILa figu
ra 5 muestra por ejemplo, gque el coeficiente de Hill es muy
similar si se utiliza el ensayo la (Experimento I; nyg = 1,49)
o el ensayo 2 (Experimento II; ny = 1,55). La pequefia dife-
rencia en el KO_S puede atribuirse a la diferencia en los
pH utilizados (ver m&s adelante: R-2). Ademds, cuandao se em
pled otro ensayo, sin enzimas acoplantes, en que se determina
directamente el D“C]—glucosa—G—P formado a partir de [14C]_
glucosa (Radojkovi¢ et al., 1978), se obtuvo una funcidn de

saturacidn sigmoidea con un Ny de 1,8 y un K de 8,5 mM

0.5
para una glucoquinasa obtenida de la etapa de DEAE-celulosa
(Niemeyer et al., 1975b).

En extractos de hepatocitos aislados la curva de satura
cidn de glucosa tambi&n es sigmoidea con un nH:de 1,5 y un
KO.S de 9 mM (Bontemps et al., 1978), similares a los obser-
vados con glucoquinasa purificada (Niemeyer et al., 1975b;
Storer y Cornish-Bowden, 1976). Es importante destacar que

la fosforilacidn de glucosa in situ en hepatocitos aislados

es tambi&n sigmoidea, con un coeficiente de Hill de 1,8 y
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una concentracidén de semisaturacién de 20 mM glucosa (Bontemps
et al., 1978). En estos tGltimos experimentos, la formacidn
de glucosa-6-P en la célula intacta se estimbd mediante un mé
todo radioquimico en el cual se usa 2—[3H]—glucosa y se mide

el T,0 formado (Clark et al., 1973; Katz et al., 1975).

b) Estado de purificacibon Yy propiedades cineticas

Dado que las caracteristicas cinéticas de una enzima pue
den verse influenciadas por 1la presencia de otras protefnas
O cofactores que interactden con ella (Koshland y Neet, 1968;
Atkinson, 1969), es posible esperar una variacién de la con-
ducta cinética segfin el grado de su purificacién. Esto ocu-
rre por ejemplo, en el caso de la fosforilasa, de 1la fosfori

lasa-quinasa (Heilmeyer et al., 1970) v de la fosforilasa—fo§

fatasa (Haschke et al., 1970), las que presentan caracteris -
ticas diferentes cuando est&n formando parte de un complejo
proteina-glicdgeno que cuando estan purificadas. Se considerd
por ello importante llevar a cabo, como uno de los primeros
estudios, el andlisis de si el grado de sigmoidicidad dependia
0 no del grado de purificacién. Pudo establecerse que los paré_
metros cinéticos de la glucoquinasa no variaban significativa-
mente cuando la enzima se estudiaba en diferentes grados de

purificacidén, lo que se ilustra en la tabla ITI con los
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TABLA III
Parndmetrnos cinéiicos de La glucoquinasa de rata en diferentes

estados de purificacién?

Etapa de purificaciénb Actividad especifica n K
(U/mg proteina) i (536
Sobrenadante de
100.000 g¢ 0,016 - -
CM-Sephadex® 0,017 - -
DEAE-celulosa 0,66 1,6 6,8
Sephadex G-100 10,0 1,5 8,1
Hidroxilapatita 15,0 1,5 6,8

“De Niemeyer et al., 1975a
bLa purificacidn se describe en Materiales y Mé&todos, método 1

“En estas dos etapas no se obtuvieron datos de ny vy KO5 por

estar presentes las hexoquinasas A, B y C
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resultados de una breparacidn en pequeia escala (método 1),

disenada para analizar especificamente este punto. En la eta

pa de hidroxilapatita 1la enzima era inestable Y se inactivaba
parcialmente durante el énsayo a bajas concentraciones de
glucosa. Buscando condiciones que evitaran esta inactivacidn
Sé encontrd que la presencia de ditiotreitol en el ensayo

la evitaba en gran medida. Este hallazgo llevd a introducir
de rutina DTT en el medio de ensayo. Ademds, para minimizar
la posible inactivacién que afin pudiera persistir, se inicig
la reaccién con glucoquinasa en lugar de glucosa. Se leyd

la actividad durante un tiempo triple del acostumbrado en un
e€nsayo normal, de modo de asegurarse de pesquisar la inacti-
vacidn durante el ensayo, si afin existiera. Esto era muy im
portante ya que como la inactivacidn se presentaba a bajas
concentraciones de glucosa, podria traducirse en una curva
sigmoidea de velocidad en funcidén de 1a concentracidn de la
glucosa, aunque la enzima Presentara una cinética michaelia-
na.

El hecho que la conducta cinética de la glucoguinasa no
varie con el grado de purificacién concuerda con 1la afirma-
cidn de Storer y Cornish-Bowden (1976) de que Preparaciones
homogéneas y parcialmente purificadas de esta enzima s6lo di-
fieren en actividad especifica. Como ya se comentd, la sig-

moidicidad también se presenta in vivo, en hepatocitos
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aislados (Bontemps et al., 1978), lo que no solo indica que
la enzima en condiciones de interacciones fisioldgicas con
otros componentes celulares exhibe propiedades semejantes a
las de la glucoquinasa purificada, sino que permite pensar
que estas propiedades tengan un significado para la funcidn

de la célula.

c) Aspectos comparativos

Parecid conveniente explorar si la dependencia sigmoidea
de la velocidad con respecto a la concentracibén de glucosa,
presente en la glucoquinasa de rata, existfa también en la en
zima de otros vertebrados. Esto abria la posibilidad de en-
contrar una especie en la cual el grado de sigmoidicidad de
la glucoquinasa pudiera ser mayor que en la rata, y por lo
tanto ofrecer un mejor material para el estudio de la regula

cidn de la actividad de la enzima. La glucoguinasa existe en

el higado de mamiferos (con excepciones), anfibios y queldni
dos entre los reptiles; no se encuentra en los reptiles supe
riores ni en las aves (Ureta et al., 1979).

Se encontrd que las glucoquinasas de todas las especies
de vertebrados estudiadas hasta ahora, presentan la misma con
ducta cinética que la enzima de rata. La tabla IV muestra los
valores de los coeficientes de Hill (nH) y de las concentra-

ciones de semisaturacién (KOS) obtenidos de gr&ficos de Hill.
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TABLA IV

Valones de Los coeglelentes de Hile ng ¥y de Las concentraciones
de semisaturacidn KO 5 de La glucoquinasa de ventebrados®

Animalb n K (mM)

Mammalia

Akodon 1,4 3,0
Perro 1,5 3,2
Cerdo 4,5 3,8
Cururo 1,4 4,4
Coipo 1,4 6,2
Hamster 1,6 7,5
Rata 156 7,5
Cuy 1,6 8,5
Reptilia

Tortuga chilena 1,6 5,2
Amphibia

Rana chilena 1,6 1,5
Ranita de garras 1,7 2,6
Ranita cornuda 1,7 2,6
Ajolote 1,6 3,4

a Los datos se obtuvieron de preparaciones en 1la etapa de purificacidn
de DEAE-celulosa (método 1), con excepcidn de 1la enzima de coipo que era
de Sephadex G-100. La actividad enzimidtica se determing con glucosa como

sustrato a pH 7,5 mediante el ensayo la. De Cirdenas et al., 1979.

Akodon (Akodon olivaceous), perro (Canis familiaris), cerdo ( sus
scrofa), cururo(Spalacopus cyanus), coipo (Myocastor coypus), hamster
(Mesocricetus auratus), rata (Rattus norvegicus), cuy (Cavia porcellus),
tortuga chilena (Geochelone chilensis), rana chilena (Calyptocephalella
caudiverbera), ranita de garras (Xenopus laevis), ranita cornuda

(Ceratophrys ornata), ajolote (Ambystoma mexicanum) .
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La funcidn de saturacidn sigmoidea parecer ser una caracteris
tica comln de todas las glucoquinasas de vertebrados, obser-
vandose valores de n, entre 1,4 y 1,7 en todas las especies
estudiadas. Esto indica que es un rasgo muy bien preservado
desde el punto de vista evolutivo, lo que insinuaria una im-
portancia fisioldgica.

Es de destacar que las glucoquinasas de anfibios, aun-
que difieren de las de mamfferos en propiedades inmunolégi-
c¢as, ya que no presentan inmunidad cruzada con la glucoquing
sa de rata (Pilkis et al., 1968; Clark-Turri et al., 1974),
presentan una cinética sigmoidea similar. La glucoquinasa
de tortuga, que en un comienzo fue descrita con cinética mi-
chaeliana (Niemeyer et al., 1975b), ha mostrado posteriormeg
te y sin lugar a dudas una cinética sigmoidea (Fig, 6 ). E1
efecto cooperativo se presenta también con manosa (Fig. 6 )
como ocurre con glucoquinasa de rata (ver m&s adelante: 1d)
La discrepancia con los primeros valores podrfa residir en
las diferentes estaciones en que los experimentos fueron he-
chos, pues durante la hibernacidén del animal la glucoquinasa
parece desaparecer (Clark-Turri Yy Espinosa, comunicacién per
sonal) y las primeras observaciones se realizaron en el perio
do prdéximo siguiente a la hibernacién.

Los valores de KO.S muestran cierta variacidn, pues a
PH 7,5 van desde alrededor de 2,0 hasta alrededor de 8,0 mM,
encontrandose generalmente en los anfibios los valores més

bajos.
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Figura 6. Grdficos de HLL de La funcién de saturacidn de La glucoqui-

la etapa de DEAE-celulosa (método 1). La actividad se determind apH 7,5
mediante el ensayo la (glucosa) o el ensayo lc (manosa). Los parametros

cinéticos se obtuvieron como en la figura 9.

(O) Glucosa: V = 4,35 nmol/min;
(O) Manosa: \Y
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d) Conducta cinetica con sustratos glucidicos alternativos

Parecid conveniente determinar si la cooperatividad ci-
nética ocurria también cuando se fosforilaban otros sustratos
glucidicos. Esta informacifén era importante para una posible
interpretacidén molecular y fisiolbgica del fendmeno. En el
caso de la ribonucleasa pancredtica, por ejemplo, las desvia
ciones de la conducta michaeliana observadas con algunos sus
tratos artificiales, pero no con otros, en algunas condicio-
nes experimentales, permitieron dar una explicacidén a nivel
molecular de la sigmoidicidad que se presenta con el sustra-
to habitual, que es el CMP ciclico, también sintético
(Ribsamen et al., 1974).

El uso de sustratos alterngtivos, por otra parte, ha si
do de utilidad para dilucidar el mecanismo de desviaciones
de la cinética michaeliana, derivadas de la interaccidn con
sitios alostéricos. Por ejemplo, uno de los sustratos de la
fosfofructogquinasa, el ATP, actfia como modulador de la acti-
vidad al unirse a un sitio alostérico, lo que tendria impor-
tante significacién en la regulacidn de la gluconeogénesis;
en cambio, GTP e ITP sdlo actdan como sustratos  (Vifiuela
et al., 1963; Uyeda y Racker, 1965). Otro caso es el de la
hexoquinasa A de rata, donde s&lo el producto de la fosfori
lacidn de glucosa (glucosa-6-P), que puede considerarse el

sustrato en la reaccidn inversa, es inhibidor alostérico y
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no el de la fosforilacidén de manosa (manosa-6-P), fructosa
(fructosa-6-P) o 2-desoxiglucosa (desoxiglucosa-6-P) (Crane

y Sols, 1954). El papel del glucosa-6-P como regulador de la
entrada de glucosa a levaduras o de la utilizacién del azdcar
en otras cé&lulas ha sido destacado por Sols (1973).

Se encontrd que la glucoquinasa de rata mostraba noto-
rias diferencias en la conducta cinética con diferentes sus-
tratos glucidicos (C&rdenas et al., 1977; 1978). Asi, con ma
nosa, al igual que con glucosa, habia una dependencia sigmoi
dea de la velocidad con respecto a la concentracién del sus-
trato glucidico, como se ilustra en la figura 7. E1 coefi-
ciente de Hill obtenido con manosa (nH = 1,5) era similar al
obtenido con glucosa. En cambio, no se observé cooperativi-
dad cuando se usaba 2-desoxiglucosa o fructosa como sustra-
tos, lo que se ilustra en la_figura 8. En el grafico de Hill
de la figura 9 se compara la conducta cinética a pH 8,0 de la
misma preparacidén de glucoguinasa con glucosa, manosa o 2-de-
soxiglucosa como sustratos. Puede verse que mientras las rec
tas correspondientes a glucosa y manosa son paralelas (coefi-
cientes de Hill similares), la de 2-desoxiglucosa presenta

una pendiente menor (n, = 1,0).

H
Al igual que en el caso de glucosa el valor de n, para
manosa no varid con el grado de purificacidén de la enzima o

con el método de ensayo (Fig.10).
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Figura 7. Cinética cooperativa de La glucoquinasa con glucosa
(a) y con manosa (b). Se usaron enzimas diferentes y en can-
tidades distintas provenientes de la etapa de Sephadex G-100
(método 2; act. esp. aproximada 3 U/mg de proteina). La acti
vidad se determind a pH 8,0 mediante el ensayo la (glucosa) o
el ensayo 2 (manosa). Para los graficos de Eadie-Hofstee de
los recuadros se usaron todos los datos experimentales, mien-
tras para los grdficos directos se omitieron las concentracio
nes de los sustratos mayores que 4 veces KO.S' Los valores
de los pardmetros cinéticos fueron:

a) Glucosa: K = 4 mM; n, = 1,6

H
=8 mM; n, = 1,5

b) Manosa:
) nosa: K -

0.5
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Figura 8. Cinética hipernbblica de Ra glucoquinasa con 2-deso
xiglucosa (a) y con fructosa (b). Con 2-desoxiglucosa se usd
una enzima de la etapa de sefarosa (act. esp. 30 U/mg de pro-
teina) y con fructosa una enzima de la etapa de Sephadex G-100
(método 2; act. esp. 3 U/mg de proteina). La actividad se de-
termind a pH 8,0 mediante el ensayo 2 (2-desoxiglucosa) o el
ensayo 1b (fructosa). En el grafico directo con 2-desoxiglu-
cosa se omitieron los datos correspondientes a las concentra-—

ciones superiores a 4 veces K05 . Los valores de los parame-

tros cinéticos fueron:

a) 2-desoxiglucosa: K05 24 mM; ny = 1,0
b) Fructosa: KO.S = 276 mM; n, = 1,0
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Figura 9. Grdgico de HAlE de La funcibn de saturacién de La glucoquina-
sa con difenentes sustratos gluctdicos. Se usd una glucoquinasa ﬁrove—
niente de la etapa de purificacidn de sefarosa (método 2; act. esp.

25 U/mg de proteina). La actividad fosforilante del aziicar se determi-
nd a pH 8,0 y a 30° a través de la medicidn del ADP formado (ensayo 2).
Los parametros cinéticos se obtuvieron mediante un programa de minimos

cuadrados aplicado a la funcidn directa de v = (V SnH)/(K + sPH) y de-

sarrollado con un microcomputador Altair.

(O) Glucosa: Ky g = 5,8 mM; ny = 1,6
(@) Manosa : KO.S = 8,3 mM; n, = 1,6
(®) 2-Desoxiglucosa: KO 5 = 22 mM; n, = 1,0

De Cardenas et al., 1979.
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Figura 10. Funcidn de saturacién de glucoquinasa con manosa determinada
con diferentes ensayos, 7 mU de glucoquinasa en la etapa de purifica-
cidn de Sephadex (método 2, act, esp. 2,0 U/mg de proteina) se ensayaron
a pH 7,5 con concentraciones variables de manosa (1-200 mM). La activi-
dad fosforilante de manosa se determind mediante el ensayo lc (a) o el
ensayo 2 (b). Los pardmetros cinéticos obtenidos fueron:

= 1,4

= 1,4

a) V=6,25 mmol/min; KO.S = 12 mM; 0y,

b) V = 6,24 mmol/min; K = 12,8 mM; n

0.5 H
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La naturaleza hiperbélica de la funcibén de saturacidn
con 2-desoxiglucosa nos indujo a usar este sustrato para es-
tudiar el mecanismo cinético de la glucoguinasa (Niemeyer et
al., 1978; Monasterio, 1980).

En cuanto a los valores relativos de los KO.S aparentes,
a pH 8,0, el de glucosa es el menor (5 mM), siendo el de mano
sa s6lo un poco mayor (8 mM), mientras que el de 2-desoxiglu-
cosa es alrededor de cuatro veces mayor (22 mM), muy semejan-
te al comunicado por Monasterio (1980) (19,16 * 2,33 mM). Es
tos valores de KO.S para los sustratos glucidicos son menores
gue los descritos anteriormente (Salas et al., 1965; Parry y
Walker, 1966; Gonz&dlez et al., 1967). En el caso de la gluco
sa y de la manosa, la diferencia se puede atribuir, por una
parte, al hecho que en los primeros estudios se considerd una
cinética hiperbdlica para estos sustratos y, por otra, a que
el ensayo se hizo a pH 7,5 en vez de 8,0 (ver mids adelante).

El efecto del pH podrfa explicar las diferencias en el
KO.S para 2-desoxiglucosa, pero no se investigd mayormente el
problema. E1 KO-5 con glucosa coincide con el obtenido por
Storer y Cornish-Bowden (1976), también a pH 8.

El caso de la fructosa merece un andlisis més detallado
pues fue dificil determinar la forma de la funcidn de satura-

cidn, debido a la baja afinidad de la enzima por este sustra-

to, lo que exigia usar concentraciones muy altas.
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Los primeros intentos, hechos a pH 7,5 y usando una en-
zima parcialmente purificada (método 1, DEAE-celulosa act.
esp. 0,5 U/mg de proteina) sugirieron una cinética hiperbdli

ca con un valor muy alto de K (~2 M). Este valor de Km

P.5
aparente (aproximado) concordaba con los datos, también apro
ximados, de Salas et al. (1965) (mayor que 800 mM) y de Parry
y Walker (1966) (2 M). Llamd la atencidn que no obstante el
alto valor de KO.S obtenido, la Vmax aparente parecia ser més
del doble del valor correspondiente al con glucosa, lo que
apoyaba en general una observacidn de Parry y Walker (1966).
Sin embargo, y al igual que dichos autores, no se profundizd
mis en este aspecto, dada la incertidumbre de los valores de
los parédmetros cinéticos y dada la baja actividad especifica
de la enzima utilizada, que podfa poner en duda la especifi-
cidad de la reaccién. Posteriormente, experimentos llevados

a cabo con una enzima mds purificada (act. esp. 2-4 U/mg de

proteina, método 2) mostraron claramente que la glucoquinasa
fosforilaba fructosa con cinética hiperbdlica (nH= 1,0), co-
mo se muestra en la figura 8. Los valores de las Km aparen-
tes variaron en un rango de 276 a 380 mM en varios experimen
tos realizados a pH 8,0, con diferentes preparaciones de en-
zimas. Resultados similares se obtuvieron con una enzima

muy pura (m&todo 2; act. esp. 70 U/mg de protefna, dos bandas

de proteina en electroforesis en poliacrilamida), donacién
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de Cecilia Toro. Al igual que en el caso de glucosa (ver mis
adelante) , el cambio del pH de 7,5 a 8,0 no alterd6 el coefi-

ciente de Hill,pero disminuyé el K (Fig. 11). Al hacer es

0.5
tudios de velocidad inicial de la fosforilacién de fructosa
a distintas concentraciones fijas de uno de los sustratos y
variando el otro, se obtuvo en el grafico de Hanes un perfil
de rectas intersectantes (Fig. 12) que es caracteristico de
un mecanismo en secuencia. Los datos pueden ser ajustados a

la ecuacidn (9), que describe un mecanismo en secuencia orde

nado o al azar en equilibrio réapido.

VAB .
U = (9)
K. K + AK, + BK + AB
ia a b a

Si A es la concentracién de fructosa y B la de MgATP, se pue-
den calcular los valores de las siguientes constantes, hacien
do uso de los gréaficos secundarios de la funcidén de Hanes-

Woolf: K = 174 mM; K., = 1.025 my; K, = 0,35 mM; y KﬁaKb/Ka=

si se supone un mecanismo

2,0 mM (esta Gltima equibale a Kib

al azar en equilibrio répido.
Los graficos secundarios fueron lineales (recuadros
de la figura 12), concordando con las caracterfsticas hiper-

bbélicas de las funciones de saturacidn con fructosa y con
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Figura 11. Gndfico de Hanes-Woolf de La funcién de saturacibn de La
glucoquinasa con fructosa a dos diferentes pH. 5 mU de glucoquinasa
(método 2; etapa de Sephadex G-100; act. esp. 3,1 U/mg de proteina) se
ensayaron a pH 7,5 (O) o a pH 8,0 (®) usando concentraciones variables
de fructosa (40 a 900 mM). La actividad fosforilante de fructosa se de-
termind mediante el ensayo 1b. Los coeficientes de n, se obtuvieron a

partir de graficos de Hill. Los valores de los pardmetros cindticos fue

ron:
(0) pH 7,5: V = 10,315 K, 5= 423 m 0 = 1,0
(®) pH 8,0: V = 10,95; KO.S = 322 mM; n, = 1,
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Figura 12. Estudios de veloeddad inicial de La glucoquinasa
con gructosa. La enzima provenfia de la etapa de Sephadex
G-100 (método 2; act. esp. 3 U/mg de proteina). La actividad
enzimdtica se determind a pH 8 con el ensayo l1b, modificado
de modo que la concentracidn de EDTA fuera 0,1 mM y la de
MgCl2 se mantuviera 1 mM sobre la concentracidn de ATP, que
fue variable. a) Concentraciones variables de fructosa y di-

versas concentraciones fijas de ATP. b) Concentraciones va-

riables de ATP y diversas concentraciones fijas de fructosa.
En los recuadros se muestra el grafico secundario de las pen-
dientes (O ) y las intersecciones verticales en (@) en fun-

cién del reciproco de la concentracidn de ATP( a ) o de fructo-
sa (b).
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MgATP. Las caracteristicas de los grdficos primarios y secun
darios son semejantes a las de los obtenidos con 2-desoxiglu-
cosa como sustrato (Monasterio, 1980).

Un hecho interesante es gue nuevamente en todos estos ex
perimentos el valor de VmaX aparente es mds del doble (2,1 a
2,8 veces) que el valor de VmaX aparente con glucosa. Con el
objeto de hacer una comparacidn mds adecuada entre las Vmax
de glucoquinasa con fructosa y con glucosa como sustratos, se
determind la velocidad en funcibén de la concentracién de sus-
trato, variando en razdn constante las concentraciones de ATP
y del sustrato glucidico (glucosa/ATP = 10; fructosa/ATP = 200).
En la figura 13 puede observarse que en ambos casos se obtienen
grédficos de tipo parabdélico, lo que es indicio de un mecanismo
cinético en secuencia, en contraposicidén con un mecanismo
ping-pong (Gulbinsky y Cleland, 1968; Garcés y Cleland, 1969).
Al extrapolar las curvas, el valor de la interseccidn con la
ordenada es diferente para ambos sustratos glucidicos, lo que
se traduce en un valor de velocidad m&xima con fructosa de al
rededor de 2,6 veces mayor que el obtenido con glucosa. Este
hallazgo contrasta con la observacidén de que la velocidad maxi

ma con 2-desoxiglucosa es s6lo 0,73 veces la Vmax con glucosa,

en experimentos de igual diseno (Monasterio, 1980).
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Figura 13. Gnrégicos de dobles nrecfprocos con nrazonesd cons-
tantes entrne Las concentracdones del sustrato glucidico y el
ATP. En el experimento con glucosa (O ), la razdén glucosa/
ATP fue 10; en el con fructosa (@®), la razdn fructosa/ATP
fue 200. Ambos experimentos se hicieron el mismo dia y con
la misma enzima y en igual cantidad. La enzima provenia de
la etapa de Sephadex G-100 (método 2; act. esp. 3 U/mg de
proteina). La actividad enzimdtica se determind a pH 8, me
diante el ensayo la (glucosa) o el ensayo 1b (fructosa). La
concentracidn de EDTA era 0,1 mM y la de MgCl, de 1 mM en

2
exceso sobre la de ATP.
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Se puede comparar en forma aproximada la especificidad
relativa de 1la glucoquinasa con los diferentes sustratos
glucidicos (Hex) respecto a la glucosa, sobre la base del
cuociente (VHex/’VGlc),/(ngg/Kg?g).Comosmzresume&zcontinua—
cidn, el sustrato més efectivo es glucosa y el menos fructosa,

no obstante la mayor velocidad m&xima relativa (Vhex/VGlc)

con este Gltimo.

Hex Glc

Sustrato KO 5 mex ¥ KO.S

(M) v Glc v Glc K Hex

0.5

Glucosa 5 1 i N

Manosa 8 0,9 0,56
2-desoxiglucosa 22 0,7 0,16
Fructosa 325 2,6 0,04
174 2,6 0,08
Fructofuranosa 65 2,6 0,20
35 2,6 0,37

Los valores de KO5 y los valores relativos de Vm utili

ax
zados para esta comparacidn, son los obtenidos a pH 8,0.

Si se considera que finicamente la forma furanosa de 1la
fructosa es sustrato de las hexoquinasas, y que esta forma
constituye solo alrededor de un 20% de la concentracidn to-
tal de hexosa a 30° y a pH 8,0 (Slein et al., 1950), la Km

para el sustrato fructofuranosa serfa alrededor de un quinto

del valor de Km obtenido experimentalmente. De esta manera,
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el valor de Km aparente de 325 mM, correspondiente al prome
dio de determinaciones hechas con ATP 5 mM, se reduce a 65
mM vy, el de Km verdadera de 174 mM, obtenido en el experimen
to de la figura 12, a 35 mM. Con estos valores corregidos,
la especificidad relativa con fructosa seria semejante o ma
yor que la con 2-desoxiglucosa.

Hay que destacar sin embargo, que la comparacidn realiza
da es estrictamente v&dlida sblo en sistemas con cinética mi
chaeliana (nH= 1) o que al menos presenten el mismo grado
de cooperatividad con todos sus sustratos, que no es la si-

tuacidn de la glucoquinasa.
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e) Conducta cinética de la glucoquinasa con MgATP.

En las reacciones enziméticas de dos sustratos, cabe hacer
la pregunta si la conducta cinética de la enzima es igual con
ambos. En muchos casos existen diferencias. Asi, entre las
enzimas fosforilantes de glucosa, se observa que la hexoquina
sa C presenta una inhibicién por exceso de glucosa, pero no
por exceso de MgATP (Ureta, 1976), y que la hexoquinasa LI de
trigo exhibe una cooperatividad cinética negativa respecto a
glucosa, pero conducta michaeliana con MgATP (Meunier et al s ;
1974) . En glucoquinasa también existen diferencias.

Estudios previos habfan indicado que la glucoquinasa pre-
senta una cinética michaeliana con MgATP (Parry y Walker,
1966; 1967; Gonzélez et al., 1967). M&s afin, en los trabajos
de Parry y Walker (1967) y en los de Gonzélez et al. (1967),
en que hay indicios de una posible desviacién de la cinética
cldsica con glucosa, la funcidén de saturacién con ATP, estu-
diada entre 0,2 y 5 mM es claramente hiperb&lica. Sin embar
go, como en esos trabajos alin no se detectaba la cinética
cooperativa con glucosa, parecid conveniente estudiar nueva-
mente la funcién de saturacién con MgATP. La figura 14 ilus
tra los resultados obtenidos a dos concentraciones fijas de
glucosa, 6 y 100 mM. En estos estudios, como en todos aque-
llos en los cuales se vari6 la concentracién de ATP, se hicie

ron algunas modificaciones al sistema de ensayo. Asf, se usé
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Figuna 14. Funcibn de saturacién de La glucoquinasa con MgATP,

La glucoquinasa, proveniente de la etapa de purificacidn de
Sephadex G-100 (método 2, act. esp. 4,0 U/mg de proteina), se
ensayd a diferentes concentraciones de ATP en presencia de
glucosa 6 mM (a) 6 100 mM (b). La actividad enzimadtica se de
termind a pH 8,0 mediante el ensayo la. La mezcla de reaccidn
diferfia de la habitual en la concentracidn de algunos componen
tes, como se comentd en el texto, y contenia en un volumen de
0,5 ml: amortiguador Tris-HC1l 80 mM; KC1 100 mM; EDTA 0,1 mnM;
DTT 2,5 mM; NADP 1 mM; glucosa—6—fosfato—deshidrogenasa 0,60
U/ml; MgCl, en concentracidn de 1 mM en exceso sobre la con-
centracidon de ATP; ATP (0,025 a 5 mM); glucosa (6 & 100 mM) y
glucoquinasa (4 a 10,5 mU). La reaccidn se inicid con 1la adi
cidn de la glucoquinasa. Los parametros cinéticos obtenidos

a partir de un grafico de Hill, confeccionado con el valor de
obtenida con la funcidn de Eadie-Hofstee, fueron los si-

v
max
guientes:

a) Glc 6 mM. Vmax = 7,8 mU; KQS = 0,73 mM; ny = 1,00

b) Glc 100 mM. VmaX = 12,6 mU; KO.S = 1,00 mM; n, = 0,95
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una concentracidn de MgC12 igual a 1,0 mM en exceso sobre la
concentracidn de ATP, y la concentracidén de EDTA se redujo a
0,1 mM. En estas condiciones y a pH 8,0 la concentracidn de
MgATP en la.mezcla de reaccidn es alta y constituye una pro-
porcidén casi constante (86%) de la concentracidn total de
ATP (Storer y Cornish-Bowden, 1976a). Debido a esta alta pro
porcidén, para la confeccidn de los grédficos y para los cdlcu-
los se considerd simplemente la concentracidn total de ATP.
La glucoquinasa presentd una cinética michaeliana con
MgATP, como se aprecia en la figura 14. En efecto los gréafi-
cos de Eadie-Hosftee insertos son lineales, a diferencia de
lo que ocurre con glucosa (Fig. 5). Estos resultados son si-
milares a los obtenidos por Storer y Cornish-Bowden (1976Db).
La K, aparente para ATP de 1,0 mM (con glucosa 100 mM) (Fig.
14b) es igual a la descrita por Parry y Walker (1967), pero
ligeramente superior a las obtenidas por Gonzédlez et al.
(1967) y por Storer y Cornish-Bowden (1976b) , que fueron 0,73
y 0,64 mM (MgATP 0,55 mM) respectivamente. Un hecho intere-
sante es que en todos los estudios realizados, incluyendo los
nuestros, las rectas obtenidas a diferentes concentraciones
de glucosa en un gridfico de dobles reciprocos, se intersectan
en el cuadrante izquierdo inferior o en el eje de la abscisa.
AGn en este iltimo caso, al examinar los gré&ficos publicados,

se observa una tendencia a una menor K, aparente a
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concentraciones mis bajas de glucosa. Una situaciébn diferen
te, en cambio, se observa al usar fructosa o 2-desoxiglucosa
como sustratos glucfdicos. En efecto, 1la Km aparente para
ATP disminuye al incrementarse la concentracién de la fruc-
tosa (datos de la figura 11) o de la 2-desoxiglucosa (Nieme-
yer et al., 1978; Monasterio, 1980) Y, en un grafico de do-
bles reciprocos, se obtiene un conjunto de rectas que se in-
tersectan en el cuadrante izquierdo superior. Otra enzima
en la cual ocurre una variacidn en el lugar de interseccidn
de las rectas de un grafico de dobles reciprocos al cambiar
el sustrato fijo,es 1la hexoquinasa de cerebro. En efecto,
al hacer estudios de velocidad iqicial con ATP como sustra-
to variable y distintas concentraciones fijas de glucosa,

Se tiene un conjunto de rectas aparentemente paralelas que
se cortarian muy lejos en el cuadrante izquierdo inferior,
aparentando un mecanismo de tipo ping-pong (Fromm y Zewe,
1962; Copley y Fromm, 1967). En cambio, al usar fructosa
como sustrato fijo se tienen rectas que se intersectan en
el eje de la abscisa (dato de la figura 1 en Fromm y Ning,
1968). En un mecanismo en secuencia, el que las rectas se
intersecten por encima o por debajo del eje depende del va
lor relativo de los parédmetros Kia % Ka de la ecuacidn (9).
En la fosforilacién de fructosa y de 2-desoxiglucosa por
glucoquinasa, la interseccidn ocurre en el cuadrante supe-

rior y Kia seria mayor que Ka‘ Podria suponerse que en el
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caso de la glucosa, esta relacidn se invierte. Hay que re
cordar, sin embargo, que la ecuacidn (9) no da cuenta del
mecanismo cinético de la fosforilacién de la glucosa (ver
Discusidn), pues existe un efecto cooperativo de este sus-
trato. Esto hace que no puedan usarse los graficos secun-

darios habituales en estudios cinéticos para determinar con

precisién el valor de Km.para ATP.




2. EFECTO DE LAS CONDICIONES GENERALES DEL ENSAYO SOBRE LA

COOPERATIVIDAD CINETICA CON GLUCOSA

En una primera etapa se exploraron algunas condiciones
bisicas del ensayo (pH, fuerza 1idnica, proteccidn
de tioles, concentracidn de enzima ) que pudieran modifi
car el grado de cooperatividad, como ocurre con otras enzi-
mas (Stadtman, 1970; Atkinson, 1970). Esto parecia importan
te pues, fuera de aportar antecedentes para la interpreta-
ci6n del tipo de cinética operante, permitirfa disponer de
condiciones mds adecuadas para futuros experimentos sobre el
efecto posible de metabolitos en la conducta cinética de la

enzima.

a) Efecto de la variacidn del pH

Primeramente se estudid la variacidn de la actividad de
la enzima auxiliar glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa al modi-
ficar el pH de ensayo. Aunque existfan estudios acerca del
efecto del pH sobre la enzima obtenida de diversas fuentes,
era importante determinarlo en las condiciones de ensayo de
la glucoquinasa y en el tipo de glucosa-6-fosfato-deshidroge
nasa usado en el ensayo como enzima auxiliar. La figural5
ilustra un experimento en que se utilizaron Mes y Tris. Aun

que no se hizo un andlisis minucioso, el pH Optimo parece

91
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Figura 15. Efecto del pH sobre La actividad de La glucosa-6-fosfato-des-
hidrnogenasa. Se usd enzima comercial de tdrula (Boehringer), en suspen-
sidon en sulfato de amonio. El NADPH, formado se determind en un medio
que contenla: mezclas amortiguadoras, EDTA, KCI1, MgCl2 y NADP en las mis
mas concentraciones finales del ensayo la; glucosa-6-P 1 mM y glucosa-
-6-fosfato-deshidrogenasa. La reaccidon se iniciaba adicionando la enzima
después de preincubar la mezcla de reaccidn por 3 min a 30°.

(O) Mes; (0O) Tris-HC1.
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estar alrededor de 9,0. La forma de la curva es cualitativa
mente similar a las descritas en la literatura para glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa de algunas fuentes (Smith y
Holdridge, 1967; Eastman, 1968; Broyles y Strittmatter, 1977;
Farnararo etal., 1978). Estos estudios permitieron elegir una
actividad adecuada de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa en los
estudios sobre la variacidén de la actividad glucogquindsica en
funcidén del pH.

Un aspecto importante de considerar al estudiar el efec-
to del pH sobre los pardmetros cinéticos de la glucoquinasa,
fue la accidén sobre la estabilidad de la enzima. Asi, en al-
gunas preparaciones provenientes de Sephadex G-100 se obser-
v6é una inactivacidén de la enzima durante el ensayo a pH 8,5
cuando las concentraciones de glucosa eran menores gque el
KO.S' Esta inactivacién se manifestaba a los 6 min de ensa-
yo aproximadamente y se podia revertir con DTT, anadido a
una concentracién final de 10 mM (Fig. 16). La presencia de
DTT (10 mM) en el medio de ensayo evitaba la inactivacidn,
la que no se producia al menos hasta 25 min de lectura
(Fig. 16). En el experimento gque se ilustra en
la figura 18, la enzima se preincubd con DTT 10 mM y se
trabajd con una concentracién de DTT de 1 mM en el ensayo,

en vez de 0,1 mM usado en los experimentos de la figura 17,
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Figura 16. Cunvas de progreso a pH §8,5 de La heaccibn de 1z
pornilacibn de La glucosa por La glucoquinasa. Efecto de DTT.
La glucoquinasa provenia de la etapa de Sephadex (método 1).
La actividad fosforilante de glucosa se determind a una con-
centracidon de 3 y 6 mM, a pH 8,5, mediante el ensayo la con
DTT 10,1 mM o 0,1 mM (solo el que aporte la enzima). Los gra
ficos corresponden al registro simult@neo en el inscriptor de
las cuatro cubetas a), b), c) y d). En este experimento no
hay registro antes de los tres primeros minutos, pero lo habi
tual era empezar a registrar al minuto.
a) Glc 3 mM, DTT 10,1 mM. Blanco sin ATP
b) Glc 3 mM, DTT 0,1 mM. La flecha indica el momento de la adi-
cidn de 10 pl de DTT 500 mM (concentracidn final 10,1 mM)
¢) Glc 3 mM, DTT 10,1 mM
d) Glc 6 mM, DTT 0,1 mM
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en los cua;es,sin embargo, no se observé inactivacién. Como
ya se coment6, en algunas preparaciones provenientes de hi-
droxilapatita ocurria, aGn a pH 7,5, una inactivacién, también
revertida por DTT.

El efecto desestabilizador del pH por encima de 7,5 so-
bre la glucoquinasa podria deberse a que se favoreceria la
oxidacién de grupos tioles, lo que produciria una disminu-
cién de la actividad enzimitica. La enzima inactiva podria
recuperar su conformacidn nativa por reduccién, mediante DTT,
de los puentes disGlfuros formados. Esto concuerda con ob-
servaciones realizadas en el laboratorio sobre el envejeci-
miento de preparaciones de_glucoquinasa, las cuales experi-
mentan una inactivacidn que es precedida por la pérdida de
la reactividad con ditio-bis-dinitrobenzoato (DTNB), siendo
ambos fendmenos recuperables por DTT. La enzima envejecida
conserva su cinética sigmoidea (Heberlein et al., 1979).

Por otra parte, una ligera inactivacidn de la enzima
ocurre durante el ensayo a pH &cidos. Esta inactivacidn es
mayor en presencia de bajas concentraciones de glucosa y pa
rece ser mas susceptible la enzima con mayor grado de puri-
ficacidén. Asi, se aprecia inactivacidn de la enzima prove-
niente de hidroxilapatita, después de 12 a 16 min de ensayo
con glucosa 2 mM a pH 6,05 o menor. A pH 5,5 la inactivacidn

es observable a@n con glucosa 100 mM. Hay que destacar que
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esta desestabilizacibén de la enzima durante su medicidn no
fue impedida por la presencia de DTT 4 mM, lo que sugiere la
operacién de un mecanismo de inactivacidn diferente al que
actda a pH alcalino.

Inicialmente se explord el efecto del pH sobre la gluco
gquinasa solo a dos concentraciones de glucosa, 2 mM y 100 mM
(Fig. 17). Los resultados obtenidos a 100 mM glucosa con-
cuerdan en general con los de Gonzdlez et al. (1967), usando
Tris-maleato y Tris-glicina, quienes encontraron la mdxima
actividad entre pH 8,0 y 9,0. Difieren de los descritos por
Salas et al. (1965) en glucoquinasa de conejo y por Parry y
Walker (1966) en glucoguinasa de rata, quienes encontraron
una actividad m&xima entre 7,7 y 8,0,usando imidazol, glici-
na y glicilglicina. Puede observarse en la figura 17 que no
hay superposicién de ambas curvas, a 2 y 100 mM, lo que esta
ria indicando que no sb6lo varia la actividad catalitica de la
enzima, sino también podrian modificarse otros pardmetros ci
néticos, como el K0.5 y el ny - Se estudid por esto, el efec
to que tendria el pH sobre la funcidn de saturacién de la glu
coquinasa. La figura 18 ilustra los resultados obtenidos a
tres diferentes pH (6,6; 7,5; 8,5),destacdndose que, no obs-
tante la variacidn en Vma‘x y en Ky o el n, no varfia signifi

cativamente. No es rara entonces, la observacidén de que en ex-

tractos de hepatocitos aislados, la sigmoidicidad de la funcidn
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Figura 17. Efecto del pH sobre La actividad de La glucoquinasa. Se uso
una enzima proveniente de la etapa de purificacidn de hidroxilapatita
(método 1). Se midid el glucosa~6-P formado (ensayo la) con una concen-—
tracidn de DTT de 0,1 mM. Las cantidades de glucosa-6—fosfato-deshi~
drogenasa se ajustaban de modo de compensar el efecto del pH sobre esta
enzima. Simbolos vacios (O, ) glucosa 100 mM; simbolos llenos (@, &)
glucosa 2 mM. Tris-HCl1 (O0,&8); Mes (O, ®). Se asignd el valor rela-

tivo de 1,0 a la actividad obtenida a pH 8,5.
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Figuna 18. Grdficos de HiLL de La funcién de saturacibn de
La glucoqudinasa con glucosa a diferentes pH. Se usd gluco-
quinasa proveniente de la etapa de Sephadex G-100, la que ha
bia sido preincubada por 30 min con DTT 10 mM a 30°. La ac-
tividad se midid a través de la formacidon de glucosa-6-P,
usando una mezcla de reaccidn que contenia, en un volumen fi
nal de 0,5 ml: amortiguador 100 mM; KC1l 150 mM; EDTA 1,0 mM;
MgCly; 12 mM; NADP 0,5 mM; glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
(cantidad variable segin el pH); ATP 5,0 mM; 0,05 ml de glu-
coquinasa y concentraciones variables de glucosa (1l a 200 mM).
Pipes pH 6,6 (®); Tris pH 7,5 (@ ); Tris pH 8,5 (O). E1l1
grdfico inserto muestra los valores de velocidad obtenidos a
los diferentes pH usando una concentraciodon de glucosa de

100 mM. Los parametros cinéticos se determinaron mediante un
programa de ajuste por minimos cuadrados de la funcidn direc-
ta (v = vs™ / (K + Sn))en un microcomputador Altair y fueron

los siguientes:

(®) pH 6,6: V = 2,76 nmol/min; KO g = 17,9 mM; n, = 1,46
(@) pH 7,5: V. = 5,23 nmol/min; KOS = 7,9 mM; n, = 1,45
(O) pH 8,5: V = 6,38 nmol/min; Kiys 6,4 mM; n, = 1,51
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de saturacidén no cambia entre pH 7,3 y 7,5 (Bontemps et al.,
1978) .

La figura 19 muestra comparativamente los resultados ob
tenidos en varios experimentos, usando diferentes amortigua-
dores. En un amplio rango de pH no hubo un efecto apreciable
sobre el grado de sigmoidicidad estimado a través del coe -

ficiente de Hill, que no varid. significativamente

(nH = 1,47 + 0,09). En cambio si se afecta el K0 5 el cual
aumenta notoriamente a los pH menores que 7,0. No se obser-
varon diferencias de K0 5 ni de Ny entre los ensayos con di

versas concentraciones de DTT. Esto ocurre porque, aungue
hubiera cierto grado de inactivacién durante el ensayo a ba-
ja concentracién de DTT (0,1 mM), para la estimacidén de la
actividad se consideraban solo los minutos iniciales, donde
la eventual inactivacidén era indetectable.

La variacidn del Ky 5 en funcién del pH sugiere que un
grupo &dcido de un pK aproximado de 7, que podria ser el imi
dazolio de la histidina, estarfa implicado en la unidén de glu
cosa. En efecto, al hacer un gréfico de Dixon (pKO.5 en
funcién del pH) (Dixon y Webb, 1964), aparece un grupo de pK

alrededor de 7 en el complejo enzima-glucosa.

El efecto del pH sobre el K explica por qué no se su

0.5 =

perponen las dos curvas de la figura 17, pues, aparte del

efecto sobre la actividad catalitica de la glucoquinasa, hay
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Figura 19. Resumen de Los efectos del pH sobre Los pardmetros cinéticos
de La glucoquinasa con glucosa. Se muestran resultados obtenidos en dis-
tintos experimentos similares al descrito en la figura 18, usando diferen
tes amortiguadores, diversas preparaciones enzimadticas obtenidas por el
metodo 1 (GK), en presencia de distintas concentraciones de DIT. En todos
estos casos se midid el pH de las mezclas de ensayo una vez finalizado és
te, y se encontrd que correspondia al pH del amortiguador usado. Cada sim
bolo indica un mismo experimento. La franja gris en el gfafico de la dere
cha, indica el intervalo entre una desviacidn estandar (s) por encima y
otra por debajo del promedio de los valores de -

s=( X (xj—>_<)2/N)l/2

(A) Mes-Tris: pH 5,75; 6,05; 6,3. DTT 4 mM. GK (hidroxilapatita).
(O) Mes: pH 6,05; Tris pH 8,5. DTT 0,1 mM. GK (hidroxilapatita)
(m) Mes: pH 6,05. DTT 4 mM. GK (Sephadex)

(O) Pipes: pH 6,6. Tris: pH 7,5; 8,5. DTT 1 mM. GK (Sephadex)
(O) Pipes: pH 6,6. Tris: pH 7,5; 8,5. DIT 1 mM. GK (Sephadex)
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un efecto sobre la afinidad de la enzima por glucosa. E1 au
mento del KO.S por disminucidn del pH afecta especialmente la
velocidad a las concentraciones bajas del sustrato, por lo
cual la disminucién de la actividad a pH &cido es proporcio-
nalmente mayor con glucosa 2 mM que con glucosa 100 mM. Se
sumarian dos efectos: menor actividad catalftica y menor pro
porcidn relativa del complejo enzima-glucosa.

La constancia de la sigmoidicidad de la glucoquinasa
contrasta con la sensibilidad mostrada por otras enzimas,
que varian grandemente su conducta cinética en funcién del
pPH. Estudios realizados con fosfofructoquinasa de variadas
fuentes muestran que la cinética tiende a hacerse hiperbdli-

ca a pH sobre 7,5 (Lowry y Passoneau, 1966; Kemp, 1971; Lee

et al., 1973). Asi, a pH 8,2 la enzima de corazbn de oveja es

2+
michaeliana con respecto a ATP, fructosa-6-P y Mg . Sin

embargo, a pH 6,9 la enzima muestra cinética sigmoidea para
fructosa-6-P y se hace sensible a la inhibicién por ATP
(Mansour y Ahlfors, 1968). A la inversa, a pH menores que
7,0 la piruvato-quinasa L presenta una cinética michaeliana
con respecto a P-enolpiruvato y no puede ser activada por
fructosadifosfato. En cambio, a pH mayores que 7,2 muestra
una dependencia sigmoidea de la concentracidén de P-enolpiru
vato y es activada por fructosadifosfato, aumentando el efec

to homotrdpico del sustrato al incrementarse el pH (Rozengurt
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et al., 1969). Estas dos enzimas. son oligbmeros y el efecto
del pH se ha interpretado sobre la base del modelo de Monod
et al. (1965) , postuldndose un desplazamiento en el equili-
brio de los conférmeros, que poseerfan diferente afinidad por
los sustratos y por los modificadores alostéricos (ver Discu-
sién) ,

Por otra parte, la ribonucleasa pancredtica de bovino es
una enzima monomérica y muestra sigmoidicidad a pH sobre 6,6
con algunos sustratos sintéticos. Asi, con uridilil-3,1-o-
naftaleno-5-0l no presenta cooperatividad a pPH 5,6, mientras
que a pH 6,6 o superior hay una cooperatividad cinética mar-
cada. Se postula para esta enzima un equilibrio entre dos
estados conformacionales con diferente actividad, el cual se
desplaza hacia la forma menos activa al aumentar el pPH.

La glucoquinasa es también una enzima monomérica (ver
mds adelante), y para explicar la cinética sigmoidea hemos
postulado la existencia de al menos dos conformaciones con
diversa afinidad por glucosa (Cardenas, 1978; CArdenas et al.,
1979; Olavarria et al., 1979). Debe concluirse, en consecuen-
cia, que las variaciones de pH no alterarfan de modo diferente
la afinidad por glucosa de ambas formas, ni el equilibrio en-

tre ellas, en contraste con lo que ocurriria en la ribonucleasa.
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. - + +
b) Efecto de la concentracion de K y de Na

Los cationes monovalentes son activadores de varias clases
dereaccionesenziméticas,incluyendo reaccionesckztransferen—
cia de grupos fosforilos(Evansy Sorger, 1966). La activacién
podria ocurrir a travésdetnwitransiciénconformacionaldela
enzima inducida o estabilizada poreﬂ_catién(Kachmary Boyer,
1953; Evans % Sorger,l966;Sapicoy Anderson, 1970) . También
pueden actuar como inhibidores. En efecto, se ha mostrado que
el x* e51nuinhibidorpotenteckalashexoquinasasderata y de
cuy. Asi, a concentraciones de kKt relativamente bajas (<0,25M)
inhiben significativamente (25 a 50¢) alas hexoquinasas de higa-
do, rifién y mdsculo esquelético(Wéiseret<ﬂ.,l9TU. Estos mis-
mos autores encuentran en cambio, una muy leve inhibicién de 1a
glucoquinasa(<<10%)con concentracionesdel«ﬂ.dehasta 0,5M.

E1 k't ha sido descrito como un agente estabilizador de 1la
glucoquinasa (Salas et al.,1965; Parry y Walker, 1966; Gonz4lez
etal., 1967; Pilkis, 1972; Grossman et al., 1974;Maccioni§rBabul,
1974; Holroyde et al., 1976). Por otra parte, Pilkis (1972) en-
contrd una considerable variacién en el peso molecular aparen-
te de la glucoquinasa, de 48.000 a 65.000, al hacer experimentos
de filtracidn en Sephadex G-100 €n presencia y ausencia de

KC1 150 mM, respectivamente
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K+

o de la fuerza idnica, las cuales tendrian diferente radio
de Stokes y diferente estabilidad. Dado que estas distintas
conformaciones podrian diferir en sus propiedades cinéticas, co-
mo ocurre con fructosa—l-fosfato-quinasa(Sapicoy Anderson,
1970) y fructosa-1, 6-difosfatasa (Hubert et aj. » 1970) , parecis
conveniente investigar si las variaciones en la concentracidn de
Kt afectaban la cinética de la glucoquinasa. La figura 20a
muestra un experimento en el cual se tratd de pesquisar alguna
diferencia en el efecto del idn potasio sobre la actividad de la
glucoquinasa medida a dos concentraciones de glucosa. Se eligid

una concentracidn saturante (100 mM) y otra bajo el K (3 M)

0.5

Yy se estudid el efecto de concentraciones crecientes de Kt so-
bre la velocidad. El medio de ensayo contenfa una concentracidn
basal de Kt de 15 0 30mE y el aumento de concentracidn se con-
seguia por adicidn de KC1. Puede observarse que mientras con
glucosa 100 mM hay una franca disminucién de la actividad enzi-
matica al aumentar la concentracidn de K+, con glucosa 3 mM, en
cambio, la velocidad casi no varfia. AGn més, al no anadir DTT
al medio de ensayo (tenfia solo lo que aportaba la enzima), se
observé una pequefia activacién (15%) con k' a concentracidn
baja de glucosa, lo que no ocurrid a glucosa 100 mM.

Se quiso estudiar si este fenémeno ocurria también al sus-
tituir K* por Nat. La figura 20 b ilustra que al aumentar 1la
concentracién de Na hay una inhibicidn al usar glucosa 100 mM

Y, en cambio, hay més bien una estimulacidn a glucosa 3mM, a

semejanza de lo que sucede con K.
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Figura 20. Efectodel K* y det Na® sobre La actividad de La
glucoquinasda. La glucoquinasa (17 mU), proveniente de Sepha
dex G-100 (método 1; act. esp. 2,9 U/mg proteina), se ensayd
a dos concentraciones de glucosa en presencia de diferentes
concentraciones de KT (a) y de Na+(b). La actividad fosfori
lante de glucosa se determind midiendo 1la produccidn del glu
cosa-6-P (ensayo la) a pH 7,5.

a) En el medio de ensayo existia una concentracidn de Na' de
10 mE y la fuerza idnica varid entre 112 mM a concentracion
de k' de 0 mE y 543 mM a concentracidn de K+ de 431 mE.

b) En el medio de ensayo existfia una concentracidn de K+ de
41 mE. La fuerza idénica en ausencia de Na+ era de 143 mM vy
aumentaba hasta 543 mM en presencia de NaCl 400 mM.

(O) Glucosa 3 mM; DTT 2,5 mM

(®) Glucosa 3 mM; DTT 0,1 mM

(O) Glucosa 100 mM; DTT 2,5 mM

(@) Glucosa 100 mM; DTT 0,1 mM
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El hallazgo de que tanto el efecto del X' como el del Na¥
sobre la velocidad dependia de la concentracidn de 1la glucosa,
sugiridé la existencia de un cambio en los pardmetros cinéticos
de la glucoquinasa, inducido especificamente por potasioy sodio
O simplemente por el aumento de la fuerza idnica. Se estudig
por esto el efecto de concentraciones crecientes de K' v de Na*t
sobre la funcidn de saturacidn de la enzima, encontrindose que
el incremento en las concentraciones de estos iones no modifi-
caba el coeficiente de Hill, no obstante la disminucién en el
KO.S y en la Vmax (Cardenas, 1978; C4&rdenas et al., 1979).

La figura 21 muestra los resultados obtenidos en ausencia
de k¥ y enpresencia de K= 150 mM. Para realizar este experi-
mento, la enzima proveniente de la etapa de Sephadex fue concen-
trada a través de una pequena columna de DEAE-celulosa y luego
se retird el K" mediante filtracidén en una columna de Sephadex
G-25. Cabe destacar, sin embargo, que en estos experimentos
las soluciones de ensayo contenfian una pequefa concentracidn
de Na+ (10 mE) , usado como contraidn del ATP. Puede observarse

que la Vv

max Y €l KO 5 disminuyen en presencia de K+, pero que

no hay una diferencia entre las pendientes del grdfico de Hill.
Al realizar los experimentos en ausencia o con bajas concentra-
ciones de Kt (< 30mM) hay que tener presente que puede ocurrir
una cierta inactivacién durante el ensayo. Algunas preparacio-
nes son més susceptibles a la inactivacién, lo que puede depen-

der del tiempo transcurrido desde su obtencidén y del grado de
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Figura 21. Efecto del K" sobre La functin de saturacidn de La glucoqui-
nasa con glucosa. Cuatro unidades de glucoquinasa, de la misma prepara
cidn usada en la figura 20, se concentraron a través de una columna de
DEAE-celulosa S-S (1,1 x 5,2 cm). La enzima se eluyd con una solucidn
amortiguadora que contenia Tris-HC1 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; DTT 4 mb;
KCl 500 mM; glucosa 100 mM. Alicuotas de este eluido se filtraron a
través de una columna de Sephadex G-25 (1,1 x 10 cm), usando el mismo
amortiguador anterior, pero sin KCl ni glucosa. Las fracciones enzima-
ticas del eluido se juntaron, previa verificacidn de que no contenian glu-
cosa ni KCl. La presencia de glucosa se detectaba con hexoquinasa y la
de KCl por conductimetria y por titulacidn de los cloruros con AgNOj.
La glucoquinasa asi obtenida se ensayd a diferentes concentraciones
de glucosa, en ausencia (O) y en presencia de KC1 150 mM ( O ), median
te el ensayo la,a pH 7,5. La concentracidn de DTT en el medio de ensa-
yo fue 0,2 mM y correspondid a la concentracibn aportada por la enzima.
Los graficos de Hill se hicieron considerando como Vmax la velocidad
experimental a glucosa 100 mM, una vez restados los blancos. Los para-
metros cinéticos se obtuvieron del grafico de Hill, aplicando un progra

ma de regresidon lineal. Los pardmetros cinéticos fueron:

(0 ) Sin KC1 (fuerza idnica 111 mM): V=16,7nmol/min; nH==l,49;
Ky 5= 10,6 mM
(o) Con KC1 150 mM (fuerza idnica 261 mM): V=15,4 nmol/min; nH==1,49;

Km5=8ﬁ1m
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pureza alcanzado. La inactivacidn ocurre especialmente a con-
centraciones bajas de glucosa y de DTT, pues tanto el sustrato
mismo como el DTT son estabilizadores. Es importante estar
alerta a este hecho y observar con extremo cuidado las curvas
de progreso, pues si se presenta inactivacidn a concentraciones
bajas de glucosa, se obtiene un aumento de la sigmoidicidad,
que no es sino un error metodoldgico.

El efecto de la concentracién del K+ sobre la conducta ci-
nética de la enzima puede apreciarse mejor en la figura 22,
que resume los resultados de varios experimentos. Se observa
que no habia variacidn significativa del coeficiente de Hill
de la enzima (nH = 1,51 % 0,08), ain a concentraciones de KTt
tan altas como 495 mM. En cambio, existfa una disminucidn del
KO.S a medida que aumentaba la concentracién del K. En estos
experimentos se confirmé la disminucién de Vmax a medida que
se hacia mayor la concentracién de K¥.

El efecto de la concentracién de Na™t sobre la funcién de
saturacidn se ilustra en la figura 23, que muestra los resul-
tados obtenidos en ausencia Yy en presencia de Na' 400 mM.
Puede verse en el grafico de Hill inserto, que no hay variacién
significativa entre 1las pendientes de ambas rectas, no obstan
te el apreciable efecto sobre la me{ La tabla V muestra los
valores de los parédmetros cinéticos obtenidos a cuatro concen-
traciones de Na+. Al igual que en el caso de K+,elIH{ perma-
nece constante mientras que el KO.5§fla VmaX disminuyen. Debido

a este efecto sobre 1la Vmax y el KO 5 v el Na¥t y el Kt podrian
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Figura 22. Resumen de Los efectos de fa variacién de fa concenthacion de
K* s0bre Los pardmetros cinéticos de fa glucoquinasa con glucosa. Se mues
tran los resultados de varios experimentos similares al descrito en la figu
ra 21, usando distintas Preparaciones enzimdticas obtenidas por el método 1
(GK) y diferentes concentraciones de DIT. En todos los casos existid en el
medio de ensayo una concentracidn de Na+ de 10 mE. La fuerza iénica varig
entre 111 y 618. En los experimentos con baja concentracidn de K+ y de DTT
no se observd inactivacidn durante el ensayo. Cada simbolo indica un con-
junto de experimentos realizados en iguales condiciones, salvo la variacidn
de la concentracién de K+. Zona gris como en la figura 20.

(0) X' 31 mE, 213 mE. GK (Sephadex). DIT 5,0 my |

(o) K+ 0 mE, 150 mE. GK (Sephadex) . DTT 0,2mM. Experimento de la figura 21.

(0) K 13 mE, 88 nE, 163 mE. GK (Sephadex). DIT 0,1 mM

(8) K7 10 mE, 161 mB, 313 mE, 495 mE. GK (DEAE-celulosa). DIT 2,5 mM
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Figura 23. Efecto del NaCL sobre fa 5unc¢6n de AaiunacLén de La gluco-
quinasa con glucosa. La glucoquinasa (etapa Sephadex; método 1; act.
esp. 2,9 U/mg de proteina) se ensayd a diferentes concentraciones de
glucosa, en ausencia (0Q) y en presencia (J) de NaCl 400 mM. La fuer
za idnica fue de 123 y 523 respectivamente. En ambos casos habia pre-
sente una concentracidn de KT de 22,4 mE. La actividad se midid con el
ensayo la, a pH 7,5. El grafico de Hill inserto fue confeccionado usan
do como Vmax el valor medido a 100 mM glucosa, una vez restados los blan
cos. Los parametros cin&ticos o,y KO.S se obtuvieron como se indica

en la figura 21 y se encuentran en la tabla V.,




TABLA V

112

Efecto del NaCl sobre Los parndmetrnos cinéticos de La gluco-

quinasa de rata?

Fuerza iénicab v K

MR max 0.5 gl
(mM) (mM) (mU) (mM)

0 123 8,49 7,8 1,52
200 323 7,53 6,4 1,44
300 423 6,84 6,0 1,41
400 523 5,72 5,4 1,45

a . .- -
Los detalles experimentales y la obtencidn de los parametros

cinéticos se describen en la leyenda de la figura 23.

b : : .
Corresponde a la fuerza idnica del medio de ensayo.
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aparecer como inhibidores incompetitivos; sin embargo, su
accibn activadora a bajas cancentraciones de glucosa, ha-
ce que no puedan ser catalogados como tales. En efecto, si
los datos de la figura 21 o los de la figura 23 se llevan a
un gréfico de dobles reciprocos que se lineariza elevando la

concentracidén de glucosa al exponente n se obtienen dos rec

H
tas que, como era de esperar, no son paralelas sino que se
intersectan en el cuadrante derecho superior.

El efecto del Kty del Na' (o de la fuerza i6nica) de dis-
minulir conjuntamente KOﬁ Yy Vmax podrfia explicar los resul-
tados de la figura 20, ya que habria dos efectos opuestos:
por una parte, una inhibicidn de la actividad catalitica vy,
por otra, una estimulacidén debida al aumento de la afinidad
de la enzima por glucosa. A concentracidn alta de glucosa
(100 mM) pesaria principalmente el efecto inhibitorio, en
cambio a concentraciones bajas se harian sentir ambos efectos,
dejando un balance de cierta activacidén. La disminucibn del
KOj y de la VmaX provocada por aumento en la concentracidn
de KCl o de NaCl indica cambios en la.conformacién de la en-
zima. Las conformaciones existentes a alta concentracidn de
K , no obtante ser m&s estables y tener valores menores de
Vmax Y o8 KO.S !

De los estudios realizados en presencia de Na+ y de K" se

mantienen una cinética cooperativa con glucosa.

desprende que ambos cationes son equivalentes desde el punto

de vista del efecto in vitro sobre los pardmetros cinéticos
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de la glucoqguinasa, a pesar de que, COmMO agente estabilizador,
algunos autores han descrito que el Na' no podria reemplazar
al K+ (Salas et al., 1965; Pilkis, 1972; Parry y Walker,
1966) .

A fin de verificar este filtimo punto se realizaron recien-
temente algunos estudios (Toledo y Cdrdenas). Se explord,
por una parte, la posibilidad de reemplazar el K+ por el Na+
durante la preparacién de la enzima y, por otra, la estabili
dad de la glucoquinasa a 37° en presencia de Nat o de K+. Se
preparé enzima, mediante el método 2, hasta la etapa de DEAE-
celulosa (columna de 4 ml), a partir de un higado de rata se-
parado en dos porciones. Una de ellas se proces6 con las mis
mas soluciones descritas en el método 2. Para el procesamien
to de la otra parte se reemplazd el fosfato de potasio por
fosfato de sodio y el cloruro de potasio por cloruro de so
dio. Se encontrd que en dos preparaciones asi realizadas el
rendimiento con Na® fue un 50-60% del rendimiento con K+. De
esto se desprende que el K+ no puede ser reemplazado por el
Na' en 1la purificacién de la glucoquinasa, al menos en las
etapas iniciales de la purificacidén. Al estudiar la estabi-
lidad térmica de las enzimas asi obtenidas (una con Na+ y la
otra con K+), se encontrd que la glucoquinasa preparada en

+

presencia de Na era m&s susceptible a la inactivacién a 37°

que la obtenida en presencia de K (Fig. 24). Ademés, en
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Figura 24. Cinética de Lnactivacién a 37° de La glucoquina-
sa en presencia de K" o de Na+. La glucoquinasa en etapa
de DEAE-celulosa se prepard por el método 2 en presencia de
K+ (O) © de Na+ (®). Ambas preparaciones provenian de un
mismo higado que se habia dividido en dos porciones. Una de
ellas se homogeneizd en presencia de fosfato de potasio 10 mM,
pH 7,0 ; EDTA 1 mM; KCl 120 mM; 2-mercaptoetanol 5 mM; glucosa
50 mM, y la otra porcidn de higado se homogeneizd en las mis
mas condiciones excepto que se reemplazd el KCl por NaCl 'y
el fosfato de potasio por fosfato de sodio. Los S1 corres-
pondientes a ambas preparaciones se cromatografiaron separa-
damente en columnas de DEAE-celulosa (DE-52) de 4 ml en las
que se aplicd una cantidad de proteina equivalente a 1 g de
higado por ml de resina. Las columnas se lavaron con 7 volid
menes del mismo amortiguador de homogeneizacidén pero sin glu
cosa y que contenia KCl o NaCl 120 mM, segin el caso. La
elucidn se hizo mediante KCl o NaCl en un gradiente lineal
de 120-500 mM en el amortiguador de equilibrio y lavado

(16 ml por lado). Las fracciones con actividad glucoquindsi
ca y sin contaminacidn con hexoquinasa C o con N-acetilgluco
samina-quinasa se juntaron y con ellas se hizo este experimen
to. Volimenes iguales de ambas preparaciones se incubaron a
37° y se retiraron alicuotas a distintos tiempos segln se in
dica en la figura, determinando la actividad fosforilante de
glucosa remanente a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reac-

cidn se inicid con la adicidn de ATP.
La ordenada esta dibujada en escala aritmética (a) o esca-

la logaritmica (b).
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presencia de Na' la inactivacidn no sigue una cinética de pri
mer orden, como puede observarse en la figura 24b. Estas
observaciones confirman la diferencia en la accibn estabiliza
dora de ambos cationes.

En estudios de fosforilaci6én de glucosa en hepatocitos in-
tactos se ha mostrado que la naturaleza del catidén influye
en la funcidn de saturacidn de la glucoguinasa. Asi, cuando
se incuban los hepatocitos en solucidn de Krebs-Henseleit,
la curva de saturacibén es sigmoidea, con un coeficiente de
Hill de 1,8 y un KO.S para glucosa de 20 mM. Al reemplazar
en el medio de incubacidén los iones sodio por il1ones potasio,

el coeficiente de Hill disminuye a 1,3 y el K a 12 mM, con

0.5
igual Vmax en ambas condiciones (Bontemps et al., 1978). Es
decir, en presencia de K+, la curva tiende a hacerse menos
sigmoidea, lo que trae como consecuencia que a concentracio-
nes no saturantes de glucosa, por ejemplo a concentraciones
fisiolbgicas, la velocidad de fosforilacidén in situ sea mayor
: + ; +
en un medio con K que en un medio con Na .

El efecto diferente de ambos iones sobre la fosforilacidn
de glucosa se pierde al hacer el estudio en extractos de he-
patocitos (Bontemps et al., 1978), donde la forma de la cur-

. + + .
va no cambia al reemplazar el Na por K en el medio de ensa

yo, lo que concuerda con los resultados descritos en este

trabajo con enzima purificada. Pareceria ser que el efecto
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; + + . ;g .
diferente de Na y K sobre la fosforilacidn de glucosa in
vivo requiere de alguna manera la integridad celular para
manifestarse y modular la conformacidén de la enzima por un

mecanismo aln no conocido.

c) Efecto de DTT, agente reductor de puentes distulfuros

Los grupos tioles juegan un papel importante en la acti -
vidad de muchas enzimas. Asi, en las hexoquinasas de mami-
feros y de levaduras se ha encontrado una relacidn directa
entre la modificacidn de los grupos SH y la inactivacidn de
de la enzima (Colowick, 1973). En la glucoquinasa se habia
demostrado una inactivacidn con reactivos modificadores de
grupos tioles (Salas et al., 1965; Parry y Walker, 1967;
Pilkis, 1972). Por otra parte, observaciones realizadas en
este y otros laboratorios habian mostrado que reactivos redug
tores de puentes disfilfuros, como DTT y 2-mercaptoetanol,
actuaban como agentes estabilizadores de la glucoquinasa y se
habia introducido su uso durante la purificacidn de la enzima
(Salas et al., 1965; Parry y Walker, 1966; Babul y Niemeyer,
1966). Los grupos SH de la glucoquinasa podrian participar
como residuos cataliticos, o bien como estabilizadores de
una conformacién cataliticamente activa. La modificacidn

de los grupos tioles (oxidacién o alquilacidn)
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podria originar un cambio conformacional que, junto con dismi
nuir la actividad catalitica, pudiera alterar la conducta c£
nética. Por ejemplo, la modificacién de un grupo tiol produ
ce un cambio en las propiedades cinéticas de la fosfofructo-
guinasa, obteniéndose una enzima desensibilizada frente a la
inhibicién por MgATP (Kemp, 1969). Asimismo, la hexoquina-
sa C pierde la inhibicidn por exceso de glucosa al ser modi-
ficados sus grupos SH (Ureta, 1976).

Por actuar como agente estabilizador, la presencia del
DTT en la mezcla de reaccién puede ser muy importante al tra
bajar con concentraciones bajas de glucosa, pues en algunas
condiciones ocurre una inactivacidén. Asf, se habfa visto
que el DTT impedfa y revertfa la inactivacidén producida a
pH alcalino (figura 16). También evitaba la inactivacién
a bajas concentraciones de glucosa, observada an a pH 7,5,
con preparaciones de glucoquinasa provenientes de hidroxil-
apatita (pdgina 65). Esta capacidad estabilizadora del DTT
hacfa aconsejable su uso rutinario en el medio de ensayo de
la enzima. Sin embargo, antes de tomar esta decisidn,y en
vista de todos los antecedentes comentados, parecié necesario
determinar si la presencia de DTT en la mezcla de reaccidén
era capaz de modificar el grado de cooperatividad de la glu

coquinasa con glucosa.
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El gradfico de Hill de la figura 25 muestra los resultados
obtenidos en ausencia y en presencia de DTT en el medio de
ensayo, al estudiar la funcidén de saturacién con glucosa de
una enzima recién preparada que habia sido purificada en au-
sencia de agentes reductores. La glucoquinasa usada era ac-
tivable en un 20% por DTT, lo que indicaba que se habia inac
tivado parcialmente, con formacién de puentes disulfuros.

El paralelismo de las rectas indica que la presencia de DTT
no afecta la cinética cooperativa con glucosa (C&rdenas et
al., 1975). Debido a que el grado de oxidacibén de los grupos
tioles parecia afectar la Vmax, pero no el coeficiente de
Hill, se decidid introducir DTT como componente habitual de
la mezcla de ensayo. Como el tiempo requerido para la reac-
tivaci6n de la glucoquinasa a 30° es dependiente de la con-
centracibén de DTT, se eligid una concentracién de 2,5 mM que
permitia reactivar en el periodo de preincubacidén una enzima
parcialmente inactivada.

La independencia del grado de sigmoidicidad con respecto
al grado de inactivacidén se vié también en una preparacién
de la etapa de Sephadex que habia perdido totalmente su acti
vidad catalitica durante el almacenamiento de 9 meses a 4°.
Al ser tratada con DTT 10 mM durante 18 h aproximadamente,

la enzima envejecida se reactivdé hasta alcanzar un 3,3% de

la actividad original. En esta condicibén el coeficiente de
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Figuna 25. Grdficos de HALL de La funcién de saturacién con glucosa en
awsencia y en presencia de DTT. La glucoquinasa se prepard hasta la eta-
pa de hidroxilapatita en ausencia de DTT. La actividad fosforilante de
glucosa se determind a diferentes concentraciones de este sustrato me —
diante el ensayo la, a pH 7,5 en ausencia (O) y en presencia de DTT

2,5mM (@).

(O) Sin DIT: V = 10,5 nmol/min; n, = 1,47, KO 5 = 6,4 mM

(@) DTT 2,5 iM: V = 12,6 nmol/min; ng = 1,47; Kg.s = 7,3 m4
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Hill fue de 1,45 y el K de 4,2 (Fig. 26). Otros experimen

0.5
tos realizados con enzimas envejecidas dieron resultados ente
ramente andlogos. Concuerda con estos hallazgos la observa-
y de K

cidén de que los valores de n son semejantes a los

H 0.5

de la enzima nativa en una enzima parcialmente inactiva y
resistente al DTNB, en la cual se habia ya producido supues-
tamente una oxidacibn de grupos tioles (Heberlein et al.,
1978; Heberlein, 1979).

Todo hace pensar que, aunque después de la reactivacidn
con DTT no se logre la misma conformacidn nativa, basta que
ella sea cataliticamente activa para obtener una conducta ci-

nética cooperativa con glucosa.

d) Efecto de la concentracion de enzima sobre la conducta

cinética de la glucoquinasa

Una condicidn importante del ensayo, que puede modificar el
grado de cooperatividad, es la concentracibén de la enzima. Va
riaciones en este pardmetro pueden producir desplazamientos
en el estado de equilibrio entre formas enzim&ticas con distin
ta estructura cuaternaria, produciéndose fendmenos de asocia
cibn-disociacién. Estas formas podrian diferir en sus propie

dades cinéticas y la cooperatividad ser el resultado de un des

plazamiento adicional del equilibrio entre ellas provocado por

el sustrato. Se han descrito varios ejemplos de enzimas que
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Flgura 26. Reactivacibn de La glucoquinasa por DTT. Caracteristicas
cnéticas de La enzima reactivada. Se usd glucoquinasa en la etapa de
Sephadex G-100 (método 1; act. esp. original 2 U/mg de proteina) enveje-
cida por 9 meses a 4°. La actividad fosforilante de glucosa se determind
a pH 7,5 mediante el ensayo la.

a) Cinética de reactivacidén por DTT. La actividad de una alicuota de
0,15 ml de glucoquinasa se ensayd a 100 mM glucosa y sin DTT. Al cabo de
15 min (tiempo 0) se agregd DTT a una concentracidn final de 2,5 (O),
5,0 (M) o 10 ™ (@) y se continud registrando la formacidn de producto.
Se estimd la velocidad a distintos tiempos mediante el trazado de las
tangentes a las curvas de progreso respectivas. Control sin DTT (). 1La
actividad basal corresponde a la actividad fosforilante de glucqsa de la
N-acetilglucosamina-quinasa, la cual no es activada por DTT.

b) Grafico de Hill. Una alicuota de la misma preparacidon anteriormente
usada se incubd con DTT 10 mM a 30° por 30min, y se dejd luego a 4°hasta
el dia siguiente (18 h). Se ensayd la actividad fosforilante de glucosa

a distintas concentraciones de este sustrato y en presencia de una con-

centracidon de DTT de 3mM. Viax = 2,8 nmol/min; K = 4,2 mM; nyg = 1,45.

0.5
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pueden autoasociarse y en las cuales las caracteristicas ciné
ticas dependen de la concentracidén de proteina (revisidén en
Frieden, 1971). Es el caso de la fosfofructoquinasa de varios
tejidos. Asi, la enzima de eritrocitos humanos disminuye la
cooperatividad con el fructosa-6-fosfato al incrementarse la
concentracidén de enzima, y se produce una disminucién en el
&LS (Wenzel et al., 1976). Estas observaciones han sido in-
terpretadas en términos de un modelo de autoasociacibén que
considera como unidad bé&sica un dimero inactivo (Mr 190.000),
el cual por autoasociacidn originaria formas activas. E1
fructosa-6-fosfato desplazaria el equilibrio hacia las formas
oligoméricas (Wenzel et al., 1976).

La cooperatividad podria también ser el resultado de las
interacciones entre los sitios activos de formas oligoméricas
de la enzima, cuya proporcidn relativa con respecto al mond-
mero es funcibn de la concentracidén total de enzima y de la
concentracidén del sustrato.

Era, pues, importante determinar si los paré&metros ciné-
ticos de la glucoquinasa se veian afectados por la concentra
cidén de enzima usada en el ensayo. Este punto era crucial
para la correcta interpretacidén de futuros experimentos. La
figura 27 muestra los resultados obtenidos al estudiar la
funcidn de saturacidn con glucosa, variando la concentracidn

de enzima en un orden de magnitud. En el intervalo de con-

centraciones utilizadas, el cual estaba limitado por los
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Figura 77.  Funcdidn de saturacién de La glucoquinasa con glucosa al usan
difernentes concentraciones de enzima. La glucoquinasa en la etapa de
DEAE-celulosa (método 1; act. esp. 0,6 U/ mg de proteina) se diluyd 1:2;
l:4; 1:6; y 1:8 en amortiguador Tris-HC1 10 m, pH 7,0 que contenia EDTA
1 mM; DTIT 1,0 oM y KC1 0,26 M. Las diluciones se hicieron inmediatamente
antes de ser usadas y para cada una de ellas se determind, en una ali -
cuota de 0,1 ml, la actividad fosforilante de glucosa a distintas con -
centraciones de este sustrato. Se usd el ensayo la, a pH 7,5. En el gra-

fico principal se muestra la velocidad relativa (v/ V. ) en funcidn de

max
concentracidén de glucosa. El grafico ‘inserto muestra la variacidn de la
Vg R funcidn de la concentracidn relativa de la enzima. Se asignd el
valor de 1 a la concentracidn de enzima resultante de la dilucidén 1:8.
Los valores de ny oscilaron entre 1,41 y 1,61 con un valor promedio de

1,50. Los valores de Kg, 5 variaron entre 6,8 y 8,0 con un valor promedio

de '7,4.
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métodos de medicidén de la actividad, no se observaron varia-
ciones en la conducta cinética, pues las curvas obtenidas se
superpusieron, como se observa en la figura 27. Estos resul-
tados permitieron, posteriormente, variar la concentracidn de
enzima dentro de un mismo experimento, con el fin de tener

estimaciones méds precisas de la velocidad. En todos estos

casos se verificaba que la relacidn entre velocidad y con-
centracidén de enzima fuera lineal. El1 hecho que no se obser-
ven variaciones en la conducta cinética con la concentracidn
de enzima, concuerda con los resultados que se mostrardn en
el capitulo 7, donde no se observan variaciones en el coefi~-
ciente de distribucidn en Sephadex G-200 al variar la concen-

tracidén de enzima (Figs. 58 y 60).




3. INTENTOS DE MODIFICACION DE LA COOPERATIVIDAD

Se consideraron inicialmente tres posibilidades que dieran
una explicacibn sobre la cinética cooperativa de la glucoqui-
nasa con glucosa: i) que el efecto cooperativo fuera la conse
cuencia de la existencia de un olig6mero (compuesto tal vez
de dos subunidades), como ocurre en la mayoria de las enzimas
que lo presentan; 1ii) que la cooperatividad se debiera a la
presencia de un segundo sitio de unién del sustrato (sitio
alostérico) en la misma subunidad, como se sugiere en el caso
de la ribonucledsidotrifosfato-reductasa (ver Discusidh, pp.
270-272) , y 1ii) que la enzima pudiera existir en al menos
dos conformaciones con distintas propiedades cinéticas, como
parece ser el caso de la hexoquinasa LI (ver Discusion, pp.281-
283) . Tanto las interacciones entre las subunidades como en-
tre los dos sitios de una misma subunidad, asf como las propor
ciones relativas de diversas conformaciones, podrfan perturbar
se por diversos tratamientos, como fotooxidacidén, calentamien-
to y presencia de agentes desnaturalizadores. Se pensé que es
tos tratamientos podrian originar una enzima con cinética mi-
chaeliana, como ha ocurrido en el caso dertras enzimas que pre
sentan cooperatividad (ref. en Stadtman, 1970). Este tipo de
experimento podria, ademés, aportar informacidén para una inter-

pretacidn molecular de la conducta cinética de la glucoquinasa.
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a) Fotooxidacidn

Se sometid a fotooxidacibén a la glucoquinasa para determi
nar si la modificacién fotoquimica producida podria eliminar
el efecto homotrdpico aparente de glucosa. Este resultado
era probable, ya que a través de la fotooxidacibn es factible
producir cambios en las conductas cinéticas no michaelianas,
como ha sido descrito. Asi por ejemplo, en la fosfofructoqui
nasa de corazdn de oveja, la fotooxidacidn suprime la cinéti
ca cooperativa con fructosa-6-P y la inhibicién por ATP
(Ahlfors y Mansour, 1969).

Al estudiar el efecto de la fotooxidacibn sobre la activi
dad de la glucoquinasa a pH 7,0, usando como agente oxidante
azul de metileno, se observd que se producfa una inactivacidn
de la enzima, proceso que se comportaba como de primer orden
(Fig. 28a). La sola presencia de azul de metileno 2,16 uM,

0 la iluminacidn hasta por 70 min en ausencia del catalizador,
no produjeron inactivacidn en las condiciones experimenta -
les usadas. La presencia de DTT en el medio de ensayo no re-
virtid la inactivacidn.

Al estudiar el efecto de la fotooxidacidén sobre los paréa-
metros cinéticos de la glucoquinasa, se observd que, contra-
riamente a lo esperado, la modificacidn fotoquimica no logrd
suprimir o disminuir la cooperatividad (C&rdenas et al.,

1975) .
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Figura 28. Efecto de La fotooxidacién con azul de metileno sobre La
glucoquinasa de rata. Se usd glucoquinasa proveniente de la etapa de
hidroxilapatita (método 1). La fotooxidacidn de la enzima se realizd
a pH 7,0 como se indica en Materiales y Métodos. La actividad fos —
forilante de glucosa remanente se determind a pH 7,5 mediante el
ensayo la.

a) Cinética de inactivacién. Alicuotas de 0,2 ml se fotooxidaron por
tiempos variables: 0, 5, 10 y 15min. La actividad remanente se determi-
né con DTT 2,6 iM (®) o 0,1 mM (@) (solo el que aporta la enzima).
Los controles con solo iluminacidn (O) y solo azul de metileno (&)
corresponden al experimento en que se usd DTT 2,6 M. E1 recuadro
corresponde a un griafico semilogaritmico de la actividad remanente en

funcidn del tiempo. Constante de inactivacidn de pseudo-primer-orden

(ki opg) = 0,021 min~l.

b) Grafico de Hill. La actividad enzimitica remanente se determind
a concentraciones variables de glucosa. Control (0) =n, = 1,48.

H
Enzima fotooxidada (@), n. = 1,50.

H




130

La figura 28b muestra los resultados obtenidos al fotooxi
dar la glucoquinasa por 25 min y estudiar posteriormente la
funcidén de saturacién. El paralelismo de los gr&ficos de Hill
resultantes muestra que la enzima fotooxidada no modificé sig
nificativamente su coeficiente de Hill, no obstante aumentar

el de 6,5 a 10,1 mM.

K0.5
Estos resultados contrastan con los obtenidos con la gli-
cbgeno-sintetasa de Rana catesbeiana, en los cuales las foto-
oxidacibn suprime la cooperatividad para UDPG-glucosa y glu-

cosa-6-P (activador) y, sin embargo, no afecta al K para

0.5
el sustrato ni para el activador (Sevall y Kim, 1971).
Se explord la posibilidad de usar en estos experimentos
glucoquinasa proveniente de otro organismo, cuya cooperati -

vidad pudiera ser alterada més facilmente. Asi, se ensayd
glucoquinasa de rana chilena (C. caudiverbera), la que resul-
t6 ser muy sensible a la fotooxidacidn en las condiciones
empleadas. Al ser fotooxidada por 10 min en presencia de
azul de metileno, se inactivd en un 89%, lo que impidid estu-
diar la funcidn de saturacidn. La sola presencia de azul de
metileno a esa concentracidn inactivé considerablemente la
enzima respecto al control sin azul de metileno y en oscuri -
dad, teniéndose una Vmax de 58%, con un ligero aumento en el
KO.S, pero con mantencidn de la cooperatividad (Tabla VI).

La glucoquinasa de rana parece ser mds sensible a la inac-

tivacidén por fotooxidacidn que la isoenzima C de la misma
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TABLA VI

Efecto de La fotooxidacidn sobre Los pardmetros cinéticos de

La glucoquinasa®

Condicidn enzimdtica \Y K&S n,
U/0,5 ml (mM)

Glucoquinasa de ratab

No tratada 11,92 6,45 1,47

Fotooxidada 10 min 6,02 9,47 1,43

Fotooxidada 20 min 3,05 10,14 1,50

. (o4
Glucoquinasa de rana

No tratada 4,55 1,45 1,6
+ Azul de metileno 10 min 2,54 2.00 1,4
Fotooxidada 10 min 0,51 - -

9La actividad fosforilante de glucosa se determind a pH 7,5

mediante el ensayo la

b .. s 2 .
Condiciones experimentales semejantes a las descritas en
la figura 28. El1 control corresponde a enzima sin azul de

metileno y sin iluminacidn

“La enzima provenia de la etapa de purificacidn de DEAE-celu
losa (método 1). No se usd DTIT en el medio de ensayo. Otros

detalles experimentales en Materiales y Mé&todos
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especie, la cual varia solo levemente su actividad en las mis-
mas condiciones, pero, en cambio, deja de ser inhibida por
exceso de glucosa al ser fotooxidada (Ureta, 1976).

En la glucoquinasa microsdmica de rata se ha descrito que en la
forma GM1 el coeficiente de Hill para glucosa baja de 2,8 a
1,2 después de la fotooxidacién con azul de metileno. Con-
juntamente se produce una desensibilizacifn respecto a la in
hibicién por ATP. La modificacidén fotoquimica tendria, en
este caso, una accibén disociante, ya que al ser fotooxidada
la enzima GM1 (dimero de peso molecular 120.000), presenta

un volumen de elucidn en BioGel semejante a la forma GM (mo

2
némero de peso molecular 55.000).

El hecho que la glucoquinasa de rata al ser fotooxidada
aumenta su KO.S para glucosa y disminuye su Vmax, como se re
sume en la tabla VI, indica que la fotooxidacidn no solamen-
te disminuye el nfmero de moléculas cataliticamente activas,
sino que también genera la aparicidén de moléculas de enzima
alteradas, que presentan una menor afinidad por glucosa, pe-
ro que retienen todavia la cooperatividad con este sustrato.
No se encontré efecto sobre el grado de cooperatividad de la
glucoquinasa de rata con inactivaciones entre 15 y 75%.

El efecto de la fotooxidacidn sobre el KO.5 y la velocidad

maxima podria ser consecuencia de la modificacidn de resi -

duos aminoacidicos del sitio activo o fuera de &1, pero
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importantes para la mantencidn de una conformacién enzimdti
ca activa. Se podria pensar en un residuo histidina, ya que
se ha descrito envarias enzimas que el azul de metileno modi
fica este aminodcido (Cohen, 1968), aunque también, segfin las
condiciones experimentales, puede oxidar otros residuos como

cistefina, metionina, triptéfano y tirosina.

En un experimento en que se usd glucoquinasa de rata foto-
oxidada a pH 8,0 con rosa de bengala, colorante que muestra
gran selectividad hacia histidina, tampoco se modificé 1la
cooperatividad (nH = 1,52), en condiciones en que la Vmax
se habia reducido en un 50%.

La postulacidn de un residuo histidina como parte del
sitio activo seria compatible con las variaciones observadas
en el KO'5 y en la Vmax en funcidn del pH, porque ellas su-

gieren la presencia de un grupo &cido con un pK de alrededor

de 7,0.

b) Efecto del calentamiento

Variaciones en la temperatura modifican las interacciones
hidrofdbicas de las proteinas pudiendo producirse variacio-
nes en el grado de asociacidén y en la estructura conformacio
nal de ellas. Estos efectos pueden derivar en cambios en
los paré@metros cinéticos de una enzima, como ha sido descri-
to (ref. en Stadtman, 1970). Por ejemplo en aspartato trans-

carbamilasa de E. coli, el calentamiento por 5 min a 60° su-

prime la cooperatividad con aspartato (Gerharty Pardee, 1962).
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Parry y Walker (1966) habfan descrito que el gréfico de
Arrbenius para la actividad glucoquindsica daba una lfnea
recta en un rango de temperatura de 5 a 46,5° Y que, ademés,
el valor de Km era independiente de la temperatura, dentro
de dicho rango. Estos resultados llevan a pensar que las
variaciones en la temperatura del medio de ensayo no afectan
a la cinética de la glucoquinasa. Sin embargo, debido a que
esO0s autores describen una cinética michaeliana, era reco-
mendable reestudiar el efecto de la temperatura sobre los
pardmetros cinéticos de la glucoquinasa.

Estudios de la funcibén de saturacién de la glucoquinasa
con glucosa realizados a distintas temperaturas, en un ran-
go entre 0 y 40° no mostraron alteraciones significativas
en el grado de sigmoidicidad (H. Niemeyer y E. Rabajille,
comunicacidn personal), lo que estaria de acuerdo con lo deg
crito por Parry y Walker (1966).

En vista de que las modificaciones de la temperatura del
medio de ensayo no habian afectado la cooperatividad, se pen
s6 que posiblemente una incubacién de la glucoquinasa en
ausencia de los sustratos podria revelar una accidén desensi-
bilizadora. La figura 29 muestra los resultados obtenidos
al incubar la glucoquinasa por 90 min a 45° y estudiar poste
riormente la funcién de saturacién con glucosa a la tempera-

tura habitual del ensayo (30°).
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Figura 29. Grdficos de HL de La éunoéén de saturacién con glucosa de
La glucoquinasa nativa y calentada a 45°

Una alicuota de 2,5 ml de glucoquinasa proveniente de la etapa de
Sephadex G-100 (método 2, act. esp. 2,0 U/mg de proteina), se calentd por
90 min a 45° (®) y luego se mantuvo en hielo antes de proceder al ensa-
yo. Como control se us6 la enzima no calentada (O). La actividad fosfo
rilante de glucosa se determind a 30° mediante el ensayo la a pH 7,5, usan
dose concentraciones variables de glucosa (1 a 100 mM). Los parametros
cinéticos obtenidos fueron los siguientes:
(O) GK nativa: V = 11,0 nmol/min; n_ = 1,52;

H
(®) GK calentada: V = 5,6 nmol/min; n

Ky = 6,1 mM

H = 1,47, KQ5 = 9,2 mM
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La enzima provenia de una filtracidén en Sephadex y por
lo tanto estaba en un medio con fosfato de potasio (10 mM,
pH 7,0), KCl1 (300 mM), EDTA (1 mM) y DTT (1 mM). El tiempo de
incubacién se eligibé después de estudiar la cinética de inac-
tivacidn a esa temperatura, midiendo la actividad remanente
a dos concentraciones de glucosa, 3 y 100 mM.

El paralelismo de las rectas del grdfico de Hill de la
figura 29 indica que la enzima calentada mantiene la cinética
cooperativa con glucosa, no obstante existir una inactivacidn

del 49% y un aumento en el K de 6,1 a 9,2 mM. Al estudiar

0.5

la funcidén de saturacién de la enzima calentada, sin agregar

DTT al medio de ensayo (solo lo que aporta la enzima, 0,1 mM),

se obtuvieron pardmetros cinéticos similares (V = 5,4 nmol/min
n, = 1,48; Kys = 9,06).
c) Efecto del Triton X-100

En primer término, se ensayd el efecto de diferentes

concentraciones de Triton X-100 (detergente no idnico) sobre
la actividad de la glucoquinasa, con el objeto de determinar
una concentracién que alterara solo levemente la velocidad
mixima. La idea era buscar una condicidén que pudiera supri-

mir la cooperatividad sin alterar grandemente " la actividad

catalftica. Se encontrd que el Triton X-100 agregado a

1a mexcla de ensayo a concentraciones sobre 0,1%
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(0,2 a 0,5%), aunque tenia un efecto minimo sobre la
velocidad , inactivaba la enzima durante el curso de la reac
cidén. El efecto inactivador era especialmente notorio a con-
centraciones de glucosa menores que 8 mM pero muy definido
atn a concentraciones de 100 mM.

Se decidid usar una concentracidén de tritdn de 0,1% para
estudiar la funcidn de saturacidn con glucosa. A esa concen-
tracidn, aunque afin persistia a bajas concentraciones de glu-
cosa una ligera inactivacién después de algunos minutos (6-8
min) era posible tener una estimacidn confiable de la veloci-
dad. La figura 30 muestra los resultados obtenidos. EI pa-
ralelismo de las rectas de los gr&ficos de Hill indica que la
enzima ensayada en presencia de tritén mantiene una cinética
cooperativa con glucosa, y que el coeficiente de Hill es seme
jante al de la enzima control. Aunque no hay efécto sobre la
VmaX se oObserva un aumento en el KOj en presencia de tritén.
En el experimento que se ilustra en la figura 30, la reaccién
se inicid con la adicidn de la enzima, con el objeto de evi-
tar la posible inactivacidn durante la preincubacién y aumen
tar al mdximo el segmento lineal en la curva de progreso (8-
10 min). Sin embargo, en un experimento en que se inicid la
reaccidn con glucosa y el tiempo de linealidad fue menor, se
obtuvieron valores semejantes de los pardmetros cinéticos.

Esto indica que, aunque existe algo de inactivacidén, tomando
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Figura 30. Grdficos de HALL de La 5uncién de saturacidn con glucosa de
La glucoquinasa en ausencia y en presencda de Triton X-100 .

La glucoquinasa (método 1, Sephadex G-100, act. esp. 2,9 U/mg de pro
teina) se ensayd en ausencia (O) o en presencia (@) de Triton X-100
0,1%, a concentraciones variables de glucosa (1 a 100 mM). Se utilizd
el ensayo la, a pH 7,5 con DIT 0,1 mM. La reaccidn se inicid con la adi

cidn de la glucoquinasa.

(O) Control: V = 14,1 nmol/min; K = 6,1l mM; n_ = 1,63

0.5
(®) Tritén 0,1%: V = 13,9 nmol/min; KO5 = 8,8 mM; n

H

g = 1,57
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las debidas precauciones se logra una buena estimacidn de la

velocidad inicial.

d) Efecto de la urea

La presencia de urea en el medio de ensayo inhibe la ac
tividad de la enzima auxiliar glucosa-6-fosfato-deshidrogena
sa, en un porcentaje dependiente de la concentracidn de urea.
Por esta razébn, la cantidad de enzima auxiliar usada en cada
ensayo, se varib6 de modo de compensar dicha inhibicidn.

El gr&fico de la figura 3la muestra el efecto de dife-
rentes concentraciones de urea sobre la actividad fosforilan
te de glucosa, medida a 2 y 100 mM e iniciada con la adicién
de este sustrato. Puede observarse que existe una disminu-
cidn marcada de la actividad, de modo que a una concentracidn
de urea de 0,72 M la actividad con glucosa 2 mM es alrededor
de un 40% del control y con glucosa 100 mM es de alrededor
de un 70%. En la figura 31lb se ilustra otro experimento,
en el que se usan concentraciones mayores de urea y en el que
la reaccidén se inicid con la adicibén de ATP. Se aprecia que
con urea 2 M y glucosa 100 mM se tiene un 11% de la actividad
del control (C&rdenas et al., 1975; 1979). Si 1la concentra
cibn de urea se eleva a 3 M la actividad no es mayor que un

5%. Resultados similares han sido obtenidos con glucoquinasa
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Figuwra 31. Efecto de La wrea sobre La actividad de La glucoquinasa. Se
usd glucoquinasa en la etapa de purificacidn de Sephadex G-100 (método 2;
act. esp. 5,1 U/mg de proteina). La actividad se midid a pH 7,5 mediante
el ensayo la, en presencia de diferentes concentraciones de urea (solu-
cidn recién preparada). El sistema se preincubd 3 min antes de iniciar

la reaccidn con la adicidn de glucosa (a) o de ATP (b).

a) % de actividad de 8,0 mU de glucoquinasa ensayadas con glucosa 2mM (O)

o con glucosa 100 mM (O).

b) % de actividad de 6,0 mU de glucoquinasa ensayadas con glucosa 100 mM.
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de perro (Maccioni, 1975; Maccioni y Babul, 1980).

También se exploré el efecto de concentraciones mayores
de urea sobre la actividad glucoquindsica. Con el objeto de
soslayar la accidén desnaturalizadora sobre la enzima auxiliar,
en estos experimentos se realizd la reaccidn glucoquindsica |
en ausencia de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, y después se
tituld el éster formado, por medio de la enzima auxiliar. La ‘
glucoquinasa se incub6 a pH 7,5 durante 5, 10 y 15 min, a
pH 7,5 y 30°, en presencia de urea 8 M y de los componentes
del ensayo la, en ausencia de NADP y de glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa. A los tiempos mencionados se retiraron ali
cuotas, que se diluyeron 10 veces en la mezcla de reaccidn
sin glucoquinasa, glucosa y ATP, pero con NADP y glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa, para titular el glucosa-6-P acumula-
do. La actividad fosforilante de glucosa fue cero. En expe
rimentos de igual diseno en que se usé urea 3 M, la actividad
fue alrededor de un 5% del control, como cuando se registra
en forma contfnua la formacidén del glucosa-6-fosfato. Maccioni
(1975) tuvo resultados semejantes.

La inhibicibén por urea parece ser inmediata, dentro de
los lfmites del procedimiento de medida de la actividad enzi-
matica; ademds, parece ser revertida en forma instantdnea, al
disminuir la concentracién de urea. Asi, la tabla VII muestra

los resultados de dos experimentos con registro
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TABLA VII

Efecto de La adicibn de wrea durante el ensayo?

Exp. Urea Actividad Actividad
M nmol/min relativa
1 0 1,71; 1,70 1
0,91 0,70; 0,68 0,41
5 0 1,34 1
0,91 0,47; 0,46 0,34

Después del registro de la actividad de la enzima durante 15 a l6
min, se agregaron 50 pl de urea 10 M (o agua) a los 500 Ml inicia-
les y se continud el registro durante 20 a 25 min. La glucoquina-
sa provenia de la etapa de Sephadex (método 2) y la actividad se de
termind mediante el ensayo la, pH 7,5, con glucosa 2 mM. La activi
dad promedio de los 4 ensayos antes de la adicidn de urea o agua fue
2,19 nmol/min (intervalo 2,00-2,29) en el Exp. 1 y 1,6nmol/min

(intervalo 1,55-1,65) en el Exp. 2.
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espectrofotométrico continuo en los que la adicidén de urea
(0,91 M final) al medio de reaccidn en gue estd funcionando
la enzima (sistema completo) provocd en forma inmediata una
inhibicidn. La magnitud fue semejante a la que se hubiera
obtenido en un ensayo como el de la figura 31, en que la urea
se agregd 3 min antes de iniciar la reaccibén con glucosa o
con ATP. La Tabla VIII muestra los resultados de otros dos
experimentos en los que la mezcla de reaccidén con glucoquina
sa (450 ul), pero sin glucosa (Exp. 1) o sin glucosa y sin
ATP (Exp. 2), se incub6 durante tiempos variables en presen-
cia de urea 1,11 M. Al anadir glucosa (2 mM final) o gluco-
sa (2 mM final) mds ATP (5 mM final), seglin el caso, se ini-
ci6é el aumento de la absorbancia después de un pequeno retar
do, retardo que es igual al de los controles preincubados sin
urea. Los valores finales fueron independientes del tiempo
de preincubacibn con urea y similares a la fraccién de veloci

dad obtenida al agregar urea después de iniciada la catdlisis

(tabla VIII), o poco antes de iniciarse (Fig. 31). Este hecho
se ilustra claramente en el experimento 2, en que la actividad

relativa con urea fue en promedio el 41% del control efectuado

simultdneamente.

Un resultado adicional interesante de estos experimentos

es que la actividad en presencia de urea y de glucosa se man-

tiene constante (curva de progreso lineal) durante un tiempo
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TABLA VIII

Efecto de La preincubacién de La glucoquinasa con urea por Liempos

vaniables. Estabilidad de La enzima en presencia de wrea?

Exp. Preincubaci6n Actividad Actividad Registro de la
min nmol/min relativa curva de pro-
greso?
min
0 0,52 - 80
15 0,55 - 65
1 30 0,53 - 50
60 0,51 - 20
0° 1,52 1 20
0,64 0,42 32
2 15 0,54 0,36 20
30 0,68 0,45 16
a

La enzima se preincubd a 30° en la mezcla de ensayo sin glucosa (Exp.

1) o sin glucosa y sin ATP (Exp. 2), en presencia de urea 1,11 M o en

su ausencia. Después de los tiempos indicados, se iniciaba la reaccidn
con glucosa 2 mM (Exp. 1) o con glucosa 2 mM mids ATP 5 mM (Exp. 2). La
concentracidn de urea en el ensayo era de 1,0 M. Se registraba el aumen
to de absorbancia durante tiempos variables y prolongados.

Corresponde al tiempo total registrado, y durante el cual la curva de
progreso fue lineal.

c .
Control sin urea.
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muy prolongado, que en el experimento 1 de la tabla VIII lle
ga a 80 min. Este hecho €S muy reproducible. En efecto, en
los diferentes experimentos realizados Con urea presente en
el ensayo, se observé estabilidad por tiempos prolongados

(20 min), adn a concentraciones pequefias de glucosa (1 mM)

y altas de urea (2 M), a diferencia de lo que ocurrid en los
experimentos con tritdén, en que habfa inestabilidad durante
el ensayo. Unga posible causa deZuiinestabilidadeﬂlpresencia
de tritdn podria ser la baja concentracidn de DTT usada (0,1mM),

en contraste con la mayor concentracién (2 +5 mM) usada con urea.

En otro conjunto de experimentos (tabla IX), la prepa-
racién enzimdtica se mezclg con soluciones frescas de urea
pPreparadas en amortiguador Tris 10 mM, pH 7,5, de manera de
tener concentraciones finales de urea de 1, 3u8 My se in-
cub6 a 30° durante 20 6 30 minutos. Transcurrido este tiem-
PO se retiraron alicuotas Y se midid la actividad con gluco-
sa 100 mM, mediante el ensayo la a pH 7,5. La dilucidn de
la enzima en el medio de ensayo se hizo como para obtener,
durante la medida de la actividad, las concentraciones de
urea que se indican en la tabla. Es importante destacar que
C€on una concentracidén de urea de 8 M en el ensayo se tiene,
como dijimos anteriormente, una completa 1nactivacidn, aftn
eén presencia de glucosa 200 mM. Los valores de actividad

de la tabla IX indican claramente 1la reversibilidad de 1la
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TABLA IX

Reversibilidad de La aceibn de urea sobre La glucoquinasa. Egecto de La
predineubacidn de La glucoquinasa con wrea sobre La actividad medida

wlterionmente a una concentracién menor de wiea®

PREINCUBACION ENSAYO
Exp. Tiempo Urea Urea Actividad Actividad

min M M nmol/min relativa
20 0 0 4,82 1

1
20 1 0,05 4,97 1,03
30 0 0 2,68 1

2
30 3 0,8 1,51 0,56
30 0 0 0,58 1

3
30 8 0,8 0,32 0,55

% 1La preincubacidn de la glucoquinasa se hacia a 30° en amortiguador
(tris 10 mM, pH 7,5), o en presencia de urea, preparada en el mismo
amortiguador, sin otros componentes que los que aporte la preparacidn
enzimdtica (método 2; Sephadex). Una alicuota de la mezcla se agregaba

al medio de ensayo para medir la actividad con glucosa 100 mM

(ensayo la, pH 7,5).
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accidn de la urea, reversibilidad que el registro espectro-
fotométrico muestra como casi instanté&nea. La actividad fi-
nal corresponde, con mucha aproximacidén, a la esperada de
acuerdo con las concentraciones de urea y de glucosa en el
ensayo. Sobre la base de estos resultados y los de las figu
ras 31 y 32 se puede concluir que el efecto inhibitorio de
la urea a concentraciones de 1, 3y 8 M seria completamente
reversible, pues al diluir la urea se llega al efecto corres
pondiente a la concentracién final de la urea obtenida. Por
extrapolacidn, puede postularse que si se eliminara por com-
pleto la urea (por didlisis o filtracidn en geles, por ejem-
plo), se deberia recuperar la actividad total de 1la glucoqui
nasa.

Pilkis (1972) sostiene que la incubacién de 1la glucogquina
sa de rata con urea 1, 2 y 3 M por 5 minutos en ausencia de
glucosa produce 25, 75 y 90% de inactivacidn, respectivamente.
La presencia de glucosa 1 M impediria esta inactivacidn, pero
no serfa efectiva a una concentracién de urea de 4 M, en que
la inactivacidn serfa de casi un 100%. Como no da ninguna
descripcidn de la forma en que fueron hechos estos experimen
tos, no es posible conocer su significado Yy compararlos con
los nuestros. Maccioni (1975) también refiere una reversibi-

lidad con urea 8 M.
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La inhibicidén por urea, como ya se senaldé, aumenta al dis
minuir la concentracién de glucosa, lo que indica que, ademés
de afectarse la actividad catalitica, podrfan modificarse pa-

rdmetros cinéticos como K Con el objeto de analizar

0.5 Y Dy-
este aspecto, se estudié la funcidn de saturacidn de la glu-
coquinasa con glucosa, en ausencia Y en presencia de urea.

Se eligieron concentraciones de urea que dieran, con glucosa
100 mM, una pequena inactivacién (alrededor de 10%) o una
inactivacidn considerable (alrededor de 50%). Los graficos
de Hill de la figura 32a muestran un experimento en q ue se
us6 urea 0,2 y 1,0 M. Se observa un aumento del KOj desde
un valor de 8,6 mM (control) a 10,1 mM con urea 0,2 My al58mM
con urea 1,0 M. Sin embargo, la cooperatividad permanece
constante, pues no se observa un efecto significativo sobre
el coeficiente de Hill, el cual conserva valores similares

al control.

La inhibicidén de la actividad es una funcién de ambos com
ponentes del sistema, glucosa y urea, pero, aunque se aumente
la concentracién de glucosa hasta 200 mM, se observa siempre
una menor actividad que depende de la concentracién de urea
presente. La velocidad mdxima, en efecto, es disminuida por
la urea, lo que se ilustra en la figura 32b con un experimen

to diferente del de la figura 32a, donde también se habfa he-

cho la misma observacidn.
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Figura 32. Efecto de La urea sobnre La guncidn de saturacién de La gluco-
quinasa con glucosa. Se usd la misma preparacidn de enzima que en la
figura 31. La actividad se ensayo a diferentes concentraciones de glucosa

(1 a 200 mM) en ausencia o en presencia de urea, mediante el ensayo la a

pH 7,5 .

a) Graficos de Hill. La reaccidn se inicid con la adicidn de ATP.
(O) Sin urea: V = 12 nmol/min; ng = 1,463 Ko.s = 8,6 mM

(0) Urea 0,2M : V= 10,9 nmol/min; ng = I,44; Kog.5 = 10,1 mv
(&) Ureal,0oM: V KO.S 15,8 mM

7,0 nmol/min; ng = 1,36;
b) Graficos de Eadie-Hofstee. La reaccidn se inicid con la adicidn de

glucosa.
(O) Sin urea: V = 4,24 nmol/min; ny = 1,58; Ky, 5 = 8,7
(®) TUea 1,0M: V = 2,40 nmol/min; ng = 1,47; Kgo.5 = 17,4
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En el caso de enzimas oligoméricas el tratamiento con urea
ha resultado un procedimiento efectivo para suprimir o dismi-
nuir la cooperatividad. Un ejemplo cldsico es el de laasparti
to transcarbamilasa, cuya incubacidn con urea elimina la coo-
peratividad con aspartato (Gerhart y Pardee, 1962). En la
hexoquinasa LI de trigo, una enzima monomérica, la urea, tam-
bién ha resultado efectiva como agente desensibilizador. En
efecto, una pequefa concentracién de urea (0,05 M) es suficien
te para desensibilizar la enzima de manera que se elimina la
cooperatividad negativa con glucosa, haciéndose michaeliana
la funcidn de saturacidén (Meunier et al., 1974). En contrapo
sicidn con nuestras observaciones con glucoquinasa, llama la
atencidn que a esa concentracidén de urea hay una marcada inac
tivacidn de la hexoquinasa LI’ que se puede estimar en un 40%

de la velocidad mdxima en la figura 10 de Meunier et al.(1974).

e) Comentario general

Se estudid el efecto del tritdn y de la urea sobre la glu
coquinasa, debido a que estos agentes producen un desplegamieg
to de las cadenas polipeptidicas y, en el caso de estructuras
oligoméricas, una disociacidn en subunidades. Si 1la glucoqui
nasa existiera en mds de una conformacidn enzimdtica, esos

agentes podrian inactivarlas diferentemente o desplazar el
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equilibrio entre estados conformacionales con pPropiedades ci
néticas distintas. También cabe la posibilidad de que bajo
Su accidn se indujera una hueva conformacidn, todavia catalfl
ticamente activa, pero que no presentara cooperatividad ciné
tica con glucosa. De igual manera, 1la modificacién quimica
de algunos residuos de aminodcidos de una enzima, adem&s de
poder interferir directamente en la catdlisis, puede produ-
cir alteraciones conformacionales del sitio catalitico o de
regiones alejadas de €l, que se traduzcan en efectos simila-
res a los del tritén y la urea. Asimismo, el calentamiento
de una enzima, si bien puede ocasionar una desorganizacidén
completa de la molécula, con pérdida total de 1la actividad
catalftica en determinadas condiciones experimentales (nivel
de temperatura, composicidn del medio), puede también afectar
solo ciertos dominios de la proteina y originar alteraciones
conformacionales que lleven a una inactivacidn parcial, con
consecuencias semejantes.

Desde el punto de vista cinético esas alteraciones confor
macionales pueden eéxpresarse, como modificaciones de los pard

metros cinéticos Vv i K Y n. en conjunto o en forma inde
max 0.5 H -

pendiente.

Si bien algunos de los tratamientos se efectuaron solo an-

tes del ensayo o solo durante €l, mientras otros se hicieron

en ambas condiciones, segln se detalld, los resultados entregan
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una conclusién general similar. Al Someter 1la glucoquinasa

a la accidn de tritén, calor, fotooxidacisén O urea, se pro-

0.5 P€ro no modificaciones significativas del coeficien

te de Hill. 1r1as alteraciones en el K05 serialan que todos

los tratamientos, en las condiciones empleadas, ademds de con

ducir a una posible inactivacidn total de una fraccién de 1las

moléculas de eénzima, que podria Ser la causa de 1la disminucién

idnica, como se analizé en el capftulo 2.

Los experimentos con agentes desnaturalizadores durante el

eénsayo presentan, sin embargo, una complicacién en su interpre-

tacién, pues 1a inactivacién que ocasionan varfa en magnitud

de acuerdo a 1la concentracidn de sustrato presente, debido a

la accidn estabilizadora de €ste. Asft, podria ser que 1la urea

O el tritén logren desensibilizar a la glucoquinasa,
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coeficiente de Hill a pesar de los cambios de la Vmax y del
KOJ . hace pensar que la urea y el tritdén no interfieren en
el mecanismo responsable de 1la cooperatividad en la enzima
nativa. Es decir, no solo se mantiene la cooperatividad si-
no que ademds el grado de ella es esencialmente igual al de
la enzima nativa, lo que no serfa de esperar si la cooperati
vidad fuera el resultado de una inactivacién diferente a ca-
da concentracién de glucosa y a cada concentracidn del agen-
te. Una manera de poner a prueba esta situacidén serfa buscar
una condicidn en que se tenga una cinética michaeliana y es-
tudiar si en esas condiciones se induce o no la cooperativi-
dad en presencia de urea u otro agente. Por ejemplo, como se
verd en el capitulo 4, a bajas concentraciones de MgATP se logra
una cinética michaeliana con glucosa, de modo que esa seria
una buena condicibén experimental para estudiar el efecto de
urea, que todavia no se ha explorado.

Se puede postular, entonces, que la urea y el tritén, lo
mismo que otros agentes y condiciones estudiados (calor, fo-
tooxidacidn, oxidacién de puentes disﬁlfuros, fuerza idnica,
PH) , puedan alterar la conformacidén general de la glucoquina
sa, lo que se manifiesta a nivel del sitio catalftico Por un

aumento del K (excepcionalmente, disminucién) Y POr una

0.5

disminucidén de la Vmax' Esta alteracidén, sin embargo, no
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interferirfa en el efecto especifico de la glucosa, que po-
dria consistir en la induccién de un cambio conformacional
responsable de la conducta cinética cooperativa, como anali
zaremos en la Discusidn.

La susceptibilidad de los parédmetros KO.S y Vhax a experi
mentar cambios frente a variaciones en las condiciones del
medio de reaccidén en que se ensaya la glucoquinasa o frente
a pretratamientos de ellé, contrasta con la constancia del
coeficiente de Hill en las mismas condiciones. Pareceria
que la conducta cinética cooperativa esté muy ligada a la ac
tividad catalitica, de manera tal que en la medida en que la
enzima conserva actividad, conserva también la conducta ciné
tica no michaeliana. En otras palabras, la cooperatividad

pareceria estar estrechamente ligada al ciclo catalftico.




4. DEPENDENCIA DEL EFECTO COOPERATIVO RESPECTO A LA

CONCENTRACION DE MgATP

Puesto que la glucoquinasa aparecia como una proteina mo
nomérica (ver mis adelante), se decidid explorar si el meca-
nismo cinético de la enzima pudiera dar cuenta de la sigmoi-
dicidad observada. Ferdinand (1966) habfa propuesto una ex-
plicacibn para el fendmeno de cooperatividad en una reaccidn
BiBi, basada en el mecanismo cinético de la reaccidn, que no
requeria interaccidén de subunidades (ver Discusidn) y en la

cual el grado de cooperatividad con respecto al sustrato va-

riable dependeria de la concentracidén del sustrato fijo. Pa
recid pues importante pesquisar si el grado de cooperatividad
de la glucoquinasa con glucosa era dependiente de la concen -
tracién de MgATP. Los primeros intentos, en los cuales se ex
plord un rango de concentracién que iba desde los valores
cercanos a la Ko hasta concentracién saturante, mostraron
una aparente independencia del grado de cooperatividad con
respecto a la concentracibén de MgATP. No fue posible en esos
experimentos explorar concentraciones m&s bajas de MgATP por
no disponer de una enzima lo suficientemente activa como para
obtener resultados confiables en los ensayos en que se emplea
ban las concentraciones menores de glucosa y de MgATP. Sin
embargo, algln tiempo mds tarde se repitieron estos experimen
tos con preparaciones de mayor actividad especifica y se pu-

dieron explorar concentraciones de MgATP tan bajas como 0,1

155
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veces la Km. Se observd que el grado de cooperatividad depen
dia de la concentracién del sustrato nucleotidico. En los
ensayos debieron emplearse diferentes cantidades de glucogqui
nasa, por lo cual las velocidades se normalizaban tomando co
mo referencia la cantidad menor de enzima. Algunos puntos
experimentales se determinaban con dos cantidades sucesivas
de enzima y una vez normalizados no diferfan entre si més
que los duplicados de rigor. Pudo demostrarse que el grado
de cooperatividad dependfa de la concentracidén del sustrato
nucleotidico (Cdrdenas et al., 1977; 1979). En los gréficos
de Hill de la figura 33 se ilustra un experimento en que se
determinaron los pardmetros cinéticos con ATP 5 mM y ATP
0,05 mM. Con la concentracibén saturante de ATP (5 mM) los

valores de n, (1,5) y de K

i (5,0 mM) fueron los habituales,

0.5

pero con ATP 0,05 mM disminuyeron, correspondiendo a una fun

cidn de saturacién hiperbdlica (n. = 1,0) con K igual a

H 0.5

3,7 mM. Storer y Cornish-Bowden (1976b)comunicaron también
un descenso del Ny al disminuir la concentracién de ATP, pe-
ro no exploraron un intervalo amplio de concentraciones de

modo que no alcanzaron a observar valores de n. de 1,0, si

H
bien los predicen; los autores no mencionan haber observado
variaciones en el K05 . En glucoquinasa de rana aparentemen

te también disminuye el coeficiente de Hill al disminuir la

concentracidén de ATP. Asi, a una concentracién de 10 mM se
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log v/(V-v)
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Figura 33. Grndgicos de HiLE de La funcidn de saturacidn pa-
na glucosa a dos concentraciones de MgATP. La glucoquinasa,
proveniente de la etapa de purificacidn de sefarosa (metodo
2, act. esp. 25 U/mg de proteina), se ensayd a diferentes con
centraciones de glucosa en presencia de ATP 5,0 mM (O) ©
0,05mM (@®). La actividad enzimidtica se determind a pH 8,0
mediante el ensayo la. La mezcla de reaccidn diferIa de 1la
habitual en la concentracidn de algunos componentes y conte-
nia en un volumen de 0,5 ml: amortiguador Tris-HCl 80 mM,
KCl 100 mM; EDTA 0,1 mM, DTT 2,5 mM, NADP 1 mM; glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa 0,64 U/ml; MgCl2 en concentracidn de

] mM en exceso sobre la concentracidn de ATP; ATP 0,05 & 5

mM ;

glucosa 0,5 a 100 mM y glucoquinasa (2 a 15 mU). EIl sis

tema se incubd® por 3 minutos antes de iniciar la reaccidn

con la adicidn de glucoquinasa. Los parametros obtenidos
fueron:

(O) ATP 5,0 mM: n, = 1,5; KOj = 5,0

(®) ATP 0,05 mM: ng = 1,0; KO.S = 3,7
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tiene un valor de 2,3 que disminuye a 1,8 a una concentracidn

de ATP de 1 mM (Ureta et al., 1978). No parece existir

efecto sobre el KQS .

Los resultados de varios experimentos, usando otras dos
preparaciones diferentes de enzima, se resumen en la figura
34, donde se muestra que a medida que disminuye la concentra-
cién de MgATP por debajo de 1 mM, disminuyen tanto los valo-
res de KO.S como los de n,. La funcidén de saturacidn se hace
hiperbdlica a una concentracién de MgATP de alrededor de

0,2 Km (0,2 mM). A altas concentraciones de MgATP ambos para

metros, n, v K tienden a permanecer constantes. En més

H 0.5
de una oportunidad el ny obtenido a baja concentracién de
MgATP fue menor que 1,0. Esto es interesante porque al simu-
lar el modelo III (ver Discusidn) ocasionalmente también se

obtenfan valores de n, menores que 1,0. Cabe destacar que

H
conjuntamente con hacerse hiperbdlica la funcidn de satura-
cidn, el KOj para glucosa disminuye, es decir, aumenta la
afinidad para glucosa. Con 2-desoxiglucosa, en cambio, el
ny tiene un valor de 1,0 en un amplio rango de concentracio-
nes de MgATP y el KOj aumenta al disminuir la concentracidn
del sustrato nucleotidico (Niemeyer et al., 1978; Monasterio,
1980). Una situacibén semejante se observa con fructosa (es-

ta Tesis, 1d). Los resultados concuerdan en general con las

proposiciones de Ferdinand, aunque no alcanz6 a observarse una
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Flguna 34. Tnfluencia de fa concentracidn de MgATP sobre fos
pardmetnos cinbticos K 0.5 Y Ny+ La glucoquinasa (2,5 a 10
mU), proveniente de la etapa de sefarosa (método 2, act. esp.
32 U/mg de Proteina), se ensayd a diferentes concentraciones
de glucosa (0,2 a 100 mM) en presencia de ATP, que se varig

én un rango de concentracidn de 0,05 a 20 mM como se indica

en la figura. El sistema se incubd 3 min antes de iniciar 1la
reaccidn con la adicidn de ATP. Las demds condiciones experi
mentales fueron las descritas en la figura 33. Los parametros

ciné€ticos se obtuvieron mediante el programa de minimos cuadra

dos aplicado a la funcidn directa. De Cirdenas et al., 1979.
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inhibicién por MgATP como podria esperarse de su modelo.

El efecto de 1la concentracién de ATP es de importancia pa-
ra la interpretacién de la cinética cooperativa de la glu-
coquinasa, por lo que seri discutido mas adelante, en re-

lacidén a los modelos propuestos para explicarla (ver Dis-

e
cusion ).




5. MODIFICACION DEL EFECTO COOPERATIVO DEBIDO 4 LA PRESENCIA

DE ANALOGOS DE GLUCOSA

Se ha descrito que en algunas enzimas oligoméricas con ci
nética cooperativa, los andlogos del sustrato, capaces de ac
tuar como inhibidores competitivos, pueden disminuir la coo-
peratividad y actuar también como activadores a bajas concen
traciones del sustrato y del inhibidor (Monod et al., 1965).
Estos resultados pueden ser explicados mediante los modelos

de Monod et al. (1965) Yy de Koshland et aj. (1966), asi como

sobre la base de fendmenos de asociacién y disociacidn de sub

unidades (Frieden, 1967). En una enzima monomé&rica podria
producirse un fendmeno semejante si 1la Ccooperatividad fuera
la consecuencia de 1a entrada del sustrato a un sitio alos-
térico (Frieden, 1964). También si se produjera, inducido
por el sustrato, un cambio en 1la proporcidn de formas enzimi
ticas con diferente afinidad por el sustrato o con distinta
actividad catalitica, haciendo que predomine la forma de 1la
enzima con mayor afinidad o COon mayor actividad catalitica
(Ainslie et al., 1972; Ricard et al., 1974) (ver Discusidn).
Cualesquiera fueran la estructura de 1a glucoquinasa y la
explicacién de 1la Cooperatividad con glucosa, parecid intere
sante pesquisar si la presencia de los sustratos alternativos
manosa, 2-desoxiglucosa y fructosa, asi como del inhibidor

competitivo N—acetilglucosamina, eéra capaz, por una parte,
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de disminuir el grado de cooperatividad Y, POr otra, de
producir activacidn. Se explord también el efecto de. la galac-
tosa, la cual, si bien no inhibe 1la fosforilacidn de gluco-

sa (Salas et a1l., 1965) , podria servir como control de espe-

cificidad.

( a) Efecto de N-acetilglucosamina

| La N-acetilglucosamina habfa sido descrita como inhibidor
| competitivo respecto a glucosa en la reaccidn catalizada por
‘ la glucoquinasa (Walker Y Rao, 1963; Salas et al., 1965;
Parry y Walker, 1966; Gonzdlez et aj., 1967). E1 grifico de
dobles reciprocos de 1a figura 35a confirma estos resulta-
1 dos y muestra el aumento del Ko 5 para glucosa, sin cambio de
la Vyax, con concentraciones variables de N—acetilglucosami_
' na. En la figura 35b ge linearizaron las curvas, utilizando
en la abscisa la concentracidn de glucosa elevada al exponen
teny, con lo que se obtuvo un tipico patr8n de inhibicién
competitiva. Resultados similares a los de la figura 354,
en cuanto al tipo de inhibicidn, se obtuvieron en otros ex-
perimentos realizados a PH 8,0 en vez de 7,5, usando gluco-
quinasa de mayor actividad especifica y un rango mayor de
concentraciones de N-acetilglucosamina (hasta 10 mM) .

Para determinar la constante de inhibicién (K;) vy elegir
las concentraciones adecuadas del inhibidor en futuros expe -
rimentos, se examinaron las velocidades iniciales en funcidn

de las concentraciones del inhibidor, a varias concentraciones
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Figura 35. Gnrdficos de dobhles reciprocos para La inhibicién

de La glucoquinasa pon N-acetilglucosamina. En el grafico

de la derecha (b) se elevaron las concentraciones de glucosa

al exponente n, correspondiente a cada concentracidn de N-

acetilglucosamina. La actividad fosforilante de glucosa se

determind a concentraciones variables de este sustrato (1 a

200 mM) en presencia de diferentes concentraciones fijas del

inhibidor N-acetilglucosamina. La glucoquinasa (5 a 15 mU;

método 1; etapa de Sephadex; act. esp. 1,6 U/mg de proteina)

se midid a pH 7,5 mediante el énsayo la y la reaccidn se ini

cid con la adicidn de glucosa. Los resultados se normaliza-

ron a la actividad de 15 mU de enzima. Los paridmetros ciné-

ticos ngy KOS se obtuvieron de 1los graficos de Hill corres

pondientes y fueron:

GlcNAc KO.S nH

mM Glc, mM
(@) 0,00 7,5 1,50
(o) 0,19 11,5 1,464
(m) 0,38 16,5 1,43
Q) 0,76 24 1,42

o) 1,52 36 1,41
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fijas de glucosa. Los resultados se muestran en el gri-
fico de Dixon de 1la figura 36, donde se coloca el valor re-
ciproco de la velocidad en funcidén de 1a concentracidn del
inhibidor. Las lineas aparentemente rectas obtenidas a con-
centraciones de glucosa sobre 4 mM, se cortan en el cuadran-
te izquierdo superior e indican que la inhibicidn por N-ace
tilglucosamina es linealmente competitiva con glucosa, con
una K;j de 0,14 mM. De experimentos realizados con otros pro-
pdsitos se pudieron tener valores de K; muy semejantes (0,11
a 0,13 mM). Aun m&s, con una preparacidn obtenida con el
Metodo 1 y haciendo los ensayos a pH 7,5, también 1la K; fue
igual, 0,15 mM. Estos valores son ligeramente inferiores a
los descritos anteriormente, 0,38 mM (Gonz&lez et al., 1967)
y 0,5 mM (Walker y Rao, 1963; Salas et al., 1965 ; Parry y
Walker, 1966).

Sin embargo, al realizar los estudios con muy bajas con-
centraciones de glucosa (= 2 mM), los graficos de Dixon no
son lineales, sino curvos, con una concavidad inferior, reme
dando en cierta forma una inhibicidn competitiva parcial. Es
to puede apreciarse en el recuadro de la figura 36, donde
con linea continua se muestra el total de los datos obtenidos
con glucosa 2 mM, ilustrado s®lo parcialmente en el grafi-
co principal y, con linea cortada, los datos obtenidos en o-
tro experimento a esa misma concentracién de glucosa. La no
linearidad en la inhibicidn por N-acetilglucosamina a baja

concentracidn de glucosa puede apreciarse muy bien en 1la
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Figura 36. Grdfico de Dixon de La Lnhibiedibén por N-acetil-

glucosamina de fLa glucoqudinasda. La actividad fosforilante
de glucosa se determind a distintas concentraciones fijas de

este sustrato: 2 (0O), 6 (O), 10 (&) v 20 (® ) mM, en pre-
sencia de concentraciones variables del inhibidor N-acetilglu

cosamina, segin se indica en la figura. La glucoquinasa (6,5

a 13 mU; método 2; etapa de Sephadex G-100; act. esp. 2,8
U/mg de proteina) se midid a pH 8,0 mediante el ensayo la, y
Los resul-

En

la reaccidn se inicid con’ la adicidn de glucosa.
tados se normalizaron a la actividad de 6,5 mU de enzima.

el grafico inserto, con linea continua se muestra el resulta

do obtenido con glucosa 2mM -en presencia de concentraciones

de N-acetilglucosamina hasta 2 mM, de las cuales en el grafi

co principal aparecen solo hasta 0,38 mM (flecha en el gra-

fico inserto). Con linea cortada se ilustra otro experimen-

to a glucosa 2 mM, realizado con 4,3 mU de glucoquinasa.
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figura 37, donde se ilustran dos experimentos en que se uti
lizan concentraciones muy bajas (0,1, 0,2 y 0,6 mM) .

Las lineas curvas de concavidad inferior observadas en los
grdficos de Dixon a bajas concentraciones de glucosa, indican
que a medida que aumenta la concentracidn de N-acetilglucosa-
mina, el efecto inhibitorio relativo se va haciendo menor.
Esta situacidn puede también expresarse diciendo que a bajas
concentraciones de glucosa se produce una cierta activacidén
de la enzima por N-acetilglucosamina, que de alguna manera con
trarresta la inhibicién. Luego volveremos sobre este punto.

Otra observacidn que parece ser de interés es que en el gréa
fico de Dixon en que se utilizan concentraciones muy bajas de
glucosa, las pendientes de las tangentes trazadas a concentra
cidn cero del inhibidor son mucho menores que las esperadas
del valor de la constante de inhibicidn Ki’ calculada ésta
con las concentraciones de glucosa habitualmente usadas (alre
dedor del KOj ) . Esta situacidén se ilustra en la figura 37, en
la cual se observa que las prolongaciones de las pendientes no
Se cortan en el cuadrante i1zquierdo superior, lo que cinética-
mente sugerirfa la aparicién de un componente aparentemente
incompetitivo. En otras palabras, 1la N-acetilglucosamina de
beria estar interactuando con mds de una forma de enzima,
con distintas afinidades Yy cuya proporcidn relativa serfa dg
pendiente de la concentracidn de glucosa. Como discutiremos

mds adelante, en virtud de nuevos experimentos (ver Discusidn),
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1/v, nmol-! min

[N-Acetilglucosamina], mM

Figura 37. Grdfdco de Dixon de La Anhibicion por N-acetilglu

cosamina a bajfas concentraciones de glucosa. La glucoquina-

sa proveniente de la etapa de purificacidn de Sephadex G-100

(método 2; act. esp. 2,8 U/mg de proteina) se ensayd a concen

traciones fijas de glucosa, en presencia de concentraciones

variables de N-acetilglucosamina segln se indica en 1la figura.

La actividad fosforilante de glucosa se determind a pH 8,0 a

través del ensayo la.

a)
de
se

b)

25 a 100 mU de glucoquinasa se ensayaron a concentraciones
glucosa de 0,2 (@), 0,6 (@) y 2 mM (O). Los resultados
normalizaron a la actividad de 100 mU de glucoquinasa.

130 mU se ensayaron a concentraciones de glucosa de 0,1

(O0) vy 0,2 mM (@)
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es posible postular que la enzima inicialmente presente (E1)
genera una nueva forma de enzima (Ery) al interactuar con
glucosa, y que ésta persiste un cierto tiempo al liberarse
del complejo enzima-glucosa. La figura 38 esquematiza esta
situacidn. La nueva forma Er serfa la predominante en pre-
sencia de elevadas concentraciones de glucosa, alrededor del
Kg.5 o superiores, y tendria una alta afinidad por N-acetil
glucosamina, es decir, una muy baja K;. Esta nueva forma EII
corresponderia a la "forma activada" de la glucoquinasa, con
mayor afinidad por glucosa, que da origen a la cinética sig-
moidea con glucosa y con manosa y que analizaremos en detalle
en la Discusidn. En las condiciones en que se realizaron los
experimentos de las figuras 35 y 36, se estaria visualizan
do la inhibicién competitiva con la forma E;1. Mientras me-
nor es la concentracidn de glucosa, mayor es la proporcién,
de la forma Ei, que tendria menor afinidad por N-acetilglu_
cosamina y, por lo tanto, una constante de inhibicibn (K;) ma
yor. En las condiciones de los experimentos de la figura
37 coexistirian Er v Eyr, Y se pondrian de manifiesto tan-
to K; como K., lo que hace aparecer la inhibicidn como de ti
po mixto. E1 aparente componente incompetitivo corresponderia
a la expresibn de K! de la forma Ej.

Otra manera de analizar la interaccidn entre glucosa vy
N-acetilglucosamina a bajas concentraciones de glucosa se i-

lustra en la figura 39, donde se relaciona el valor del
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Figura 38. Modelo propuesto para La interacclin de La glucoquinasa con
glucosa y con N-acetilglucosamina. E1 circulo (conformacidn Ep) repre-
senta el estado conformacional predominante de la glucoquinasa en ausen-
cia de ligandos. El cuadrado (conformacidn EII) corresponde al estado in-
ducido por glucosa (G) o N-acetilglucosamina (N). Kj=k_7/ky; K'i:k_5/k5
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Figura 39. Efecto de La concentracibén de glucosa sobre La
inhibicién nelativa por N-acetilglucosamina. La glucoquina
sa (método 2; etapa Sephadex; act. esp. 2,8 U/mg de protei-
na) se ensayd a concentraciones variables de glucosa en au-
sencia (vo) y en presencia de distintas concentraciones fi-
jas de N-acetilglucosamina (vi). La actividad fosforilante
de glucosa se determind a pH 8,0 mediante el ensayo la. La
reaccidn se inicid mediante la adicidn de glucosa.

a) 48 mU de glucoquinasa se ensayaron en presencia de N-ace-
tilglucosamina 0,38 mM a las concentraciones de glucosa indi
cadas en la figura.

b) La glucoquinasa (10; 12,5; 25 y 100 mU) se ensay0 a
0,2; 0,6; 2; 3 y 6 mM glucosa, en ausencia (vo) y en presen-
cia de las concentraciones de N-acetilglucosamina indicadas

en la figura (Vi)
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cuociente de las velocidades en presencia (Vi) Yy en ausencila
(VO) del inhibidor con la concentracién de glucosa, a concen
traciones fijas del inhibidor. En 39a se observa el hecho pa

rad6jico que la inhibicidn relativa (Vi/vo) por N-acetilgluco

samina 0,38 mM (2,7 veces Ki) se hace mayor a medida que aumen

ta la concentracién de glucosa desde 0,1 hasta 2 mM. En la
figura 39b se presenta una familia de curvas, gque muestra el
mismo fenbémeno al utilizar un amplio rango de concentraciones
de N-acetilglucosamina. De nuevo hay indicacidn, entonces, de
que a bajas concentraciones de glucosa, la N-acetilglucosamina
es menos eficiente como inhibidor. Al incrementar la concen-
tracidén de glucosa por encima de 2 a 3 mM se empieza a obser-
var lo tipico de una inhibicidn competitiva, es decir, va dis-
minuyendo la inhibicidn por N-acetilglucosamina a cualquiera
concentracidén del andlogo.

Los efectos reciprocos de la glucosa y de la N-acetil-
glucosamina en su interaccidn con la glucogquinasa pueden
interpretarse como una accidn cooperativa de la glucosa,
pues a medida que aumenta su concentracidn dentro de
ciertos limites, favorece la accién inhibitoria del andlogo.
El fenbémeno también puede describirse como una inhibicién
cooperativa de N-acetilglucosamina cuando la concentracidn
de glucosa es baja, lo que se ilustra muy bien en la figura
40a. Esta corresponde a dos experimentos realizados a pH
7,5 con una preparacién obtenida con el método 1. En presen

cia de glucosa 0,2 mM se observa una meseta, es decir,
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Figura 40. Efecto de La N-acetdilglucosamina sobre La activi
dad de La glucoquinasa a bajas concentraciones de glucosa.

a) La glucoquinasa (30 mU) proveniente de Sephadex G-100
(método 1, act. esp. 1,6 U/mg de proteina) se ensayd en pre-
sencia de diferentes concentraciones de N-acetilglucosamina,

a dos concentraciones fijas de glucosa: 0,2 (®) y 1,0 mM (O).
La actividad enzimdtica se determind a pH 7,5 mediante el en
sayo la. La reaccidn se inicid por la adicidn de glucosa.

b) Los datos corresponden al experimento descrito en la figu

ra 37a y las concentraciones de glucosa son: 0,2 (0 ); 0,6 ()

y 2 mM (o).
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pridcticamente no hay inhibicidén hasta una concentracidn de
N-acetilglucosamina de 4 mM (> 25 veces Ki)' En el otro expe-
rimento, realizado con glucosa 1mM, la meseta ha disminuido
de tamano, pero incluso se observa una pequena activacidn (10%)
con las concentraciones méds bajas de N-acetilglucosamina. Esta
observacidn recuerda los aumentos de actividad producidos por
inhibidores competitivos en enzimas oligoméricas, aunque en es-
tos casos las activaciones suelen ser iguales o superiores al
100% (Monod et al., 1965). En la figura 40b se presentan expe-
rimentos hechos a pH 8,0 con glucoquinasa purificada por el
método 2,y aunque no se ve el efecto cooperativo de N-acetil-
glucosamina, salvo a glucosa 0,2mM, se aprecia como la inhi-
bicidn relativa es francamente menor al utilizar las concentra-
ciones menores de glucosa, en todo el rango de concentraciones
del inhibidor.

La naturaleza especial de la interaccidén de N-acetilglucosa
mina y glucosa con la enzima, mds alld de la competencia por el
sitio catalitico, se expresa también mediante otros resultados,
que muestran una disminucidn de la sigmoidicidad de la funcidn
de saturacidn con glucosa al aumentar progresivamente la concen
tracidén del andlogo. En efecto, en la figura 41 puede observar-
se que a medida que aumenta la concentracidn de N-acetilgluco-
samina, aumenta el KO'5 para glucosa y disminuye la pendiente
de los gr&ficos de Hill. Llega ahacerse hiperbdlica la funcidn
de saturacidn Uhi=l,0)cuando la concentracidén de N-acetilglu-

cosamina es 10mM (alrededor de 70 veces Kj). La figura 42
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Figura 41. Gnrdficos de HiLEL en presencia de distintas concen
trhaciones de N-acetilglucosdamina. La actividad fosforilante
de glucosa se determind a concentraciones variables de este
sustrato (1 a 400 mM) en presencia de diferentes concentracio
nes fijas del inhibidor N-acetilglucosamina, seglin se muestra
en la figura. La glucoquinasa, 4 a 8 mU (método 2; etapa
Sephadex; act. esp. 4,1 U/mg de proteina) se midid a pH 8,0
mediante el ensayo la. La reaccidn se inicid con la adicidn
de glucosa. Los pardmetros cinéticos se obtuvieron mediante
el programa de minimos cuadrados que ajusta la ecuacidn direc

ta y fueron:

GleNAc Ko.s 'y
oM Glc, mM

0 5,2 1,52
0,36 14,5 1,35
0,96 23 14,33
2,8 58 121
5,6 115 1,13
10,0 268 1,03
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Resumen del efecto de La N-acetilglucosamina 50-

u Se promedid el resul

tado de dos experimentos, uno de los cuales es el que se mos-

trd en la figura 41, donde se describen las condiciones expe-

rimentales usadas (De C&rdenas et al., 1979).
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muestra la variacidn en sentido opuesto que experimentan los

paré&metros K, ¢ Y n,en funcidn de la concentracidn de N-ace-

tilglucosamina.

El hecho que los grificos de la figura 35 sean parabdlicos,

no obstante la presencia de N-acetilglucosamina (hasta 10 veces

la KiLse debe a que la concentracidn del inhibidor no es 1lo
suficientemente grande para producir una disminucidn signifi-
cativa en el coeficiente de Hill.

El cambio de los paré&metros cinéticos inducidos por N-ace-
tilglucosamina da cuenta de las curvas de inhibicidn ilustra-
das en la figura 39, pues existe una muy buena correspondencia
entre la curva calculada de acuerdo con los pardmetros cinéti-
n_ ) y los valores experimentales. Sinembargo, los

0.5" "H

cdlculos basados en los valores de estos paré@metros predecian

cos (K

una franca estimulacidn a muy baja concentracién de glucosa,
gue no se observd experimentalmente. Una posible interpreta-
cidén de esta discordancia,en las concentraciones muy bajas de
glucosa, radicaria en el hecho que para los cdlculos se tomaron
los parémetros cinéticos para cada concentracidn de inhibidor,
y no es segura su validez para las concentraciones muy bajas
de glucosa (0,1 a 0,5mM). En resumen, tanto la cooperatividad de
la inhibicidn como el efecto paraddjico observado a las con-
centraciones bajas de glucosa, podrian ser el resultado de dos
efectos opuestos operando en forma simult&nea: por una parte,
la inhibicién competitiva y, por otra, un cierto grado de

activacidn de la enzima.
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1/v,nmol-1 min

1/ [:Glucosa:],mM"1

Figuna 43. Gndfico de doblLes neclprocos para La Lnhibicidn
de gﬂucoquénaéd por manosa. La actividad fosforilante de
glucosa se determind a concentraciones variables de este sus
trato (1 a 400 mM), en ausencia y en presencia de dos concen
traciones fijas del inhibidor manosa: 6 y 20 mM. La gluco-
quinasa (7,6 mU; método 2; etapa Sephadex; act. esp. 2,8 U/mg
de proteina) se midid a pH 8,0 mediante el ensayo la y la
reaccidn se inicid con la adicidn de ATP (concentracidén final
de 5 mM). En el grafico inserto se elevaron las concentracio
nes de glucosa al exponente Ny correspondiente a cada concen-
tracidén de manosa. Los parametros cindticos obtenidos por el
programa de minimos cuadrados aplicado a la funcidn exponen-

cial fueron:

Manosa KO.S Ny
mM Glc, mM
O) 0 459 1,55
(.) 6 9,1 1,33

(m 20 32,5 0,96
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En todos estos experimentos, en que se usa manosa coOmo in-
hibidor y se mide la fosforilacidn de glucosa, se usb el sis-
tema de ensayo la a pH 8,0 y se inici6é la reaccidn con la adi
cidn de ATP (concentracidén final de 5 mM). La excepcidn la
- constituyd el experimento de la figura 48b, que se inici6 con
la adici6n de glucosa y en consecuencia hubo ciclos cataliti-
cos con acumulacién, aunque pequefia, de manosa-6-fosfato y de
ADP. No hubo problemas en la medicién de la actividad, pues
la enzima auxiliar glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa no oxida
al manosa-6-fosfato.

Con el objeto de determinar la constante de inhibicidn
Ki’ se midieron las velocidades iniciales de fosforilacidn de
glucosa en funcién de concentraciones variables del inhibidor,
a diferentes concentraciones fijas de glucosa (6, 10 y 20 mM).
Se obtuvieron los resultados que se ilustran en el grdfico de
Dixon de la figura 44. Al igual que en el caso de la N-acetil
glucosamina, a concentraciones relativamente altas de glucosa
(> KOJ ), se obtuvieron lineas aparentemente rectas que se COr
tan en el cuadrante izquierdo superior, indicando que la inhi
bicién es competitiva lineal. Se obtuvo un valor de Ki para
manosa de 3,1 mM, que es inferior al de 16 mM, descrito a

pH 7,5 para la enzima de conejo (Salas et al., 1965), y al de

14 mM para la enzima de rata (Parry y Walker, 1966).
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1/v,nmol™ min

0 20 20
[Manosa], mM

Figura 44. Gnrdfico de Dixon de La Lnhibicdién por manosa de
La glucoquinasa. La actividad fosforilante de glucosa se de
termind a distintas concentraciones fijés de este sustrato:

6 (O), 10 (O) y 20 mM (@), en presencia de concentraciones
variables del inhibidor manosa segiin se indica en la figura.
La glucoquinasa (10 mU, método 2, act. esp. 2,8 U/mg de pro-
teina) se midid a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reaccidon
se inicid con la adicidn de ATP (concentracidn final de 5 mM).

Ki==3,l mM manosa.
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En cambio, a concentraciones bajas de glucosa (< K, 5) se
observa que, al igual que en la inhibicidén por N-acetilgluco

samina, pero en forma m&is evidente, se pone de manifiesto un

aparente componente incompetitivo. Asi, los grédficos de Dixon

obtenidos a concentraciones de glucosa de 1y 2,5 mM son para

lelos (Fig. 45). Enel recuadro de la figura 45, se ha dibujado

un grafico con la funciébn de Cornish-Bowden (1974), que da rectas

intersectantes en el caso de una inhibicién incompetitiva.
Con esta funcién se pudo estimar un valor de 5,2 mM para K;.
Este cambio en el patrdén de inhibicidén podria interpretarse
suponiendo que la constante de inhibici6én del componente com
petitivo Ki tiende a hacerse infinita, mientras se hace medi
ble la constante Ki del aparente componente incompetitivo al
disminuir la concentracibén de glucosa.

Una interpretacién, de acuerdo con lo discutido anterior-
mente en relacién con la figura 38, seria suponer que la mano
sa puede unirse a m&s de una forma de enzima con distintas
afinidades. A baja concentracidn de glucosa tenderia a predo
minar la forma con menor afinidad por manosa y por glucosa

(E.) (Fig. 46). La unidén de cualquiera de ambos azdcares a

I
la enzima E; inducirfa un cambio conformacional, originando
una enzima con mayor afinidad y, quizds, con una constante

catalitica mayor (EII)’ como se analizard en la Discusidn.

El experimento ilustrado en la figura 44 mostraria la
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Figura 45. G&dﬁ&co de Dixon de La Ainhibdicdién por manoda de
La glucoquinasa a bajas concentracdones de gKuQOAa Las
condiciones experimentales fueron semejantes a las descritas
en la figura 44 . Se usaron 13 mU de enzima y se determind
la actividad a dos concentraciones de glucosa: 1 (@) vy

2,5 mM (O). En el grdfico inserto se muestran los mismos
datos en un grafico de Cornish-Bowden (S/v.en funcidn de I).
El valor de Ki para manosa, obtenido a partir de la intersec
cidn de las lineas de regresidn correspondientes a las con-

centraciones de glucosa de 1 y 2,5 mM fue de 5,2 mM.
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Figura 46. Modelo propuesto para La interaceilbn de La glucoquinasa con
glucosa y con manoda. E1l circulo (conformacidn Ej) representa el estado

conformacional de la glucoquinasa predominante en ausencia de ligandos .

El cuadrado (conformacidn EII) corresponde al estado inducido por glucosa

=

- . T . - .
(G) o por manosa (M). Ki k_7/k7, K'Yy k_s/& ;K k /k_q,
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K=k, /K, s 13; - k/k_, . Donde, K; < Ky y I K“,{r > Ky -
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inhibicién competitiva con la forma EII'

La merma en la inhibicién al decrecer la concentracidn de
glucosa, se ilustra muy bien en la figura 47, donde se ve que
la inhibicién relativa (v;/v,) por manosa se va haciendo ma-
yor conjuntamente con aumentar la concentracién de glucosa
desde 0,1 hasta 2 6 3 mM. Este fenbfmeno se produce en toda
la familia de curvas generada al utilizar un amplio rango de
concentraciones de manosa. Al igual que en el caso de N-ace
tilglucosamina, manosa €s menos eficiente como inhibidor a
bajas concentraciones de glucosa. Al incrementar la concen-
tracién de glucosa por encima de 3 mM se empieza a observar
lo caracteristico de una inhibicidn competitiva, cual es 1la
disminucién de la inhibicidén al incrementar la concentracién
del sustrato.

Los efectos reciprocos de la glucosa y de la manosa en
sus interacciones con la glucoquinasa pueden interpretarse
como una accidn cooperativa de la glucosa que, al aumentar
su concentracién hasta un cierto limite, favorece la accidn
inhibidora del andlogo. Por otra parte, el fendmeno también
puede expresarse COmoO una inhibicidn cooperativa de manosa
cuando la concentracién de glucosa es baja. Esta situa -
cidén se ilustra muy bien en la figura 48. En los gréaficos
de la izquierda (a) se muestra la inhibicidn relativa
en funcidn de la concentracidn de manosa. Se observa

que en presencia de glucosa 0,1 mM existe una meseta,
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Actividad relativa (v, /vo)

0 2 4 6 8 0 20
Glucosa (mM)

Figura 47. Efecto de La concentracién de La glucosa sobre La Anhibicelin
nelativa por manosa de La glucoquinasa. La glucoquinasa (7 a 28 mU; mé-
todo 2; Sephadex G-100; act. esp. 2,8 U/mg de proteina) se ensayd a con-
centraciones variables de glucosa en ausencia (v,) y en presencia de dis-
tintas concentraciones fijas de manosa (Vi)' La actividad fosforilante

de glucosa se determind a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reaccidn se
inicid mediante la adicidn de ATP (5 mM final). Los puntos son experimen-
tales; las curvas se trazaron de acuerdo a cilculo considerando los para-

metros cinéticos a dichas concentraciones de manosa (Fig.49a).
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Figura 48. Egecto de manosa sobre La actividad de glucoqudi-

nasa a baja concentracién de glucosa.

(13 a 30 mU; etapa de Sephadex,

a) La glucoquinasa método 2,

act. esp. 2,8 U/mg de proteina) se ensayd en presencia de di
ferentes concentraciones de manosa, a dos concentraciones fi

jas de glucosa: 0,1 (@) v 2,5 mM (O). La actividad enzima

tica se determind a pH 8,0 mediante el ensayo.la. La reac-

cidén se inicid por la adicidn de ATP.
b) Grafico de Dixon (l/v en funcidn de la concentracidn de

manosa) correspondiente a los datos del experimento con glu-

cosa 0,1 mM descrito en a)
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es decir, précticamente no hay inhibicidén hasta una
concentracién de manosa de 6 mM (aproximadamente 2 veces Ki)‘
En el otro experimento, realizado con glucosa 2,5 mM, aunque
no se ve en forma clara el efecto cooperativo de manosa, se
aprecia muy bien que, en todo el rango de concentraciones del
inhibidor, la inhibicibén relativa es mayor que con glucosa
0,1 mM. En el grdfico de la derecha (b) se hizo un gréafico
de Dixon con los mismos datos del experimento con glucosa

0,1 mM, pudiendo apreciarse que se obtiene una linea sigmoi-
dea, en vez de una recta. Una situacién similar resultd al
hacer el grafico de Dixon con los datos de los experimentos
con N-acetilglucosamina de la figura 40 (no se muestra).

La interaccién entre manosa y glucosa, que va mé&s alla de
la simple competencia por el sitio catalitico, se expresa
también en los resultados que indican una disminucién de la
sigmoidicidad de la funcidén de saturacidén con glucosa en pre
sencia de manosa, como se comentd a propdsito de la figura
43. En efecto, al aumentar progresivamente la concentracién

del andlogo, junto al aumento del Ky 5 disminuye la pendien-

te de los gr&ficos de Hill (Cé&rdenas et al., 1976; 1977, 1979).

En la figura 49, en el panel de la izquierda (a) se muestra
un experimento en que la reaccidn de fosforilacibén de la glu
cosa se comenzaba con la adicibén del ATP, como era lo habitual

al usar la manosa como inhibidor. En este experimento, al
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Figura 49. Grdgicos de HiRL de La funcibn de saturacién de La glucoqui-
nasa con glucosa, a diferentes concentraciones de manoda. La actividad
fosforilante de glucosa, de la glucoquinasa (método 2; Sephadex G-100;
act. esp. 4,1 U/ mg de proteina) se determind mediante el ensayo la, a

pH 8,0. La reaccidén se inicid con la adicidn de ATP.

a) 4 a 8 mUde glucoquinasa se ensayaron a concentraciones variables de
glucosa (1 a 400 nM) en presencia de diferentes concentraciones fijas del

inhibidor manosa segiin se muestra en la figura.

Man 0.5 My
™ Glc, mM

0 5,0 1,59
0,6 5,8 1,39
6 9,4 1,36
10 14,4 1,22
20 32,5 1,06

b) 4 a 25 mU de glucoquinasa se ensayaron a concentraciones variables de
glucosa (0,2 a 400 mM) en ausencia (O) o en presencia de manosa 6 ™M (@).

(0) n, = 1,52; KO.S = 5,0

1,09; Ky g = 16,3

(@) ny
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aumentar progresivamente la concentracién de la manosa hasta
20 mM, disminuyd el ny desde 1,59 hasta alcanzar un valor de
1,06; mientras que el KOJ aument® desde 5,0 hasta 32,5 mM.
En el panel de la derecha (b) el iltimo componente adiciona-
do al sistema de ensayo fue la glucosa, de modo que durante
la preincubacién existié fosforilacibén de manosa. El efecto
de la manosa fue enteramente andlogo al del experimento ante
rior, alcanzdndose un valor de ny igual a 1,09 con una concen
tracidén de manosa de 6 mM. Al hacer los cdlculos de veloci-

dad basidndose en los valores de los parametros cinéticos

K0 5 Y Dy obtenidos a las distintas concentraciones de manosa,

es posible obtener curvas a las que se ajustan bastante bien
los valores experimentales de la figura 47. Al igual gque en
el caso de la N-acetilglucosamina, se predecia un estimulo a
muy bajas concentraciones de glucosa que, sin embargo, no se
observé experimentalmente. Parry y Walker (1967) describen
una cinética anormal con glucosa (curva bifdsica en un grafi
co de dobles reciprocos), la cual persiste en presencia de
manosa 10 mM y de N-acetilglucosamina 0,2 mM.

Tanto la cooperatividad de la inhibicién como el efecto
paradéjico observado a las concentraciones bajas de glucosa,
podrfan ser el resultado de dos efectos opuestos, operando
simultidneamente: por una parte, la inhibicién competitiva y,

por otra, una cierta activacidén de la enzima. Es decir,
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N-acetilglucosamina y manosa, aunque compiten con glucosa por
el sitio catalitico de la enzima y, por lo tanto, son inhibi-
dores competitivos, serian al mismo tiempo activadores, debi-
do a la posibilidad de generar una forma enzimdtica més acti-
va. Si se comparan ios efectos de la manosa y de la N-acetil
glucosamina, en términos del cuociente [i]//Ki, puede obser-

varse que la manosa es mds eficiente que la N-acetilglucosami
na en transformar la conducta cinética de sigmoidea en hiper-
bélica. En efecto, mientras una concentracién de manosa infe
rior a 10 veces Ki ya logra suprimir la cooperatividad, en el
caso de N-acetilglucosamina se requiere una concentracién su-

perior a 40 veces Ki (Tabla X, p&g. 205).
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c) Efecto de 2-desoxigluctosa y fructosa

La 2-desoxiglucosa, ademds de ser sustrato de la glucoqui
nasa, actia como inhibidor competitivo respecto a glucosa en
la reaccidn de fosforilacidn de este azlGcar (Walker y Rao,
1963; Parry y Walker, 1966). El grdfico de dobles reciprocos
de la figura 50a confirma estos resultados, aunque, como era
de esperar, se tienen lineas parabblicas en vez de rectas.
Puede observarse que en presencia de 2-desoxiglucosa 40 mM

(alrededor de 2 veces Km) se obtiene la misma velocidad maxi

ma para glucosa, con aumento del K . El coeficiente de Hill,

0.5

sin embargo, disminuye de 1,7 a 1,3 (ver mds adelante).

La fructosa, debido a su baja afinidad por glucoquinasa
(alta Km), ha sido poco estudiada. Se la habia descrito como
inhibidor competitivo respecto a glucosa con un Ki de 300 mM

(Parry y Walker, 1966). El grdfico de dobles reciprocos de

la figura 50b confirma estos resultados y muestra, ademds, que

mientras el control sin fructosa es una curva parab&lica, el
experimento en presencia de fructosa 300 mM es una recta, lo
que indica una disminucidn del coeficiente de Hill a un valor
de 1,0. Luego se volverd sobre este punto. Con el fin de de
terminar la constante de inhibicidn Ki’ se estudid la varia-
cidén de la velocidad de fosforilacidn de glucosa en funcidn

de la concentracidn de fructosa, a distintas concentraciones
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Figura 50. Grdgico de dobles reciprocos para Ra Ainhibicién de La §obgo-
nilacibn de glucosa, por 2-desoxiglucosa y por gructosa. La actividad
fosforilante de glucosa, de la glucoquinasa se determind a pH 8,0 me-
diante el ensayo la. La reaccidn se inicid por la adicidn de ATP.

a) 4 a 10 mU de glucoquinasa (método 2; Sephadex G-100; act. esp. 4,8
U/mg de proteina) se ensayaron a concentraciones variables de glucosa

(1 a 400 mM) en ausencia ( O ) o en presencia ( O ) de 2-desoxigluco-

sa 40 mM.
(0) Kg.5 = 5,73 n, = 1,71
(o) Ky = 21,33 ng = 1,3

b) 3 a 6 mU de glucoquinasa (método 2; act. esp. 5,0 U/mg de proteina)
se ensayaron a concentraciones variables de glucosa (1 a 200 mM) en au-

sencia ( @ ) o en presencia de fructosa 300 mM ( O ).

(® ) KO.S = 3,6 n, = 1,56

( 0) K 13,6 n, =1,0

0.5
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fijas de glucosa (4, 8, 15 y 30 mM). Al igual que con mano
sa y con N-acetilglucosamina se obtuvo con fructosa una inhi
bicibén competitiva lineal. La figura 51 ilustra mediante un
grdfico de Dixon (1/v en funcidn de la concentracibn de fruc
tosa) los resultados obtenidos. Las lineas aparentemente rec
tas obtenidas a concentraciones de glucosa entre 4 y 30 mM se
cortan en el cuadrante izquierdo superior, dando un Ki de
107mM, inferior al descrito por Parry y Walker (1967).

La glucoquinasa presenta, al igual que con glucosa, una
cinética no michaeliana con manosa. Por esta razdn, se po-
dria pensar que la manosa serfa capaz de reemplazar con mu-
cha efectividad a la glucosa, ya sea entrando en un segundo
sitio (sitio alostérico) o induciendo un cambio conformacio-
nal que persistiera después de la disociacidn del complejo.

A diferencia de lo que ocurre con manosa, la glucoquinasa
presenta una cinética michaeliana con 2-desoxiglucosa y con
fructosa. Por esta razén se podria pensar que estos Gltimos
az@icares no pueden entrar a un sitio alostérico, si es que
este existe, o inducir un cambio conformacional en la enzima.
Cabria esperar, por tanto, que en contraposicidén a lo que
ocurre con manosa y con N-acetilglucosamina, aquellas no fug

ran capaces de modificar el tipo de conducta cinética con
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Figwwa 51. Grdgico de Dixon de La inhibicibn de La fosgornilacién de glu-
cosa por fructosa. La actividad fosforilante de glucosa se determind a
distintas concentraciones fijas de este sustrato, 4 ( O ), 8 ( @ );
15( @ ) vy 30mM ( ® ) en presencia de concentraciones variables del
inhibidor fructosa (40 a 900), segiin se indica en la figura. La glucoqui-
nasa (3 mU; método 2; Sephadex G-100; act. esp. 4,8 U/mg de proteina) se
midié a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reaccidn se inicid con la adi-
cién de ATP. El valor de K; para fructosa, obtenido a partir de la inter-
seccidn de las lineas de regresidn correspondientes a las diferentes con-
centraciones de glucosa fue de 107 mM. El recuadro muestra el grafico

de Cornish-Bowden (Glc/v en funcidn de fructosa) a las cuatro concentra-

ciones de glucosa usadas.
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glucosa. Sin embargo, la disminucibn de la curvatura en el
grdfico de dobles reciprocos (Fig. 50a) por la presencia de
2-desoxiglucosa o la linearizacidn en presencia de fructosa
(Fig. 50b), corresponden a un cambio en la sigmoidicidad de
la funcidn de saturacién de la glucoquinasa con glucosa,
similar al provocado por la presencia de manosa o de N-acetil
glucosamina. La capacidad de la 2-desoxiglucosa para elimi-
nar la cooperatividad de la glucoquinasa con glucosa, se ilus
tra en los grdficos de Hill de la figura 52, donde se muestran
otros experimentos realizados con una preparacidn distinta de
enzima. Se puede apreciar que a una concentracidn de 2-deso-
xiglucosa entre 100 y 200 mM (5 a 10 veces Km)se obtiene un
valor de Ny de alrededor de 1. El efecto de la fructosa se
resume en la figura 53, donde se observa la disminucidén del
coeficiente de Hill hasta un valor de 1,0, con un aumento del
KOj para glucosa, al incrementar la concentracibn del inhibi
dor.

Los experimentos con 2-desoxiglucosa y con fructosa presen
taron una complicacidn debido a que la glucosa-6-fosfato-des
hidrogenasa, tanto de levadura como higado de rata, es capaz
de oxidar al 2-desoxiglucosa-6-fosfato y al fructosa-6-fosfa
to, aunque con baja actividad. La investigaci6n bibliogrdfi
ca mostrd que la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa de variadas

fuentes, aunque exhibe una alta especificidad de sustrato,
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Figurna 52. Grdgicos de HilL de fa guncibn de satwwcibn de La glucoqui-
nasa con glucosa, a diferentes concentraclones de 2-desoxiglucosa. La
actividad fosforilante de glucosa se determind a concentraciones varia-
bles de este sustrato (1 a 600 mM) en presencia de diferentes concentra-
ciones fijas del inhibidor 2-desoxiglucosa, 40 mM (®); 100 mM (O ) y
200 mM ( { ). Control sin 2-desoxiglucosa ( O ). La glucoquinasa (8 mU;
meétodo 2'; Sefarosa; act. esp. 31 U/mg de proteina) se midid a pH 8,0 me-

diante el ensayo la. La reaccidn se inicid con la adicidn de ATP.

dGlc KO.S nH
vt Glec, mM
(0) 0 5,9 1,6
(@) 40 16 1,3
(0) 100 39 1,1

(0) 200 98 1,0
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Figura 53. Efecto de La fructosa sobre Los pardmetros cinéticos Ky ¢ Y
Nyps de La funcién de saturacidn con glucosa. La glucoquinasa (4 mU;
Sephadex G-150; act. esp. 3,3 U/mg de proteina), se ensayo a diferentes
concentraciones de glucosa (1 a 200 mM) en presencia de diferentes con-
centraciones de fructosa como se indica en la figura. Las demas condi-
ciones experimentales fueron las descritas en la figura 50b. Los para-
metros cinéticos se obtuvieron mediante el programa de minimos cuadra-

dos que ajusta la funcidn directa (Materiales y Métodos, pag. 48).
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ésta no es absoluta, oxidando en algunos casos al galactosa-
6-fosfato y a veces también al 2-desoxiglucosa-6-fosfato, pe
ro no al manosa-6-fosfato (Kirkman, 1962; Greiling y Kisters,
1965; Yoshida, 1966; Anstall y Trujillo, 1967; Broyles y
Strittmatter, 1977). Asi, por ejemplo, la enzima purificada
de eritrocitos puede oxidar al galactosa-6-fosfato y al 2-
desoxiglucosa-6-fosfato aunque con alta Km y baja actividad
catalitica (Kirkman, 1962; Yoshida, 1966). Por otra parte,
existe una variante llamada Kremenchung, descrita en una fa
milia de la USSR, que tiene una gran afinidad por 2-desoxi-
glucosa-6-fosfato (Tokarev et al., 1978).

El hecho que la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa no pre-
sente una especificidad absoluta, trae como consecuencia que
a bajas concentraciones de glucosa, en que normalmente se re
gistra la curva de progreso por un perfiodo de tiempo largo,
12 a 16 min, con el objeto de detectar cualquiera inactiva-
cidn de la enzima, se observe que la curva de progreso pier-
de linearidad, produciéndose una aceleracidn. Esta acelera-
cidén seria la consecuencia de la oxidacibn del 2-desoxigluco
sa-6-fosfato y del fructosa-6-fosfato, que se van acumulando
durante el ensayo. Si se mide la fosforilacidn de 2-desoxi-
glucosa o de fructosa, en ausencia de glucosa y en las condi
ciones habituales del ensayo la, la curva de progreso muestra

una fase retardada, con una velocidad inicial igual a cero.
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Como se comentd en el capitulo sobre ensayos con enzimas auxi
liares, este fenOmeno de retardo en alcanzar el régimen esta
cionario debe interpretarse como la consecuencia de una esca-
sez de enzima auxiliar, derivada en este caso de la alta Km

y baja actividad catalitica de la glucosa-6-fosfato-deshidro
genasa con los ésteres fosfbricos de la 2-desoxiglucosa y de
la manosa. Por ejemplo, con 2-desoxiglucosa 40 mM, en un ex
perimento en que habia 7,4 mU de glucoquinasa por cubeta, se
podfa tener una actividad de 0,08 mU si se trazaba una recta
entre 0 y 6 min de incubacidn y de 0,20 mU, si la recta se
trazaba entre 18 y 24 min.

La contribucidn de los ésteres fosfbdricos de los sustratos
usados como inhibidores, es insignificante a altas concentra-
ciones de glucosa, sobre todo si se toman en cuenta para las
determinaciones de la velocidad solo los primeros 10 min de
la curva de progreso. Sin embargo, a bajas concentraciones
de glucosa y a altas concentraciones de los inhibidores el
error puede ser considerable, especialmente si no se estd muy
atento a la curva de progreso, que debe ser registrada desde
el momento en que se inicia la fosforilacidn de glucosa. Los
blancos sin glucosa dan una cierta correccidn, especialmente
si se toman en un perfodo inicial e igual al de la medida de la
fosforilacidn de glucosa que se desea corregir. No es posible,

sin embargo, tener blancos perfectos en los experimentos en que
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se estudia la interaccibén de la glucosa con estos sustratos
alternativos de la glucoquinasa. Los blancos sin glucosa,
restados en cada ocasidn, corresponden a valores méximos, pues
con toda seguridad son menores en presencia de glucosa y depen
dientes de la concentracién de este azficar, ya que la glucosa
va a actuar como inhibidor competitivo de la 2-desoxiglucosa

y de la fructosa y, por ende, la produccidn de los &steres fos
féricos de estos azdcares debiera ser menor. Mé&s afin, va a
existir también competencia por la enzima auxiliar entre el
glucosa-6-fosfato y los &ésteres fosféricos de los inhibidores.
Luego, la presencia de 2-desoxiglucosa o de fructosa, por efec
to de la correccidn con blancos sobredimensionados, podria
hacer menores los valores de la actividad fosforilante de glu
cosa, especialmente a bajas concentraciones de este sustrato

y a altas concentraciones de los inhibidores. En los experi-
mentos de las figuras 50, 52 y 53 se emplean concentraciones
relativamente altas de inhibidor, especialmente en el caso

de 2-desoxiglucosa, pero al incrementar las concentraciones
del inhibidor deben elevarse también las concentraciones de

la glucosa, lo que disminuye el error, pero no lo elimina to
talmente. La existencia del error podrfa significar un
aumento de la cooperatividad, el que no seria legitimo. A
pesar de esta posibilidad, se observa una franca disminucidn

de la cooperatividad en presencia de los inhibidores, lo que
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hace pensar que las observaciones son vdlidas. Es decir, la
supresién de la cooperatividad por efecto de la presencia de
fructosa o de 2-desoxiglucosa, no serfa atribuible a un error
derivado de la oxidacibén de los ésteres fosféricos de estos
azficares. No obstante, el error metodolégico hace dificil
realizar estudios finos con concentraciones muy bajas de glu
cosa, que serfan deseables con el fin de poder establecer com
paraciones con los efectos de la manosa, cuyo éster fosfbrico
no es oxidado por la glucosa—6lfosfato—deshidrogenasa. Traba
jando a bajas concentraciones relativas de fructosa (alrededor
del Km o menores) y con concentraciones relativamente altas

de glucosa (alrededor del K o superiores) se pudo tener una

0.5
medida confiable de la Ki (Fig. 51). No se hicieron estudios
de este tipo con 2-desoxiglucosa, por lo cual no se determind
la Ki’ Con ninguno de estos sustratos alternativos pudieron
hacerse estudios fidedignos de inhibicifén a muy bajas concen-
traciones de glucosa, similares a los efectuados con manosa.
Esta clase de experimentos requerirfa otra metddica, como la
medicidn directa del glucosa-6-fosfato formado. Podria usar-
se el método radiactivo descrito por Radojkovicd et al.(1978)

para pesquisar si existe cooperatividad en la inhibicidn por

2-desoxiglucosa y por fructosa.
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d) Efecto de galactosa

Con el fin de determinar cuan especifica era la accidn de
los andlogos de glucosa, sobre la funcidén de saturacidn para
este sustrato, se estudib el efecto de la galactosa. Se ha-
bia descrito que este azficar no era sustrato (Salas et al.,
1965; Parry y Walker, 1966; Gonzdlez et al., 1967) ni inhibi
dor de la glucoquinasa (Salas et al., 1965; Grossman et al.,
1974) , aunque Parry y Walker (1966) refieren un valor de Ki
de 83 mM, lo que en cualquier, caso lo convertiria en un mal
inhibidor.

Si la eliminacidn de la cooperatividad de la glucoquinasa
por accidn de los andlogos de glucosa no fuera especifica,
sino que se debiera, por ejemplo, a la concentracidn de poli-
alcoholes presentes en el medio de reaccidn, la galactosa po
drfa resultar efectiva en alterar la cooperatividad, aungque
no se uniera a la enzima o lo hiciera con muy baja afinidad.
La figura 54 muestra los resultados obtenidos al estudiar la
funcidn de saturacibén para glucosa en presencia de una alta
concentracidén de galactosa (320 mM). No se ven alterados

ni n_  a pesar

significativamente los parédmetros Vmax, KOj -

de la gran concentracidn de galactosa usada, lo que confirma
el hecho que la galactosa no es inhibidor. M&s atin, al ex-

plorar el efecto de galactosa a bajas concentraciones de glu
cosa, en un rango entre 0,1 y 1,0 mM, tampoco se observd in-

hibicidn.




203

°r O O-
= /O/——_/‘———_
E & b=
~
g 4 / - .\.
c
- /Ab > 3 ® o
o e )
O V4 ™
o 2r
° ; ! o 1
> 4 05 0.33 0.66
@l v/ [Gic]
0 k) | | |
0 10 20 30

[Glucosa], mM

Figura 54. Efecto de La galactosa sobre La funcién de satwwacion de La

glucoquinasa con glucosa. La actividad fosforilante de glucosa de la glu-

coquinasa (5,9 mU; método 2;

Sephadex G-100) se determind a concentraciones

variables de este sustrato (0,6 a 100 mf), en ausencia (O) o en presencia

de galactosa 320 w1 (@®). Se usb el ensayo la, a pH 8,0 y la reaccidn se

inicid con la adicidn de ATP. El grdfico inserto corresponde a la funcidn

de Eadie-Hofstee aplicada a

(0) Ky s = 4,93 oy

(@) Ky s = 5,0; ny

los datos obtenidos en presencia de galactosa.
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El hecho que galactosa no altere la sigmoidicidad de la
funcidén de saturacidn con glucosa, sugiere que el efecto de
manosa, fructosa, 2-desoxiglucosa y N-acetilglucosamina es i

especifico. \

Comentario general

Al comparar la eficiencia de los sustratos alternativos
manosa, fructosa y 2-desoxiglucosa y del inhibidor competi-
tivo N-acetilglucosamina, en producir la disminucidn de la
sigmoidicidad de la funcidén de saturacidn con glucosa, la
fructosa aparece como el méds eficiente. En efecto, si se
comparan los cuocientes entre la concentracidn del inhibidor
necesaria para disminuir a 1,0 el valor de n., y la Ki res-
pectiva , el cuociente para fructosa es el menor de todos
(Tabla X). El1 andlisis de la tabla X es interesante, ademas,
porque muestra otra indicacidén de que existe especificidad
en la disminucidén del coeficiente de Hill. No basta para la
disminucién solo la concentracidn del polialcohol en el medio,
pues mientras se requiere una concentracién de 10 a 20 mM de
N-acetilglucosamina y de manosa para obtener un IH{ de 1,0,
se necesita una concentracidén de un 6rden de magnitud supe-
rior en el caso de 2-desoxiglucosa y de fructosa. M&s atn,

la galactosa, que no es sustrato ni inhibidor de la
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TABLA X

Eficiencia nelativa de Los andlogos de glucosa para suprimin

La cooperatividad cinética de La glucoquinasa con glucosa

|
|
An&logo LV k7 [al/k (A1, |

‘; mM m mM |

i ‘

| Fructosa 200-300 107 325 2-3 =1 |
Manosa 20 3,1 8 6 -7 2 -3

, 2-Desoxiglucosa 200 e 22 - 10

| N-Acetilglucosamina 10 0,14 - 71 -

a ; ;
\ Corresponde a la concentracidn de anidlogo en presencia de la cual ‘
| se alcanza un valor de 0y de 1,0. Se trata de una concentracidn

aproximada.

bKi es la constante de inhibicidn competitiva obtenida a partir del
grafico de Dixon, al usar el andlogo como inhibidor competitivo res-
pecto a glucosa. K es la constante de semisaturacidn obtenida al
usar el andlogo como sustrato de la glucoquinasa. N-acetilglucosa-
mina no es sustrato.

c %
No se determind.
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glucoquinasa ( Salas et al., 1965; Grossman et al., 1974),
como se confirma en la figura 54, tampoco produce dismi-

nucidn de la sigmoidicidad hasta una concentracidén de

320 mM ( Fig. 54).




6. EFECTO DE ADP Y DE GLUCOSA-6-FOSFATO SOBRE LA

COOPERATIVIDAD CINETICA CON GLUCOSA

Entre los metabolitos que podrian alterar la conducta ciné-
tica de una enzima esté&n los productos de la reaccidn. Si el
mecanismo cinético lo permite, ellos pueden unirse a la enzi-
ma en el sitio catalitico e inducir cambios conformacionales
gue van a alterar el régimen estacionario de conformaciones
existentes en el curso de la reaccidén. Por otra parte, po-
drfan unirse a un sitio alostérico, y actuar como modificado- \
res positivos o negativos, segfin el caso. Por ejemplo, en
hexoquinasa LI de trigo, en la cual se ha descrito un mecanis
mo cinético en secuencia ordenada, donde el fltimo producto
serfia glucosa-6-P, la presencia de éste en el medio de ensayo
acrecienta el grado de cooperatividad negativa con glucosa
(Meunier et al., 1974). Recientemente, estudios de salto de
temperatura han mostrado que el glucosa-6-P es capaz de alte-
rar el equilibrio conformacional de la hexoguinasa LI (Buc
et al., 1977; Meunier et al., 1979).

En el caso de hexoquinasa A de rata, el glucosa-6-P actfa
como efector negativo. Se ha postulado que esta accidn inhi-
bidora es consecuencia de la unidn a un sitio especifico de
la enzima, diferente del sitio catalftico (Crane y Sols, 1954;

Sols y Crane, 1954) y sobre cuya existencia se han dado

207
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pruebas recientemente (Lazo et al., 1980). La unidn induci-

rfa un cambio conformacional en la enzima (Wilson, 1978; 1979).

En piruvato-quinasa L, el ATP, producto de la reaccidn, es

un modulador negativo, el cual aumenta el K 5 para fosfoenol-

0
piruvato y el grado de sigmoidicidad para la funcidn de satura
cidn con este sustrato (Rozengurt et al., 1969).

Parecid, pues, importante estudiar el efecto que sobre la

funcibén de saturacibén con glucosa, pudieran tener los produc-

tos de la reaccibén catalizada por la glucoquinasa .

a) Efecto del glucosa-6-fosfato

Se habfa descrito que la glucoquinasa de higado de rata era
menos sensible a la inhibicién por glucosa-6-P que otras hexo-
quinasas animales (Vifuela et al., 1963; Parry y Walker, 1966;
Gonzédlez et al., 1967). Asimismo, la glucoguinasa de conejo,
a una concentracidn de glucosa de 5 mM y de ATP de 1 mM, no
era apreciablemente inhibida por glucosa-6-P hasta una concen
tracidn de 10 mM (Salas et al., 1965).

Posiblemente, debido a la complejidad derivada del carécter
sigmoideo de la funcidén de saturacidn con glucosa - propiedad
no conocida en los primeros trabajos =-,la inhibicidén por glu-

cosa-6-P con respecto a glucosa descrita por los diferentes
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autores, ha sido de variada naturaleza (Tabla XI). Asi, cuan
do se varfa la concentracidén de glucosa, y se mantiene fijo
el ATP a una concentracidn alta (saturante), se ha obtenido
una inhibicién competitiva, no competitiva o compleja segln
se define en la tabla. M&s alGn, las complicaciones derivadas
de la presencia del glucosa-6-P en el medio de ensayo (ver més
adelante), dificultan la interpretacidén y la comparacifn de
los resultados de los distintos trabajos. En este laboratorio,
Gonzdlez et al.(1967) habfan hecho una observacidn interesante
gque nos sugirid que el glucosa-6-P pudiera disminuir el grado
de sigmoidicidad de la funcidn de saturacidn con glucosa. En
efecto, al hacer estudios de inhibicidén usando preparaciones
frescas de enzima, encontraron que aumentaba la inhibicidn por
glucosa-6-P al incrementar la concentracidén de glucosa. Como
hemos visto a propbsito del efecto de otros metabolitos, la
menor inhibicién a concentraciones bajas de glucosa podria ser
el resultado de dos fendmenos contrapuestos: estimulacidn e
inhibicidn.

Como etapa previa al estudio del efecto sobre la funcidn

de saturacidén con glucosa, se determind la inhibicidn de dife

rentes concentraciones de glucosa-6-P sobre la fosforilacidn
de glucosa. La figura 55 muestra los resultados obtenidos al
variar la concentracién de glucosa-6-P desde 2 hasta 80 mM y

mantener fija la concentracién de glucosa (6 mM) y de ATP
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El rango de concentraciones del sustrato variable fue estimado en la
mayoria de los casos a partir de graficos de dobles reciprocos o de
Dixon, por lo que puede no corresponder con exactitud al rango preci

so estudiado.

La concentracidn de ATP corresponde a la concentracidn total, salvo
en el trabajo de Storer y Cornish-Bowden (1977), en que es la concen

tracidn calculada del complejo MgATP.

El tipo de inhibicidn es similar al debido a MgADP (Tabla XIII)
Corresponde al valor extrapolado en un grdfico de Lineweaver-Burk.

Al usar preparaciones frescas de enzima se obtuvo una mayor inhibicidn
a las concentraciones mayores de glucosa. Al dejar una de esas prepa
raciones en el refrigerador a 4° por 4 meses, se obtuvo una inhibicidn

aparentemente no competitiva pura.

nd: no se determinod
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Figura 55. Efecto del glucosa-6-fosfato sobre La actividad de La gluco-
quinasa. La glucoquinasa (7 mU ; método 2; Sephadex G-100; Act. esp.
2,6 U/mg de proteina) se ensayd en presencia de diferentes concentra -
ciones de glucosa-6-fosfato (2 a 80 mM) a una concentracidn de glucosa
de 6 mM. La actividad enzimatica se determind a pH 7,5 mediante el en -
sayo 2, en presencia de ATP ImM y de una concentracidn de Mg2+ de 2 mM.

Las soluciones de glucosa-6-fosfato se neutralizaron con carbonato de

potasio, antes de ser usadas.
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(1 mM). Las concentraciones de ambos sustratos se eligieron
en torno a los respectivos KO.S' En esas condiciones se ob-
serva una meseta inicial, en que no hay inhibicidén y que se
extiende hasta una concentracidn de glucosa-6-P de 10 mM
aproximadamente. Se explica asi que Salas et al. (1965) no
hayan encontrado inhibici6én por glucosa-6-P (Tabla XI). La
forma de la curva de inhibicién presentada en la figura 54,
indica que se trata de un fenémeno de naturaleza cooperativa.
La Tabla XII muestra que al variar las concentraciones de
glucosa o de ATP, se mantiene la ausencia de inhibicidn por
glucosa-6-P 10 mM (< 5%), lo que sugiere que en otras condi-
ciones de concentracién de glucosa y de ATP persistirfa la
meseta inicial, al menos hasta esa concentracidn de glucosa-6-P.
Efectivamente, asi ocurrid al hacer estudios semejantes a
los de la figura 55 en presencia de ATP 0,5mM o 2 mM
(no se muestra). Al tratar de analizar estos resultados me-
diante los graficos de Dixon o de Cornish-Bowden para esta-
blecer el tipo de inhibicién respecto a ATP y, tratar de de
terminar constantes de inhibicién, se encontrd una situacidn
compleja, pues la inhibicién no correspondia al tipo competi
tivo respecto a ATP, que ha sido descrito por algunos auto-
res (Tabla XI) en experimentos que usan concentraciones rela
tivamente altas de glucosa (> 16 mM). En efecto, en un gré-

fico de Dixon se obtenfa una respuesta bifésicay al extrapolar
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Efecto no snhibidon del glucosa-6-P 10 mM sobre La actividad de La

glucoquinasa?
Glucosa ATP Actividad relativab
mM mM (Ui/vo)
2 0,96
6 0,97
1 5 1,06
2 5. 1,07
6 5 1,02
100 5 1,18

a . . .
La actividad enzimidtica

con ATP 1 & 5 mM.

v, es la velocidad en presencia de glucosa-6-P y Yo

se determind a pH 8,0 mediante el ensayo 2

es la velocidad

en ausencia. Se promediaron los resultados de dos experimentos.
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los valores correspondientes a las altas concentraciones de
glucosa-6-P (donde hay inhibicién), se obtenfa una velocidad
mayor que la existente en ausencia de glucosa-6-P. Dadas
las dificultadas comentadas mids adelante, no se tratd de di
lucidar este punto. Por otra parte, en estudios de inhibi-
cidén por glucosa-6-P, realizados a bajas concentraciones de
glucosa (< 2 mM) también ser observaron mesetas iniciales,
en las cuales no habfia inhibicibén, encontrdndose a veces 1li
gera activacidn.

La inhibicién por glucosa-6-P parece ser cooperativa, lo
que difiere de los resultados de Storer y Cornish-Bowden
(1977) , quienes encuentran una inhibicidén competitiva lineal
respecto a ATP (K; = 11,5) en presencia de glucosa 50 mM vy,
mixta lineal respecto a glucosa (5 a 50 mM) en presencia de
ATP 4,3 mM (Tabla XI). En cambio nuestros resultados no dan
inhibiciones simples ni respecto a ATP ni respecto a glucosa.
La diferencia se deba probablemente a que nuestros estudios
fueron realizados a bajas concentraciones de glucosa (< KO.S)'

Los resultados del estudio de la funcidén de saturacidn de
la glucoquinasa con glucosa en presencia de diferentes concen
traciones de glucosa-6-P se muestran en la figura 56a. La
concavidad de los grdficos de Eadie-Hofstee indica que la pre
sencia del glucosa-6-P no suprime la cooperatividad. Se apre

cia también que se produce una marcada disminucidn de la Vmax
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Gndficos de Eadie-Hofstee de La funcidn de saturacién de La

glucoquinasa con glucosa en presencia de glucosa-6-fosfato.

La actividad

fosforilante de glucosa de la glucoquinasa (método 2; Sephadex G-100) se

determind a pH 8,0 mediante el ensayo 2. Las figuras imsertas muestran

graficos de Hill. Las soluciones de glucosa-6-fosfato se neutralizaron con

carbonato de potasio antes de ser usadas.

a) La glucoquinasa se
a 200 M) en ausencia
y 178 @1 (A). Se usd
(®) Sin Glc-6-P:
(O) Glc~-6-P 15 mM:
(O) Gle—-6-P 89 mM:
(A) Glc-6-P 178 mM:
b) La glucoquinasa se
a 100 aM) en ausencia

- - -,
us0 una concentracion

ensayd a diferentes concentraciones de

(0) y en presencia

de glucosa-6-P 15

una concentracion de ATP

v= 7,3
vV =7,2
V = 4,0
v =2,0
ensayd a

nmol/min;
nmol/min;
nmol/min;

nmol/min;

diferentes concentraciones de

Xo.5
Xo.5
%o.5
Xo.5

de 5 ™M y una
5,9 mM; n
5,2 My n
3,5 mM; n
=2,9mM; n

I

1

glucosa (1
(0); 89(O)

de Mg2+de 12mM.
1,51

1,54

= 1,59

= 1,44

glucosa (0,6

furl
I

= oo o

(---) o en presencia de glucosa—-6-P 35 M (O). Se
de ATP de 0,5 mM y una de Mg2* de 1,5 mM.
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desde 7,2 a 2,0 nmol/min al aumentar la concentracidn del
inhibidor desde 15 a 178 mM. En los grdficos de Hill del
recuadro correspondiente a las funciones de saturacién ob-
tenidas en ausencia y en presencia de glucosa-6-P 89 mM, se

observa que el K disminuye desde 5,9 a 3,5 mM respectiva

0.5
mente, pero que el coeficiente de Hill no varfa (1,51 y

1,59). ©Una situacién semejante se observa con glucosa-6-P

178 mM. Es decir, no se encuentra efecto sobre la coopera-
tividad ni a concentraciones bajas de glﬁcosa—6—P (15 mM)

donde no hay inhibicidn, ni a concentraciones altas (178 mM)
donde la inhibicién es marcada (Fig. 56a).

Debido a que el glucosa-6-P habia sido descrito como inhi
bidor competitivo respecto a ATP, se decidib estudiar el efec
to del glucosa-6-P sobre la funcidn de saturacibén con glucosa
en presencia de baja concentracidn de ATP 0,5 mM.

El grdfico de Eadie-Hofstee de la figura 56b ilustra la
funcidn de saturacidn en presencia de glucosa-6-P 35 mM. La
ligera concavidad obtenida, indica que persiste la cooperati
vidad.

En los grédficos de Hill del recuadro se aprecia que el gra
do de cooperatividad en presencia y en ausencia de glucosa-6-P,
es semejante. El valor del coeficiente de Hill, 1,35 para el
control y 1,38 para la funcién en presencia de glucosa-6-P,

es algo menor gque lo habitual, debido a la baja concentracidn
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de ATP usada (ver capitulo 4). Se observd también una dis-

minucidn en el K desde 2,3 a 2,0 mM en presencia del inhi

0.5
bidor; este efecto aunque pequeno ilustra una tendencia gene
ral. El control se ilustrd en el recuadrb de la figura 56b
s6lo mediante linea de puntos para que se pudiera visualizar
con claridad, pues dada la similitud en los pardmetros, ten-
dia a haber sobreposicidén de los puntos de ambas rectas.

Estos resultados, que senalan claramente que el glucosa-6-P
no afecta la cooperatividad, concuerdan, en general, con los
descritos por Storer y Cornish-Bowden (1977).

Aunque no se observd efecto de glucosa-6-P sobre la coope-
ratividad, a alta ni a baja concentracién de ATP, se encontrd
que el porcentaje de inhibicidén aumentaba al aumentar la con-
centracidn de glucosa, es decir lo mismo que habfan descrito
Gonzé&lez et al. (1967). Storer y Cornish-Bowden, no hacen re
ferencia a este hecho ni al efecto de glucosa-6-P sobre el
%o.5

Los experimentos con glucosa-6-P presentan sin embargo, al
gunas complicaciones que es necesario tener en cuenta y que
pueden dificultar la interpretacidn de los resultados. En pri
mer término, dado que se usa la sal de potasio y que la con-
centracién que debe usarse del ester fosfdrico es relativamen-

te alta, debido a que la constante de inhibicidn es elevada,

cabe hacer la pregunta si la inhibicién se debe al glucosa-6-P




219

I
o al K presente, pues como se mostré en el capitulo 2, es-

te id6n junto con disminuir Vmax, disminuye el K Los cé&l

0.5 °
culos indican que el efecto inhibidor de glucosa-6-P sobre
la Vmax no puede explicarse solamente por la accibn del K+,
pero la presencia de este podrfa introducir variaciones en
el tipo de inhibicibén. Otro problema es que el glucosa-6-P
puede sufrir hidr6lisis espontdnea a pH 8,0, que, aunque len
ta puede ser significativa; esto se traducirfa en un aporte
de glucosa al sistema, lo cual es especialmente grave a ba-
jas concentraciones de glucosa. En nuestros experimentos pa
rece no existir este problema, pues los blancos sin glucosa
obtenidos en ausencia y en presencia de glucosa-6-P fueron
iguales, a todas las concentraciones de glucosa-6-P ensaya-
das. Un tercer problema, m&s grave porque no parece tener
solucidn simple, se refiere a las concentraciones de MgATP,
ATP y Mg2+. En efecto, el glucosa-6-P a altas concentracio
nes interfiere en el control de la concentracidn de MgATP me
diante el uso de un exceso de MgCl,, debido a que el glucosa-
-6-P también secuestra Mg2+. Por esta razdén pareceria acon-
sejable controlar la concentracidn de MgATP usando una con-
centracién de ATP de 1 mM en exceso sobre la concentracidn
de MgCl, comorecomiendan Storer y Cornish-Bowden (1977). Es-

ta solucidn no es perfecta, sin embargo, porque permite la

existencia de ATP libre que es inhibidor de la glucoquinasa,
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competitivo con respecto al MgATP, y con una constante de in
hibicién (Ki) de 2,4 mM (Storer y Cornish-Bowden, 1977). Aun
que el M92+ es también inhibidor, su Ki es algo mayor (7 mM).
Por otra parte, en los experimentos con glucosa-6-P se usa

el ensayo 2, con piruvato-quinasa. El usar ATP en exceso sO
bre la concentracidén de Mg2+, introduce complicaciones, por-
gue por una parte, la piruvato-quinasa requiere Mg2+ (Mac Far
lane y Ainsworth, 1972) y por otra, es inhibida por ATP. Pa
ra contrarrestar estos efectos, si se desea mantener este en
sayo, es necesario aumentar considerablemente las concentra-
ciones de las enzimas auxiliares, lo que a su vez puede traer
problemas debido a actividades secundarias de ellas o a posi-
bles contaminaciones. Todas estas dificultades vuelven muy
problemdticos los estudios con glucosa-6-P, tanto en su reali

zacidén como en la interpretacidn de los resultados.

b) Efecto del MgADP

El andlisis de los estudios de inhibicién por ADP, reali-
zados por los diferentes autores y resumidos en la Tabla XIII
indica que no se trata de una inhibici6n simple, ni respecto
a ATP ni respecto a glucosa. Asi, cuando el ATP es variable
y la glucosa fija, a una concentracidn que puede considerarse

saturante, el ADP puede dar una inhibicidén competitiva, mixta
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a & - .
E1l rango de concentracilones del sustrato variable fue estimado en la ma-
yoria de los casos a partir de grdficos de dobles reciprocos o de Dixonm,

por lo que puede no corresponder con exactitud al rango preciso estudia-

do por los autores.

bLas concentraciones de ATP y de ADP corresponden a las concentraciones
totales usadas, salvo en el trabajo de Storer y Cornish-Bowden (1977) en
que son las concentraciones calculadas de los complejos MgATP, y MgADP
respectivamente, sobre la base de las constantes de disociacidn de los

complejos al pH del ensayo.

Cse obtienen dos rectas (curva bifdsica), tales que la extrapolacidn de los
puntos correspondientes a las concentraciones altas de MgATP da una inhi-
bicidn competitiva y la correspondiente a las concentraciones bajas de ATP
una inhibicidn mixta con interseccidn en el cuadrante izquierdo inferior,
pero cerca del eje (andlisis de los datos de la figura 9 en Parry y Walker,
1966) o en el cuadrante izquierdo superior (figura 7 A en Salas et al.,

1965). En ambos casos se trata de graficos de dobles reciprocos.

. 2+ . 5
dLa concentracidn de Mg es igual a la suma de las concentraciones de ATP

y ADP.

e : ; .
Grificos primarios curvos. Los valores de Ki y Ki corresponden a extrapo

laciones de la conducta a baja concentracidén de ADP en un grafico de Dixon.

fNo se dan datos

nd: no se determind.
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o compleja, seglin se define en la tabla. Diversos factores
varfan en los trabajos analizados, siendo los mds obvios el
pH (7,0 - 7,5 - 8,0) y la razbdn Mg:ATP. Ambos determinan

las concentraciones efectivas de los complejos MgATP y MgADP,

asi como las concentraciones de nucledtidos Llibres y de MgZ+.

Como ya se ha comentado, el ATP libre y el Mg2* son in-
hibidores por si mismos. Todas estas circunstancias dan un
buen grado de complejidad a la interpretacidn y comparacidn
de los resultados, a las que se agrega el que el ADP (o MgADP)
podria interactuar en la enzima no solo en su propio sitio,
sino también en el sitio del ATP. Podria asimismo formar com
plejos ternarios, no-productivos con la enzima y la glucosa
(Storer y Cornish-Bowden, 1977).

Se decidié explorar el efecto del ADP sobre la funcidn de
saturacién con glucosa a una concentracidn baja de ATP (0,5

mM) , pueés en estas condiciones, aunque el valor de n, es algo

H
menor que a las concentraciones habituales de ensayo (5 mM),
cualquiera disminucién del ATP por debajo de esa concentracidn,
produce una gran disminucién del coeficiente de Hill (Fig. 34).
Debido a que la inhibicidén por ADP presenta un componente com
petitivo respecto a ATP (Tabla XIII), su presencia provocaria

una disminucidén en la concentracidn efectiva de ATP y podria

esperarse una disminucidn del coeficiente de Hill.
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Para controlar las concentraciones de MgATP y de MgADP
presentes en el medio de reaccidn, se usd una concentracidn
de Mg2+ de 5 mM en exceso sobre la suma de nucledtidos y un
pH de 8,0, de modo que hubiera un claro predominio de 1los
nucledtidos ligados al metal (88 a 90% de ATP y 76 a 82% de
ADP) (Storer y Cornish-Bowden, 1976a).

La figura 57 muestra los resultados obtenidos con MgADP
a una concentracidn de 5 mM, la que fue efectiva en suprimir
la cooperatividad, como puede apreciarse en los graficos de
Hill presentados. Con otras concentraciones de aDP, 1, 2,5
y 3 se obtuvieron valores de ny de 1,3, 1,23 y 1,15 respec
tivamente. Conjuntamente con la disminucidn del coeficiente
de Hill se produce un decremento en el KO.5 para glucosa, al
aumentar la concentracidén de MgADP. Los resultados obteni-
dos concuerdan en general con los de Storer y Cornish-Bowden
(1977), aunque ellos no hacen referencia al efecto sobre el

K Aunque no se tratd de dilucidar el problema del tipo

0.5"
cindtico de inhibicidn, se concluyd que el MgADP inhibe la
reaccidn glucoquindsica, siendo mayor su efecto a las mayo-
res concentraciones de glucosa y disminuyendo hasta hacerse
nulo (o incluso activante) a las concentraciones menores de
glucosa (Tabla XIV). Este hecho se observa con las distin-
tas concentraciones de MgADP usadas, tanto al compararlas

con el control sin MgADP, como entre varias concentraciones

de MgADP. Storer y Cornish-Bowden no hacen referencia a la
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Figuna 57. Grdgicos de HiL de La guncidn de saturacidn con glucosa en
ausencia y en presencia de ADP. La glucoquinasa ( método 2; act. esp.
31 U/mg de proteina) se ensayd a pH 8,0 mediante el ensayo la a concen-
traciones variables de glucosa (0,2 a 100 mM), en ausencia (O) o en pre-
sencia de ADP 5mM (e) Se usd una concentracidén de ATP de 0,5mM y una
concentracidn de MgC12 5mM en exceso sobre la suma de las concentra-
ciones de ATP y de ADP. El grafico inserto muestra el efecto de ADP so-
bre n.. en experimentos con el mismo disefio experimental y diferentes

H

concentraciones de ADP.
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TABLA XIV

Inhibicién porn ADP a diferentes concentraciones de gl&uco»saa

Ex Glucosa ADP, mM Actividad
p. mM Relativab
0 1 3 5 v. /
§/Y4
0,6 0,36 mU 0,37 mU 1,03
I 4 1,56 mU 0,68 mU 0,44
20 2,49 mU 0,90 mU 0,36
0,4 0,17 mU 0,16 mU 0,94
IT 0,6 0,29 mU 0,24 mU 0,83
20 1,59 mU 0,95 mU 0,60

i FEEEE——

a # o o .
En estos experimentos se hicieron ensayos paralelos a las concentraciones

de ADP indicadas.

b .. : .
Ui corresponde a la actividad determinada con la menor concentraclon

de ADP y v. a la actividad en presencia de la concentracidn mayor de ADP.
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a la existencia de un fenbmeno de esta naturaleza, y no mues-
tran ningtin experimento del cual se pueda obtener informacidn
al respecto. Nuestros resultados sugieren que el MgADP mos-
trarfa una inhibicién de tipo mixto respecto a glucosa. Es-
tudios de inhibicién por ADP de la fosforilacién de 2-desoxi-
glucosa (Monasterio, 1980) indican tambien una inhibicidn mix-
ta, respecto al sustrato glucidico, pero en este caso el Ko.5
para 2-desoxiglucosa aumenta al incrementarse la concentra-
cién del MgADP. Por otra parte, la inhibicidén por ADP respec-
to a ATP como sustrato variable es no competitiva pura, en
contraposicidén a las observaciones con glucosa que indican un
fuerte componente competitivo (Tabla XIII).

La menor inhibicidn a bajas concentraciones de glucosa
puede interpretarse como debida a la disminucidn de la coo-

peratividad y del K lo cual produciria una activacidn que

0.5
a bajas concentraciones de glucosa podria contrarrestar en
gran parte el efecto inhibidor del MgADP. Se trataria de un
efecto parecido al del K y del Na+,aunquedebido a las bajas
concentraciones de ADP empleadas es insignificante la contri-
bucibén en cationes, y por tanto el efecto no podria atribuir
se a la presencia de éstos.

El efecto del MgADP podria interpretarse considerando que
como consecuencia de la presencia de éste, habria una disminu-
cién en la concentracidn del complejo E.MgATP, lo que signi-
ficarfa un predominio de la via de reaccidn que se inicia con

el complejo E.Glc, de acuerdo con lo que analizaremos en la

Discusidn.




7. MANTENCION DE LA ESTRUCTURA MONOMERICA DE LA GLUCOQUINASA

EN LAS CONDICIONES DE REACCION

Los resultados de diversos investigadores indican que la
glucoquinasa es una protefna monomérica bajo condiciones na-
tivas y desnaturalizadoras (Grossman et al., 1974; Maccioni,
1975; Holroyde et al., 1976). Sin embargo, la gran mayoria
de las enzimas con cinética sigmoidea son proteinas oligomé&
ricas (ver Discusidén). Antes de postular un modelo compati-
ble con la conducta cinética observada, era necesario consi-
derar la posibilidad de que la glucoguinasa se polimerizara
bajo las condiciones de ensayo, formando especies molecula-
res en las cuales pudieran ocurrir interacciones entre los
sitios activos, o que presentaran pardmetros cinéticos dife
rentes del monémero. En este Gltimo caso, el desplazamiento
del equilibrio entre las distintas formas por accidén del sus
trato podria originar desviaciones de la conducta cinética
clasica y dar lugar a la aparicidén de curvas de saturacidn
sigmoideas (Frieden, 1967). Es conocido que la presencia tan
to de sustratos, productos y andlogos, como de modificadores
alostéricos, puede afectar en las enzimas considerablemente
el grado de asociacidn de las cadenas peptidicas y sus inte
racciones (Klotz et al., 1970; Frieden, 1971; Levitzki y

Koshland, 1972). ©Un ejemplo muy relacionado con nuestra

228
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enzima es el de las hexoquinasas de cerebro y de corazbdn, las
que se encuentran en forma de mondémero vy de dimero, en equi
librio reversible, que es desplazado hacia el dimero por la
presencia de glucosa-6-P, que es un modificador negativo
(Chakrabarti y Kenkare, 1974; Easterby, 1975). Por otra

parte, la hexoquinasa P de levadura existe en gran parte

II
como mondmero durante el ensayo, aunque es aislada en forma
de dimero (Shill et al., 1974; Shill y Neet, 1975).

Pensando en la posibilidad de una oligomerizacién, se
examiné, por filtracidén en gel, el peso molecular aparente
de la glucoquinasa en condiciones similares a las que operan
durante el ensayo de la reaccidén. Los resultados que se
ilustran a continuacidn, mostraron que en las diferentes con
diciones experimentales usadas, la glucoquinasa elufa como
un pico de actividad Gnico y simétrico, correspondiente a

una proteina del mismo peso molecular que la enzima monomé-

rica (Cadrdenas et al., 1978).

a) Efecto de los sustratos sobre la filtracion de la

glucoguinasa

El efecto de la presencia de los sustratos sobre los per
files de elucidn de la glucoquinasa durante la cromatografia
por filtracidn en gel de Sephadex G-200 se estudid a dos tem
peraturas, 30 y 4°, como se senald en Materiales y Métodos.

La figura 58 ilustra algunos resultados tipicos obtenidos en
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Figura 5& . Penfiles tipicos de elucibn de La glucoquinasa en presencid

de Los sustrhatos. La enzima provenia de una preparacidn en la etapa de
purificacién de Sephadex ( método 2) y su actividad especifica era de

5,1 U/mg de proteina. La columna de Sephadex G-200 (1,2 x 48 cm) era
equilibrada a 30 con amortiguador B enriquecido con los siguientes meta-
bolitos: a) ninguno; b) ATP 5 mM ; c) ATP 5 mM mds glucosa 1 mM; d) ATP

5 mM mas glucosa 100 mM. Las cifras en el maximo de cada pico de elucidn
corresponden a: 1, azul dextrano; 2, alcohol-deshidrogenasa de levadura;

3, ovoalbiimina; 4, mioglobina y 5, P”C]—leucina. . En las fracciones con
glucoquinasa, los valores de actividad mixima, expresados en miliunidades/ml,
eran los siguientes: a) 15,2; b) 9,05 c) 14,2; d)18,3. En todos los experi-
mentos se mezcld 1la glucoquinasa (0,18 unidades) con [1”CJ—leucina y a
menudo con alcohol-deshidrogenasa. Los otros marcadores (azul-dextrano,
mioglobina y ovoalbumina) se filtraban separadamente o junto con[luC]—
leucina. Detalles de esta columna: Vo= 17 ml; Vi = 50;7 ml. Otros porme-

nores se describen en Materiales y Metodos. De Cardenas et al., 1978.




231

experimentos realizados a 30°. Se observd un pico Gnico y
simétrico de actividad glucoguindsica en todas las condicio
nes probadas: a) sin sustratos; b) en presencia de MgATP;
c¢) en presencia de MgATP y concentracién baja de glucosa;
y d) en presencia de MgATP y concentracién saturante de glu
cosa. No se observaron deformaciones en la rama izquierda
de los picos, que pudieran ser interpretadas como pequehnas
cantidades de enzima activa con un cierto grado de agrega-
cidén. Los picos eluyeron siempre en la misma posicidn.
Perfiles muy similares se observaron con otra columna traba
jada a 4° (no se muestra). La glucosa-6-fosfato-deshidroge
nasa y el NADP, que se usan normalmente en el ensayo de la
glucoquinasa, no se probaron, pues la sigmoidicidad de la
funcidn de saturacién con glucosa se observa también cuando
se mide la actividad enzimitica por aislamiento de glucosa-
6-P, en ausencia de la enzima auxiliar y de NADP (Niemeyer
et al., 1975), asi como también cuando se usa el otro sis-
tema de medicidn de actividad (ensayo 2) (ver figura 5).
En la tabla XV se comparan los coeficientes de distribu
cién de la glucoquinasa obtenidos a 30° y con soluciones
de la misma composicidén que las empleadas en los experimen
tos de la figura 58. Se obtuvieron casi idénticos valores
de Kd tanto en ausencia de ambos sustratos como en presen-
cia de MgATP solo, o MgATP mis glucosa a baja (1 mM) o al-

ta (100 mM) concentracién. El valor promedio de Kd de
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Coeficientes de distrnibucidn de La glucoquinasa obienidos por

§iltracion en gek de Sephadex G-200°

Adiciones al amortiguador B Coeficiente de distribucién®
en el solvente de elucidnb

Ninguno 0,479

ATP 5 mM 0,479 - 0,483

ATP 5 mM + glucosa 1 mM 0,494 - 0,494

ATP 5 mM + glucosa 100 mM 0,487

4 De Cardenas et al., 1978

b e . .
Las condiciones de los experimentos se describen en la leyenda de la

figura 58. Otros detalles se suministran en Materiales y Métodos.

€ Coeficiente de distribucidn Kd = (Ve -

VIV = V)
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todos los experimentos fue 0,486 * 0,002, que es igual al
obtenido con la columna a 4° (0,491 + 0,006).

La estimacidn del peso molecular aparente de la glucoqui
nasa se muestra en la figura 59, en la que se relacionan
en escala semilogaritmica los coeficientes de distribucién
de varias protefinas marcadoras con sus pesos moleculares.
La glucoquinasa aparece como una proteina de peso molecular
de 54.400 £ 700, valor muy similar a los obtenidos para la
enzima monomérica (Grossman et al., 1974; Maccioni, 1975;
Holroyde et al., 1976). También se indica en la linea de
regresidn la posicidén que ocuparfia un hipotético dimero de
la glucoquinasa.

Los resultados de la figura 58 muestran con claridad que
en presencia de ambos sustratos, glucosa y MgATP, y de
otros componentes habituales en la mezcla del ensayo de glu
coquinasa, la enzima se recupera de la columna de filtracidn
de Sephadex como una proteina activa finica. El1 MgATP no al
tera la estructura monomérica de la glucoquinasa, aunque el
grado de sigmoidicidad de la funcidén de saturacidn con glu-
cosa es dependiente de la concentracidn del nucledtido
(figura 34). En este aspecto, la glucoquinasa soluble se
diferencia de la glucoquinasa microsémica descrita por
Berthillier y Got (1972), la cual se dimeriza en presencia
de ATP y solo en esta condicidn exhibe una dependencia sig

moidea de la concentracidn de glucosa.
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Alcohol deshidrogenasa
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Figura 59. Estimacion del peso molecular aparente por (LLtracién en

Sephadex G-200. E1 promedio de los valores de K., para la glucoquina-

d
sa presentados en la Tabla XV (0,486 * 0,002) se situd en el grafico
construido con los valores de Kd de las proteinas marcadoras, obteni-
dos en experimentos que se realizaron en las mismas condiciones. D
senala el valor de K, de un hipotético dimero de glucoquinasa. Los

d
detalles experimentales se describen en Materiales y Métodos.
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No hubo tampoco efecto al cambiar la temperatura desde
4°, que es la empleada por los diversos autores que se han |
preocupado del asunto, a 30°, que es la temperatura habi-
tual de ensayo de la actividad. Ademéds de ser la tempera-
tura habitual de ensayo, se eligidé 30° en contraposicidn a
4°, porque a esta temperatura (30°) se ven favorecidas las
interacciones hidrofébicas y por tanto habrfa mds posibili-
dad de pesquisar un posible oligdmero. Asimismo, la varia
cidn en concentracidn de la glucoquinasa en un orden de mag
nitud no modificé la conducta de elucidén (Fig. 60).

En ningn caso se produjo alguna anomalfa del perfil de
elucidn que hiciera sospechar algin grado de heterogeneidad

de la enzima activa.

b) Efecto de la N-acetilglucosamina |

La N-acetilglucosamina a alta concentracidén (10 mM) hace
desaparecer la sigmoidicidad de la funcidn de saturacidn pa
ra glucosa de la glucoquinasa, como se vid anteriormente
(Fig. 41). Dado que se habia descrito que la glucoquinasa
con un cierto grado de oligomerizacidn (posiblemente dimero)
exhibfia una cinética hiperbblica (Niemeyer et al., 1975a),
cabia la posibilidad de que la N-acetilglucosamina estuvie
ra induciendo cambios conformacionales en la enzima que fa-

vorecieran la formacidn de una estructura dimérica. Sin
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Figwa 60. Pergil de elucidn de La §iltracibn en gek de La glucoqui
nasa en presencia de N-acetiﬂgﬂucobamina. La enzima era de la etapa

de cromatografia de afinidad (método 2) con una actividad especifica

de 32 U/mg de proteina. La columna de Sephadex G-200 (1,2 x 48 cm) se
equilibrd a 30° con N-acetilglucosamina 10 mM preparada en amortigua-
dor B. La muestra de glucoquinasa (1,7 Unidades) se mezcld con alco-
hol-deshidrogenasa de levadura y T20. El azul-dextrano se filtrd so-
lo o junto con T20. Otros detalles se describen en Materiales y Métg

dos.
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embargo, cuando se incluyd N-acetilglucosamina en la solu-
cidén de elucidn durante la filtracidén en Sephadex de la glu
coquinasa, se obtuvo un solo pico simétrico de la actividad
enzimdtica,como se ilustra en la figura 60. El valor de K,
fue de 0,490, es decir igual al obtenido en los experimentos
de la Tabla XV. Hay que destacar que en este experimento la
glucoquinasa de la muestra se encontraba en una concentracidn
alrededor de diez veces mayor que la empleada en los otros
experimentos de esta naturaleza. No obstante el efecto so-
bre la cinética de la enzima, la N-acetilglucosamina no al-

terd su coeficiente de distribucidn en Sephadex G-100.

c) Efecto de los sustratos y los productos

La figura 61 ilustra el hecho que la adicién de una mez-
cla de los sustratos (glucosa y MgATP) y de los productos
(glucosa-6-fosfato y MgADP) a la solucidn de equilibrio vy
elucién, no determina ningln cambio en el perfil de elucidn
de la glucoquinasa desde una columna de Sephadex G-100. En
efecto, se obtuvo en estas condiciones de nuevo un pico si-
métrico y Ginico de glucoquinasa, en la misma posicidn que en
ausencia de los metabolitos. El peso molecular corresponde-
ria al de la enzima monomérica. Un comportamiento similar
se observd en presencia de glucosa-6-fosfato solo. Asi, a

diferencia de lo que ocurre en hexoquinasas de corazdn y de
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Figura 61. Pernfil de elucidn de La giltrnacién en Sephadex de glucoqui
nasa en presencia de Auéinaioé y productos. La enzima provenia de una
preparacidén en la etapa de cromatografia de afinidad (método 2) y tenia
una actividad especifica de 30 U/mg de proteina. La columna de Sepha-
dex G-100 (1,2 x 48 cm) se equilibrd a 30° con amortiguador B contenien
do glucosa 50 mM, ATP 5 mM, glucosa-6-fosfato 50 uM, y ADP 50 yM. La
muestra de glucoquinasa (0,2 Unidades) se mezcld con [ **cl-leucina.

Otros detalles se dan en Materiales y Métodos.
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cerebro, el glucosa-6-P no parece alterar significativamen-

te la estructura monomérica de la glucoquinasa.

d) Comentario general

Toda la informacidn disponible senala gque la glucoguina-
sa estd constituida por una cadena polipeptidica finica. En
efecto, la enzima en condiciones desnaturalizadoras como las
existentes durante una electroforesis en geles de poliacrila
mida en presencia de dodecilsulfato de sodio, aparece como
una sola unidad proteica, con el mismo peso molecular que la
enzima nativa (Grossman et al., 1974; Maccioni, 1975; Holroyde
et al., 1976). El1 hecho que no se produjeran moléculas de
mayor tamano por reaccidn cruzada al tratar glucoquinasa pu
ra con dimetilsuberimidato, a 4°, en presencia de los sustra
tos, apoya la naturaleza monomérica de la glucoquinasa
(Holroyde et al., 1976). Asimismo, la cromatografia por
filtracidn en geles de la glucoquinasa nunca ha indicado la
presencia de formas oligoméricas, aunque se haya realizado
en condiciones muy variadas de fuerza idnica y de composicidn
del medio de desarrollo (Pilkis et al., 1968; Gonzalez y
Ureta, 1969; Pilkis, 1972; Grossman et al., 1974; Maccioni,
1975; Holroyde et al., 1976). La finica excepcidn la consti
tuyd la observacidén de este laboratorio de un cierto grado
de oligomerizacidén en preparaciones envejecidas de glucoqui

nasa purificada; los estados agregados exhibieron una
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cindtica hiperbélica (Niemeyer et al., 1975).

La estructura monomérica de la glucoquinasa es de espe-
cial interés dado el cardcter sigmoideo de la funcidn de sa
turacidn con glucosa, ya que esta cinética exigird una inter
pretacidén diferente a la gque dan los modelos mas conocidos,
que sirven para proteinas oligoméricas (Monod et al., 1965;
Koshland et al., 1966). Por esto, era critico asegurarse
de que la glucoquinasa permanecia como mondmero cuando se
encontraba en condiciones iguales a las que operan durante
el ensayo de la actividad.

Es un punto muy importante en el estudio de una enzima
que presenta cinética cooperativa el establecer cual es su
grado de oligomerizacidn en las condiciones de ensayo, ya
que es ahi donde se presenta el fen6meno de cooperatividad.
En el caso de una enzima monomérica es imprescindible.

De acuerdo con la informacibén disponible existen otras
cinco enzimas monoméricas, que presentan cinética ho hiperbd
lica. Ellas son la ribonuclebsido-trifosfato-reductasa (Beck,
1967; Vitols et al., 1967; Panagou et al., 1972), la ribonu-
cleasa-pancredtica (RUbsamen et al., 1974; Walker et al.,
1975; Walker et al., 1976), la hexoquinasa L; de trigo (Meu-
nier et al., 1974), la S-quimotripsina (Ainslie y Neet,1979)
y la octopina-deshidrogenasa (Olomucki et al., 1972; Monneuse-

Doublet et al., 1978).
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En ninguno de estos casos, sin embargo, se han publicado
pruebas inequivocas de gue no ocurre una oligomerizacidén du
rante el ensayo. Ademds, habria que agregar la hexoquinasa
de levadura que, si bien existe como dimero, en las condi-
ciones de ensayo seria fundamentalmente un mondmero (Shill
et al., 1974). Todas estas enzimas serdn analizadas en la
Discusion.

La demostracidén de la estructura monomé&rica de la gluco-
guinasa, en condiciones de reaccidn, descarta la posibilidad
de que su funcidn de saturacidn con glucosa sea el resultado
de la interaccién entre sitios activos, ubicados en diferen-
tes subunidades de una enzima oligomérica formada durante el
ensayo. También puede excluirse la posibilidad de un equili
brio de formas asociadas y disociadas, en las que las propie
dades cinéticas de la enzima dependieran del peso molecular
de las especies presentes. Los modelos en régimen estacio-
nario presentados por varios autores dan la posibilidad de
cinética no hiperb&licas en enzimas monoméricas (Ferdinand,
1966; Rabin, 1967; Sweeny y Fisher, 1968; Ainslie et al.,
1972; Ricard et al., 1974; Storer y Cornish-Bowden, 1977).
En todos estos modelos se postulan al menos dos caminos ci-
néticamente diferentes de conversidn de los sustratos en los
productos. Se analizaran primero brevemente estos modelos,
y luego se presentard un modelo propio, que da cuenta de la

mayoria de los hechos observados en este y otros laboratorios.




D. DISCUSION

1. INTERPRETACION DE LA CINETICA COOPERATIVA

Los trabajos pioneros de Umbarger (1956) y de Yates y
Pardee (1956) en la década de los cincuenta, mostraron que habia
enzimas como la treonina-desaminasa y la aspartato-transcarba
milasa, respectivamente, que estaban sujetas a regulacidn y
que no se ajustaban a la ecuacidn cinética de Michaelis-Menten,
sino que presentaban una cinética que, al decir de Umbarger,
era "peculiar".

Ha transcurrido alrededor de un cuarto de siglo desde esos
descubrimientos y en este lapso se han descrito numerosas enzi-
mas que presentan desviaciones de la cinética michaeliana clé-
sica (cooperatividad positiva o negativa) y que en la mayoria
de los casos corresponden a enzimas que parecen jugar un papel
importante en la regulacién de las vias metab&licas (Koshland,
1968; Stadtman, 1970).

Junto con la descripcidn del fenfmeno de cooperatividad ci
nética surgid la inquietud de poder explicarlo. Asi, en 1los
Gltimos 15 anos, el estudio de los mecanismos que podrian dar
cuenta de una conducta cinética cooperativa ha ocupado la aten
cidn de diversos grupos de investigadores. La idea principal

que ha dominado el pensamiento en esta drea es la de las

242




243

interacciones alostéricas propuesta por Monod et al. (1963,

1965) y extendida luego por Koshland et al. (1966).

a) Modelos de sistemas en equilibrio rapido

Los principales modelos de sistemas en equilibrio rdpido
para explicar la cooperatividad son los planteados por los
grupos de Monod y de Koshland. Son de equilibrio rdpido por-
que se considera que:

i) Los pasos de unién y de disociacidn de ligandos a la protel

na son muy r&pidos comparados con el paso catalitico.

ii) Los cambios conformacionales inducidos o los desplazamien-

tos de equilibrios provocados por la unién de los ligandos a

la protefna son répidos con respecto a la velocidad de la reac-
cibén catalizada.

Estas dos consideraciones permiten que se alcance un esta
do de cuasiequilibrio (equilibrio r&pido) entre las diferentes
especies de enzima, y entre el ligando libre y el ligando uni-
do a la enzima.

Tanto en el modelo de Monod et al. (1965) como en el de
Koshland et al.(1966) se pone énfasis en la interaccidn entre

las subunidades en el control de la actividad enzim&tica. En
estos modelos, la variacibén sigmoidea de la velocidad en
funcidén de la concentracién de sustrato se interpreta su-

poniendo que la cooperatividad cinética es
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consecuencia de la cooperatividad en la unidn del sustrato
a las subunidades interactuantes de la enzima. La coopera-
tividad cinética queda asi restringida a enzimas oligoméri-
cas. La mayoria de los datos descritos en la literatura son
compatibles con estos modelos, los cuales pueden aplicarse
también a protefinas no enzimdticas que enlazan especificamen

te un ligando, como es el caso de la hemoglobina.

Modelo de transicion concertada de Monod, Wyman y Changeux

En 1965, Monod, Wyman y Changeux propusieron un modelo cu
yos postulados son:
4) Las proteinas alostéricas son oligbmeros cuyos protdmeros
se encuentran asociados de tal manera que ocupan posiciones
equivalentes. Un oligfmero es una proteina que contiene un
ndmero relativamente pequefio de subunidades idénticas cada
una de las cuales se denomina protdmerc.
i4) A cada ligando capaz de formar un complejo estereoespe-
cffico con la proteina, le corresponde uno y s6lo un sitio
de unidn en cada protémero: al sustrato el sitio catalitico
y al modulador (activador, inhibidor) un sitio alostérico,
es decir, un sitio estructural y topol&gicamente distinto

del sitio catalitico.
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{44) La conformacién de cada protdmero estd restringida por

su asociacidn con los vecinos. Es decir, existen restriccio
nes moleculares que hacen que los cambios de conformacidn de
los protbémeros sean concertados.

{v) Los oligdmeros alostéricos pueden existir en al menos dos
estados conformacionales reversibles (R y T), que difieren en
la distribucién y energia de los enlaces interprotoméricos, y
también en las restricciones impuestas sobre los protdmeros.
v) Existe una unidn preferente de cada ligando por algfin esta
do conformacional. Es decir, al ocurrir una transicidén confor
macional (concertada) de un estado a otro, la afinidad de

los sitios estereoespecificos hacia el correspondiente ligag
do se altera.

v{) Al experimentar el oligbfmero la transicidn conformacional
de un estado a otro, se conserva la simetrfia molecular, in-
cluyendo la simetrfa de las restricciones impuestas sobre ca-
da protémero (transicién concertada).

Estos seis postulados del modelo de Monod et al. se pue-
den resumir en dos presunciones fundamentales. Una es la pre
sencia de un equilibrio preexistente entre dos o unos pocos
estados conformacionales de la proteina y, la segunda, es que
cualquier cambio conformacional afecta a todos los protdmeros
de igual manera, lo que permite conservar en todo momento la

simetrfia de la molécula proteica. De ahi que se hable de una
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transicidn concertada. Este modelo es "elegantemente sim-
ple" (Koshland, 1970). Los activadores y los sustratos fa-
vorecen el estado R y los inhibidores el estado T. El des-
plazamiento del estado T al estado R bajo la influencia de
la unién del sustrato explica la cooperatividad. El1 modelo
no permite especies moleculares hibridas y predice, por lo
tanto, solamente la cooperatividad positiva en las interac-
ciones homotrépicas. Pettigrew y Frieden (1977) han exten-
dido este modelo al caso de una reaccidn de dos sustratos
con un mecanismo de unidn al azar en equilibrio rdpido. Han
mostrado, por estudios de simulacidn, que si los estados con
formacionales tienen diferente afinidad por cada uno de los
sustratos se pueden obtener conductas cinéticas diferentes
de las esperadas por simple analogfia con la conducta de unidn
de cada uno de los sustratos por separado. Estos autores re
fieren, aunque no lo muestran, que en ciertas condiciones es
posible la existencia de cooperatividad cinética negativa.
E1l hecho que los postulados de este modelo se refieran a
proteinas alostéricas, hizo que existiera una tendencia a
establecer una relacidn biunivoca entre el fenfmeno de alos
terismo y el de cinética cooperativa. Si bien ambos fenbme
nos estén estrechamente relacionados y ambos pueden ser ex-
plicados a base de flexibilidad conformacional de las pro-

teinas, no son sinfénimos. Esta confusidn se ha visto
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estimulada por el hecho gue muchas enzimas alostéricas pre
sentan también cinética cooperativa y, viceversa, la mayo-
rfa de las enzimas que presentan cooperatividad poseen si-
tios alostéricos. Esto no debe sorprender, ya que ambas
propiedades son importantes en el control metabbdlico y se
podria suponer que han sido seleccionadas a través de la e
volucidn. No obstante, esto no significa que los términos
de alosterismo y de cooperatividad sean intercambiables;
ellos describen dos propiedades diferentes y deben ser dis
tinguidos claramente. AsiI, una enzima alostérica es sola-
mente una enzima que presenta un sitio alostérico y puede

o no tener cinética cooperativa. Por ejemplo, desde hace
tiempo se sabe que la primera enzima en la biosintesis de
histidina (fosforribosil-ATP-pirofosforilasa) es alostérica
(Martin, 1963); sin embargo, no se ha descrito que ella pre
sente cinética cooperativa. Por otra parte, una enzima con
cinética cooperativa puede ser o no ser alostérica. La glu
coquinasa parece ser un ejemplo de enzima no alostérica con
cinética cooperativa.

Los trabajos del grupo de Monod fueron muy importantes
porque dieron un marco conceptual simple para enfocar los
primeros trabajos con enzimas de cinéticas no michaelianas;
definieron ademds muchos términos, lo que contribuyd a evi-
tar confusiones; pusieron énfasis en las caracteristicas de

simetrfa en el disefio de las proteinas y plantearon el rol
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de las subunidades en el proceso cooperativo.

Modelo de transiciones consecutivas de Koshland, Némethy y

Filmer

El modelo de Koshland comparte con el de Monod los postu
lados 44{) y v) y la idea que la proteina es un oligdmero,
pero no requiere condiciones de simetria. Sus presunciones
bdsicas son:

L) La interaccién del ligando con la proteina induce en
ésta un cambio conformacional (encaje inducido) que puede
estar restringido a una sola subunidad de la proteina.

£L4) La interaccidén entre las subunidades es la clave de
los procesos homotrépicos. Segfin la fuerza de dichas inte
racciones, la deformacién que afecta a una subunidad puede
a su vez afectar la forma y estabilidad de las subunidades
vecinas, provocando un cambio conformacional en ellas que
ocurrirfia en forma consecutiva, mds bien que concertada.
Solo si la interaccidén es infinita, el cambio conformacio-
nal seria concertado.

Li£) La conducta de los estados conformacionales se puede
describir a base de tres paré@metros moleculares, que descri
ben la energfa del cambio conformacional, la fuerza de la
interaccidn entre las subunidades y la afinidad de los 1li-

gandos a un estado conformacional definido.
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Este modelo, como no requiere el principio de simetria,
permite la existencia de especies hibridas y puede explicar
la aparicibn de cooperatividad negativa y mixta tanto ciné

tica como de unidén (Koshland, 1970).

Modelo de Frieden del segundo sitio

Los dos modelos anteriores consideran enzimas con sitios
mGltiples, en las cuales todos los sitios de unidén del sus-
tratos son catalfiticamente activos y estdn situados en sub
unidades diferentes dentro de la proteina. Es posible, sin
embargo, que una enzima posea sitios de unién del sustrato
que no tengan actividad catalitica y que en cambio jueguen
un papel regulatorio.

Frieden (1964), en un andlisis general de la situacidn
de enzimas cuya actividad esté& influenciada por la unidn
especifica de modificadores a sitios diferentes del sitio
catalitico (alostéricos), considera el casoen que el mismo
sustrato actfia como modificador, originando activacidn o
inhibicidn.

Frieden plantea las siguientes ecuaciones de interaccidn

de la enzima con el sustrato:
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K1 ks

E + S -~ ES —> B + P
K2

E + S SE
K3 kS

SES ——> SE P

Ky Keg
SE + S m—mm> SES —— SE + P

Sobre la base de presunciones de equilibrio r&pido, de-
riva una ecuacidn de velocidad inicial, la cual es de se-
gundo orden con respecto a la concentracifén de sustrato y

es del tipo:

_ £S% + ¢S
= 2 (10)
o h + iS° + jS

Ml <

donde los parémetros f, g, h, i, j, son funciones de las
constantes cinéticas y de las constantes de equilibrio.
N6tese que en este caso no se presume interaccibén de sub
unidades y, por lo tanto:, es aplicable a enzimas monoméricas.
S6lo se presume la existencia de unsegundositio,alostérico,
que al unir el sustrato, puede modificar la constante catali
tica (ks # ke) o afectar la afinidad del sitio activo por el

sustrato (Kj # Ky).
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En una situacidn extrema de unibn cooperativa, el sitio
catalitico estaria accesible al sustrato s6lo después que
éste se ha unido al sitio alostérico y ha inducido un cam-
bio conformacional en la enzima. En este caso, se tendria

lo siguiente:

K
E + S SE -
o
';:—:_—"SES——L—..SE + P

I.a variacidén de la velocidad en funcibén de la concentra

cién de sustrato, en condiciones de equilibrio ré&pido seria:

v ks?
E, aK?2 + S? + oKS

donde K es la constante de disociacién intrinseca.

La ecuacidn de velocidad obtenida es de segundo orden res
pecto a la concentracién del sustrato, afin si o vale 1,0.
La ecuacidén de unidén del ligando también es de segundo orden

con respecto a su concentracién. El grado de sigmoidicidad

aumenta a medida que o disminuye.
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b) Modelos en régimen estacionario

Como contrapartida a los anteriores y con posterioridad,
han surgido modelos que no postulan unidn cooperativa de 1i
gandos, pues no requieren interaccidn de subunidades, Yy
que pueden, por lo tanto, ser aplicados a enzimas monoméri-
cas (como la glucoquinasa). Estos modelos presentan dos
ideas en comn:

L) El sustrato que presenta el fenfmeno de cooperativi
dad puede unirse a mids de una especié enzimdtica para for-
mar producto.

LL) Las distintas especies enzimdticas no alcanzan un
equilibrio rdpido, sino que estén en régimen estacionario.

Las diferencias entre los modelos de régimen estaciona-
rio surgen en el modo de generacidn de las distintas espe-

cies enzim&ticas a las cuales se puede unir el sustrato.

Modelos cinéticos

En el modelo de Ferdinand (1966), las especies enzimati
cas surgen debido al mecanismo cinético de la reaccidn. Se
muestra que en reacciones de dos sustratos puede originarse
una cinética sigmoidea si los sustratos se unen al azar a
la enzima, en condiciones de régimen estacionario y si una

de las vias resultantes es preferida cinéticamente, es
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decir, es mds rdpida (Fig. 62). En este caso, el sustrato
gque presenta cooperatividad podrfa unirse a dos especies en
zimdticas: la enzima libre y el complejo binario formado por

la enzima con el otro sustrato.

Un mecanismo Bi-Bi al azar en régimen estacionario es des

crito por una ecuacidn de velocidad inicial bastante comple-

ja (Dixon y Webb, 1964):

v ciab + c,a’b + cjab?

E, c; + Ccga + Cob + cjpab + cjya? + c1ab? + cjza’b + ciyab?

donde c; a c;yson combinaciones de constantes de velocidad.

€y = kg hogkighigth_yhishighyg
€y = kyyhighighyg
¢y = kighighighis
€y =k koph gk gtk k gk gk g
g = Bogh gRy R g
Ce = Rkghygh_gk_g
Gy == k_lleﬁz/\_3+/\_1 kogh_y+Fk_y k_z/q5
g = kyy k gk gtk koyh gl koghogthykghygthoykigkig
o = h_yhpgh gtk kg gtk kighistR gkigh AR ghighyg
o = Ry kg kigthoy kigkpg iy kighogthigkogbig-tRigleyg kg
ey = hpghogRig R kg by
512 = kyyhygkythiskig k+5
13 = kyy kighiy
1 = Rigkighiy
Crs = kg Roghgth sk gk gtk ok 3k g
16 = Ry kpghost+h_ghigk_g
Crp = R ghigh sthigk gk
C15 = kyghig kg
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ks
E B8 EXY —=—St——3r 4 Productos
k

=

Figuna 62. Secuencia de nreacciones en un sistema enzdimdtico con mecanismo

al azan de undién de sustratos. kikgk_gk_p = kyk k_sk_; (reversibilidad

microscdpica). No se indica el nimero de productos ni el orden de salida

de ellos por no ser de importancia para el andlisis.
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Si uno de los sustratos (por ejemplo B) se mantiene cons

tante, la ecuacidén de velocidad se reduce a:

v iA%2 + iA
(11)

E k + 12 + mA

donde, A es la concentracibn del sustrato A, EO es la enzi-
ma total e i, j, k, 1ym son funciones complejas de la con-
centracidén del sustrato fijo (B) y de productos de las cons

tantes de velocidad.

i = CzB

c1B + c3B? 1 = cin1t+ ci13B

()
I

cg + c10B + C1uBz

3
Il

k = ¢c7 + cq9B + C12B2

Este sistema es de segundo grado en A y no se ajusta a
la ecuacidén clasica de Michaelis. Aunque los graficos re-
ciprocos no son lineales, el alejamiento de la linealidad
serfa imposible de detectar si ambas rutas de formacidén de
EAB son equivalentes. Mediante diferenciacién de la ecua-
cidn (11), Ferdinand (1966) analiza las condiciones que de-
ben cumplir las relaciones entre los pardmetros cinéticos
de esta ecuacidén para la obtencidn de una activacidn por

sustrato o de una inhibicidn. De esta manera establece que

si se cumple la siguiente condicidn:
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ki > mj ; im > jl (12)

se obtiene una cinética sigmoidea para el sustrato variable.
Dado que los pardmetros de la ecuacidn de velocidad son fun-
ciones de la concentracidén del sustrato fijo, su valor depen
derd de la concentracibén de é€ste. Luego, la existencia de
cooperatividad depender&, en este caso, de la concentracidn
del sustrato fijo. Debido a la complejidad de los pardmetros
cinéticos, no es posible reducir la condicibn para la existen
cia de sigmoidicidad a una forma en que pueda visualizarse
una relacidn obvia entre las constantes de velocidad. Parte
de la condicidn seria que ks sea grande respecto a las otras
constantes de velocidad, a fin de que se cumpla la condicidn
de régimen estacionario, y que, por otra parte, ki > ky.

Por esta misma razdn, no debe esperarse necesariamente que,
si se observa cooperatividad positiva respecto de A, deba
observarse en las mismas condiciones inhibicién por B.

En general, cualquier mecanismo cinético que implique mé&s
de un camino para la unidén de una molécula de sustrato al
sitio activo, puede originar una relacidn sigmoidea entre ve
locidad y concentracibén de sustrato (Sweeny y Fisher, 1968;

Fisher et a1., (1972).
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Modelos con transiciones conformacionales

vVarios investigadores (Anderson y Weber, 1965; Witzell,
1967; Frieden, 1970; Ainslie et al., 1972) han discutido
modelos que implican una isomerizacién lenta entre dos for
mas coexistentes de enzimas que poseen un sitio activo Gni-
co. En estos casos, ambos estados unen el sustrato con afi
nidades diferentes o tienen constantes cataliticas distin-
tas. El paso de unidn y el de isomerizaci6én deben estar en
régimen estacionario.

El modelo de transiciones conformacionales lentas propues
to por Ainslie et al., (1972) es el mds elaborado y de ca-
récter mds general y tiene los siguientes postulados bésicos:

i) La enzima puede existir en dos (o m4s) estados confor-
macionales diferentes e interconvertibles en forma lenta en
relacidén a la velocidad de la reaccidén catalizada.

i{) Cada forma enzimdtica puede llevar a cabo un ciclo ca
talitico, pero con diferentes constantes de velocidad.

{ii) La velocidad de interconversidn de ambas formas y su
distribucién estdn influenciadas por la concentracién del
sustrato.

Para el caso de una reaccién Uni-Uni, como la que se
ilustra en la figura 63, la ecuacién de velocidad inicial

describe una dependencia de segundo orden respecto a la con

centracidén del sustrato,
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Figura 63. Modelo de transicién conformacional Lenta aplicado a una
enzima con un sustrato y un producto. El circulo y el rombo representan
conformaciones diferentes e interconvertibles de la enzima, E y E' res-—
pectivamente. A, sustrato y P, producto. El paso lento de intercon -
versidn estda determinado por las constantes cinéticas kg v kjg en el caso
de la enzima libre y por k3 y k4 en el del complejo binario. Adaptado de

Ainslie et al., 1972.
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v d A* + e A
- . (13)
E c + a A + b A

donde, a, b, ¢, d Yy e son combinaciones de constantes ci-

néticas:

a =

b

[-%

P :
T TR TR N T R ST I *16

= kokk (k4 ko) (ko bk
Y Rt T L P S Y A S|

(k. + k +k7)(k14+k

+ %X, & ko (k 3k95 6

af1ot g ¥R O+ Kyg t Ky * Kk

1t ¥ )

15

T kgkyy (kg b R Ry Kok gk Ky ko) Rpkg Lk Ky, + kK p) g b kg

kpgkyy kg * kg dg) Bk 4 Kok ¥ Ky kg )

*hgkglkyy + kyg b ky) (kg + Ky + Kgkyp)

= Rglhghy + kekyy +dgk) ) (igky g % Kokyg ¥ By gy )

*Rpolhghy * kgky ¥ kgky) (kykyy + KRy g Ky k)

+ k4k9(vk6 + k7)(k2k14 + kzk 154’ X,k ) ¥ Rk (kok # k6k

1416 *10tks*y ¥ kyk

2)(k + ko)

12 1 14 15

gk ke * k) (Roky + Kok o % Ky kg )+ kg Uigky + kek) )+ Kk o) (K Ry

k12 14 15

= k. k k. kok

1¥a¥skakyy

kpa + Kyg) * Rpkgky k) Rl ¢k

1747117147166 7)

= k3k5k7(k14 + le) (k]\):9 + k. ko) +kk

10711 4 14‘(1.6(k

+ k_l) (k].k9 + ko ko)

6 10711

+ Kok ko koo (k ko 4+ koK +k7k12)+kkkk(k2k

179714716 7577 6712 §7°10°11 AEPUTRRSPLITY

14 215 ‘14716
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Establecido el régimen estacionario, la velocidad es la
suma de las contribuciones de la enzima en los dos ciclos
catalfticos a una concentracién dada de sustrato. Al variar
la concentracién del sustrato varfa la distribucidn de las
formas enzim&ticas en régimen estacionario y, dado que ellas
tienen diferentes constantes cinéticas, surge la cooperativi-
dad, que puede ser positiva o negativa.

En este modelo, el paso lento de interconversién puede
ser una isomerizacién, una asociacidn-disociacibn o la unidn
de otro ligando (modificador).

Estudios de simulaci6én de este mecanismo han mostrado que
puede originar cooperatividad cinética positiva y negativa,
acompafiada de retardo ("lag") o de estallido ("burst") en
la curva de progreso. La existencia de cooperatividad estéa
aguf mecanisticamente relacionada a la existencia de un es-
tado transitorio, de modo que en este mecanismo pueden ge-
nerarse estados transitorios sin dar lugar a cooperatividad,
pero no viceversa (Ainslie et al., 1972) .

Si la reaccibén enzimdtica implica dos sustratos y dos pro
ductos, el andlisis se hace bastante complejo, pero se siguen
aplicando los mismos principios que para el caso de un sustra
to. Se pueden considerar varios casos limites que implican
diferentes presunciones respecto al efecto de los sustratos
sobre la velocidad de isomerizaci6én (k;3) y al orden en que

ellos se adicionan a la enzima. Una situacibn incompatible
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con el modelo es la de azar en equilibrio rdpido, pues de-
riva en una conducta cinética michaeliana.

El modelo de transicidén lenta ha sido aplicado a hexo-
quinasa de levadura (Shill y Neet, 1975) y a d-quimiotrip-

sina (Ainslie y Neet, 1979).

Transicidén mnembnica

Ricard et al. (1974) propusieron otro tipo de isomeriza
cibn enzimdtica, que llamaron transicidn mnemdnica, basén-
dose en la idea bdsica de Rabin (1967), que plantea que la
enzima que se libera al final del ciclo catalitico presen-
ta una conformacidén diferente a la que tenia cuando inicid
el ciclo. Es decir, cuando el producto (o el ﬁltimo-produg
to en una reaccidn de varios productos ) se libera del si-
tio activo, la enzima "recuerda" por unos instantes la con-
formacibén estabilizada por aquel producto.

Los postulados bdsicos del modelo de transicién mnemdni-
ca son los siguientes:

£) La enzima puede existir en dos estados conformaciona
les interconvertibles, con una constante de equilibrio que
favorece grandemente la presencia de uno de ellos en ausen-

cia de ligandos. Esta es la forma que practicamente inicia

el ciclo.
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{{) La enzima libre que se genera al final de la cat&-
lisis corresponde a la forma menos estable y est& por tan-
to en una conformacidén diferente de la inicial.

LLL) La unidén del sustrato, o del primer sustrato cuando
se trata de reaccidén bimolecular o de orden mayor, a cual-
quiera de las formas induce una nueva éonformacién comfn,
que es requisito para la catédlisis.

Lv) La velocidad de la transicidn conformacional induci
da por el sustrato es diferente para las dos conformaciones.

El concepto de transicién mnemdnica implica necesariamen
te la existencia de un encaje inducido y puede aélicarse
para analizar la conducta cinética de una enzima con un sus
trato (Fig. 64a) o con dos sustratos que sigan un mecanismo
de adicién en secuencia ordenada (Fig. 64b). A diferencia
del modelo de isomerizacidén lenta, que puede aplicarse tan-
to a un mecanismo al azar como a uno ordenado, el de tran-
sicién mnembénica s6lo seria aplicable a este Gltimo. S&élo
con el primer sustrato se produciria cooperatividad y el
grado de é&sta no dependeria de la concentracidn del segundo

sustrato.

Para una enzima mnemdnica que cataliza una reaccidn Bi-Bi

con un mecanismo cinético como el de la figura 64b, la velo-

cidad inicial estd dada por la siguiente ecuacidn:
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O =

<>_kL[L.©_‘<_sQ[;FLLA

Figuwa 64. Modelo de transicifn mnemfnica. E1 circulo, el rombo y el

cuadrado representan diferentes estados conformacionales de la enzima.

A y B, sustratos. P y Q, productos.

a) Modelo para una enzima con un sustrato (A) v un producto (P).

b) Modelo para una enzima con dos sustratos (A y B) y dos productos
(P y Q). El mecanismo ciné&tico de adicién_de sustratos a la enzima y
de liberacidn de productos es en secuencia ordenada.

Adaptado de Ricard et al., 1974.
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Y SBA + €BA?
= " - (14)
E o, + @, B+ (B; + B,B)A + (y,+ Y,B)A

donde A es la concentracién del sustrato A y B la concentra
cién del sustrato B y los coeficientes o, B, Y y § son com-

binaciones de constantes cinéticas:

o = kq (kky + k_sky + k'k_3) (k_, + k_q)

(ks + k_s)
oy = kkaksks (ks +2k _s)
oy = k'k_ok_y (ks + k_5) (koy + k_)
%4 = k_sk_s(k_y + k_g) (kky + k'k 5 + k_5ks3)
o = kkyksk _4k _s
I = ky (kky + k_yky + k'k_5)
(kyks + kik g + k_ kg + k_skg)
B2 = ky (kiks + k-ske)
(kks + k'ky + kiky + kky) + kkkyksky
By = k'k 3k _y (k_ kg + kiks + k_ske + kik_4)
Bs = kyk 3 (k + k') (kiks + k_ske)
Bs = kik _sk g (K'k 2 + k_jks + kkj)
Bs = kkkoksk _4
%1 = kikske (k'k -y + k_sk; + kk3)
Y2 = kykyke (kyky + k'ky + kky + kky)
Y3 = k'kik -2k - 3k¢
Va = kikok _3ke (k + k')
d = klykska (kiks + k_ske)
. = Kk kokykake

Los coeficientes a3 -og, B3-Bg, Y3 ¥ Y, Pertenecen a la ecuacion

general de velocidad, es decir en presencia de productos.
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La cooperatividad se evalfia mediante la segunda derivada
de la funcidén de dobles reciprocos correspondiente a la ecua
cién (14) (Ricard et al., 1974) . El grado de cooperatividad
(I') se obtiene del valor nunérico de la segunda derivada cuan
do 1/A -+ 0. I mide la curvatura de un grdfico de dobles re-
ciprocos en el eje 1/v a concentracién « de sustrato. Para

una reaccidén Bi-Bi como la de la figura 64b el valor de T es:

2k s
I = - (kg — k1) (15)
kiks

De ahi que, seglinel andlisis deRicard et al. (1974), el gra
do de cooperatividad sea independiente de la concentracidn
del segundo sustrato, pudiendo predecirse cooperatividad ci
nética solo para el primer sustrato. La cooperatividad
dependerda de los valores relativos de 1las constantes
de velocidad de las transiciones conformacionales (postula-
do Av). Si ke > ki se tendrd cooperatividad positiva; en
cambio, si k¢ < k1, la cooperatividad cinética serd negativa.

El grado de cooperatividad dependerd pues de la diferencia en

tre los valores de k1 y k6.

En el caso de la hexoguinasa LI' a la cual se ha aplicado
este modelo, se tiene que la cooperatividad negativa con glu
cosa es independiente de la concentracién de MgATP en un am-

plio rango (Meunier et al., 1974), lo cual estaria de acuerdo
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con la ecuacidn (15).

gi la ecuacidn (14) se simplifica, haciendo constante

1a concentracién de B, se tiene la ecuacidn:

2
+
v YA pA (16)
E ¢ + wA? + XA

donde, ¥, p, ¢, WYy A son funciones complejas de la concen

tracidén del sustrato fijo (B) y de productos de las constan

tes de velocidad:

Y = €B w =7y, + Yv2B
p = OB A = B+ B2B
é = o1 + 02B

La ecuacién (16) tiene la misma forma que la ecuacibn

(11) correspondiente al mecanismo al azar en régimen esta-

cionario y que fue examinada por Ferdinand (1966). Notese

que la ecuacidn (13) del modelo de transiciones conformacio

nales lentas es también de igual forma. Lo que varia es el

significado de los pardmetros cinéticos. Seglin el andlisis
matemdtico de Ferdinand, la curva representada por la ecua
cién (16) tendrfa, entonces, un punto de inflexibn si se

cumple una condicidn equivalente a la (12):

oY > Ap ;i WA > pw (17)
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Dado que los pardmetros cinéticos de la ecuacidn (16)
son funciones de la concentracidn del sustrato fijo, sus
valores deben depender de la concentracidén de éste. Luego,
la existencia de cooperatividad deberia depender de la con
centracién del sustrato fijo y no ser independiente como lo
plantean Ricard et al. (1974) a través de la ecuacibn (15).
Cabe, sin embargo, la posibilidad de que, dada la complejidad
de las expresiones que definen los pard@metros cinéticos, la
contribucibén de la concentracidn del sustrato fijo sea de
peso tal en cada uno de los pardmetros que no altere la con
dicidn kl7), o que su alteracidn sea de magnitud tal que
no sea discernible experimentalmente.

Por otra parte, Storer y Cornish-Bowden (1977) conside-
ran que el par@metroTl no es muy sensible para medir el grado
de cooperatividad y que es preferible usar como indice de
cooperatividad el coeficiente de Hill (nH). El hecho que
la hexoquinasa LI de trigo no presente variacidn en el gra-
do de cooperatividad negativa en funcién de la concentracién
de MgATP, podria deberse a que el rango de concentracidn de
MgATP estudiado (0,02 a 1 mM) no fue lo suficientemente am-
plio y que aunque hubiera existido una pequenha variacidn en
la cooperatividad, no hubiera sido detectada mediante el
fndice I', pero quizds lo hubiera sido a través del coeficien
te de Hill. Lamentablemente no es posible determinar con se

guridad este coeficiente con los datos publicados.
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Ricard et al. (1974) plantean que su modelo es muy dife
rente del derivado por Ainslie et al. (1972), bdsicamente
porque primero,en el modelo de transiciones lentas el enca
je inducido no parece ser un componente del esquema y, se-
gundo, porque el cambio conformacional es lento con respec
to a otros procesos; en cambio, el modelo mnemdnico impli-
ca la existencia de un encaje inducido y no se requiere que
las transiciones conformacionales sean lentas. En mi opi-
nidén, sin embargo, estas observaciones no son totalmente
vdlidas, ya que si bien el grupo de Ainslie no insiste ex-
plicitamente en la importancia del encaje inducido, el he-
cho que la unidén del sustrato afecte la constante de velo-
cidad de interconversidn de las formas enzimdticas implica
de hecho un encaje inducido. Por otra parte, el modelo
mneménico requiere que una de las transiciones conformacio
nales, la inducida por el primer sustrato, sea lenta respec
to a los otros pasos, porque de no ser asi pierde sentido
el postulado Lv. Si bien la transicidn mnembénica puede ser
rdpida, la inducida por el sustrato no puede serlo.

A mi entender, la diferencia bédsica entre ambos modelos
reside en que:

£{) En la transicibén mnemdnica el sustrato que presenta
cooperatividad induce un cambio conformacional en la enzima

necesario para la catdlisis; en cambio, en el modelo de
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transiciones lentas esto no es un requisito indispensable,
ya que una vez que se une el sustrato, puede producirse la
catdlisis con o sin cambio conformacional importante.

L4) La interconversibn entre las especies enzim&ticas
libres puede ser relativamente rédpida en la transicién mne
ménica; en cambio, debe ser lenta en el modelo de Ainslie

et al. (1972).




2. APLICACION DE MODELOS A ENZIMAS MONOMERICAS

En su mayor parte, las enzimas con cinética no michaelia
na son protefinas oligoméricas, a las cuales se pueden apli-
car modelos basados en la interaccidn de subunidades. Re-
cientemente, sin embargo, se han descrito unas pocas enzi-
mas monoméricas con cinética atipica. Ellas son la gluco-
quinasa, la hexoquinasa de levadura, la hexoquinasa LI de
trigo, la octopina-deshidrogenasa, la §-quimotripsina, la
ribonucleasa pancredtica y la ribonucledsido-trifosfato-re
ductasa. Analizaremos brevemente a continuacidn como se han
aplicado a estas enzimas algunos de los modelos que presen-
tamos anteriormente. Se daré&n mds detalles sobre la ribonu
cledsido-trifosfato-reductasa, la hexoquinasa de levadura
y la hexoquinasa LI de trigo, consideradas como prototipos

de los modelos.

a) Modelo del segundo sitio

la ribonucleosido-trifosfato-reductasa (EC 1.17.4.2) de
Lactobacillus Leichmannii cataliza la reduccidn de GTP, CTP,
ITP y, en menor grado, de UTP, por ditioles tales como dihi
drolipoato o tiorredoxina reducida. Presenta cooperatividad
positiva con todos los ribonucledtidos en presencia de iones
magnesio (Beck, 1967). La reduccidn de los nucledsido-trifos

fatos es activada en forma especifica por varios de los
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desoxinucledtidos productos de la reaccién. Asi, por ejem-
plo, la reduccidn de ATP es activada por 4GTP, mientras que
la reduccidén de CTP es activada por dATP. Sobre la base de
estudios cinéticos se sugirib que los desoxinucledsido-tri
fosfatos actuarian como activadores debido a que se unirfan
a sitios alostéricos de la enzima (Goulian y Beck, 1966;
Beck, 1967; Vitols et al., 1967) y que los ribonucledtidos
también podrian unirse a un sitio regulador (Beck, 1967;
Vitols et al., 1967).

No obstante ser una enzima con caracterfisticas alostéri-
cas, la ribonucle6sido-trifosfato-reductasa de Lactobacillus
Ledichmannii es un monbémero de peso molecular 76.000, consti
tuido por una sola cadena polipeptidica. No presenta agre-
gacibn en presencia de modificadores alostéricos, como dGTP,
ni de los sustratos ATP y GTP (Panagou et al., 1972).

La ribonucledtido-reductasa fue el primer ejemplo descri
to de una enzima monomérica con cinética no michaeliana en
ciertas condiciones y sujeta a regulacidén por modificadores
alostéricos. Hay que considerar, sin embargo, que los estu
dios de Panagou et al. (1972) no informan acerca de la es-
tructura de la enzima en las condiciones de ensayo o en pre
sencia de alta concentracidn de Mg2+. Esto Gltimo es impor
tante porque el i6n magnesio, ademds de inducir cooperativi

dad cinética en esta enzima, asocia las subunidades de la
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ribonuclebétido-reductasa de E. coli, la cual posee dos tipos
de subunidades débilmente asociadas (Brown Yy Reichard, 1969a).
Una de ellas llevarfia el sitio catalfitico (Brown et al.,

1969) y la otra cumplirfia una funcién regulatoria (Brown vy
Reichard, 1969b), requiriéndose la asociacién de ambas para

la actividad de la enzima.

Basados en la naturaleza monomérica de la enzima de L.
Ledlchmannii, Panagou et al. (1972) interpretan su conducta
cinética sobre la base de la proposicién de Frieden (1964) ,
de que una enzima monomérica con un sitio modificador puede
originar cinéticas no lineales de varios tipos y exhibir ac
tivacidén o inhibicién por metabolitos que se unan a dicho

sitio.

La ribonucleasa pancredtica (ribonucleasa I; EC 3.1.27.5)
estd constituida por una cadena polipeptidica Gnica de
peso molecular 13.600 y presenta varias peculiaridades ciné
ticas. Una de ellas es que la funcién de saturacidn con el
dcido 2',3'-citidflico cificlico (0,8 a 12 mM) y otros sustra
tos sintéticos es sigmoidea a pH sobre 7,2 (Rilbsamen et al.
1974) , acerca de lo cual nos referimos anteriormente (p. 102).
Otra caracteristica es que la funcidn de saturacidn a pH 7
muestra una aparente inhibicién por sustrato, seguida por

una aparente reactivacidn cuando se estudia en un amplio
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intervalo de concentracionesde 2',3'-citidilico cfclico, 0,175
a 139 mM (Walker et al. 1975). Para la explicacidn de esta
Gltima propiedad, a la cual los autores denominan transicidn
dependiente de la concentracidén de sustrato, se ha postula-
do la existencia de sitios diferentes del sitio catalftico,
los cuales podrian unir el sustrato induciendo cambios con-
formacionales. Las formas enzimiticas resultantes tendrian
diferente afinidad por el sustrato en el sitio catalftico y
quizds también una diferente actividad catalftica (Walker et
al., 1975; 1976). Aunque los autores no lo sefalan explfcita-
mente, el modelo que proponen cabe dentro de los conceptos
de Frieden (1964) que comentamos antes (p.249). En el caso
de la ribonucleasa pareceria existir mds de un sitio alosté
rico, pues experimentos de didlisis en equilibrio han mos-
trado unibn mGltiple a la enzima de andlogos de sustrato co
mo el 3'-CMP y el 3'-AMP, los que desplazan el punto medio
de la transicidn a una concentracidn menor de CMP cfclico
(Walker et al., 1976). Estudios posteriores de este mismo
grupo indican que la transicidn alostérica implica una inte
raccidn electrostdtica entre las moléculas de sustrato car-
gadas negativamente y los grupos catidénicos en la enzima
(Walker et al., 1978a). Las condiciones de preparacidn de
la ribonucleasa y de su almacenamiento afectan las propieda

des cinéticas de ella , razdén por la cual no siempre se
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observa una cinética no michaeliana (Walker et al., 1978b).

b) Modelo de transiciones conformacionales lentas

La hexoquinasa de levadura (EC 2.7.1.1, isoenzimas PI y
PII) presenta una aparente cooperatividad negativa con respec
to a MgATP a pH inferior a 7 (Kosow y Rose, 1971). La isoen-
zima PII exhibe en la curva de progreso un estallido de alre-

dedor de un minuto de duracidn a pH 6,5; la forma PI también
presenta un estallido aunque de menor intensidad (Shill y Neet,
1971). La coexistencia en la hexoquinasa de levadura de
cooperatividad y de un estado transitorio, caracteristicas
presentadas también por otras enzimas, llevd a estos f{ltimos
autores a derivar un modelo general que diera cuenta de am-
bos fendmenos: cooperatividad y estados transitorios (Ains-
lie et al., 1972) (p.257).

La hexogquinasa de levadura si bien se habia descrito co-
mo un dimero de peso molecular de alrededor de 100.000, ella
se encontrarfa fundamentalmente como monémero a las concentra-
ciones de enzima usadas en el ensayo habitual, como mostraron
los estudios de sedimentacidn en la ultracentrifuga (Shill
et al., 1974). Para dar una explicacidn de las propiedades

cinéticas de la enzima monomérica (Mr 50.000), Shill

y Neet (1975) estudiaron las constantes de velocidad en la
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fase transitoria del estallido y una vez establecido el ré
gimen estacionario, en diversas condiciones de pH, concen-
tracidén de enzima, de sustratos y en presencia del activa-
dor citrato. Estos estudios les permitieron interpretar

el conjunto de propiedades sobre la base del modelo de tran
siciones conformacionales lentas propuesto por el mismo gru
po de investigadores. Asi, postularon que la hexoquinasa
de levadura existirfia en dos formas: E y E'.

La forma E serifa la mds activa. En presencia de gluco
sa y de MgATP se produciria un desplazamiento lento en la
distribucidén de las formas enzimdticas (histéresis) que fa-
vorecerfa la forma menos activa E', lo cual explicaria el
estallido en la curva de progreso. Es decir, la velocidad
inicial de formacién de producto (¢i) corresponderia a la
distribucidn inicial de formas enzimiticas y decaeria expo-
nencialmente a una velocidad menor (¢II) a medida que E se
convierte en E'. ¢i seria la velocidad previa a la transi-
cién y ¢II serfa la velocidad en el ré&gimen estacionario;
ambas dependerfian de la proporcidn relativa de ambas formas
de enzima en uno y otro momento. A bajo pH la transformacidn
ocurrirfa con un tiempo medio de 1 a 5 minutos (Shill y Neet,
1975). Si inicialmente existiera sbélo una forma enzimdtica
(E) , no debiera haber cooperatividad con ATP al considerar
la velocidad ¢i. Esto es lo que ocurre al estudiar la fun-

cibén de saturacidn de ATP a alta concentracidén de glucosa en
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condiciones de pretransicidn (nH = 1.0); en cambio, durante

el régimen estacionario existe una marcada cooperatividad ne
gativa (nH = 0,06) a alta concentracién del azficar. Esto

puede interpretarse considerando que la glucosa afecta la dis
tribucidn inicial de ambas formas enzimiticas de modo que a
concentracidn alta de glucosa hay una sola forma cinéticamen

te importante (E) que contribuye a ¢i. El cambio producido

por glucosa no serfia lo suficientemente r&pido como para abo

lir la cooperatividad en el régimen estacionario. Por otra

parte, a concentraciones bajas de glucosa existe cooperativi-

dad negativa al considerar tanto b5 (nH = 0,69) como ¢II

(nH = 0,33), lo que sugiere que en estas condiciones las dos
formas de enzima esté&n contribuyendo a la velocidad ¢i. La
funcidn de saturacidén con glucosa es hiperb6lica tanto, al
considerar condiciones de pretransici6n, como de régimen es-
tacionario; sin embargo, a concentraciones de ATP de 5,6 mM
existe una ligera desviacidén de la linearidad en el sentido
de cooperatividad negativa.

El modelo completo de isomerizacién lenta para la hexoqui
nasa monomérica es bastante complejo y estd esquematizado en
la figura 65. En el modelo se ha considerado un mecanismo
cinético al azar porque cualquiera de los sustratos puede ser

el primero en adicionarse a la enzima Yy cualquiera de los pro

ductos el Gltimo en salir; sin embargo, parece existir una
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EP EPQ
EQ’/////// \\\\\\
EA EAG
E EG/
£'A E'AG

Figura 65. Modelo de isomerizacién Lenta aplicado a La hexoquinasa
monoménica de Levadura. E y E' son dos conformaciones diferentes de la
hexoquinasa. A es MgATP y G es glucosa. P y Q representan productos.

Tomado de Shill y Neet, 1975.
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via predominante que operaria a través de los complejos bi-
narios enzima.glucosa (EG) y enzima.glucosa-6-P (EQ) (Collo
wick, 1973). La transicidn es causada por un cambio confor
macional lento que no implicarfia un fendmeno de asociacién-
disociacidn debido a que la transicién ocurre en condiciones
de concentracidén de proteinas donde la enzima es monomérica
(Shill et a1., 1974) o dimérica (Hogget y Kellett, 1976).

Al trabajar a altas concentraciones de enzima, cuando el di-
mero existe en proporcidn importante o mayoritaria, deberia,
por supuesto, también tomarse en cuenta el efecto de las in-
teracciones entre las subunidades (Shill y Neet, 1975).

El modelo considera la isomerizacién EAG - E'AG porque am
bos sustratos parecen ser necesarios para que ocurra la tran
sicién. En efecto, si bien é&sta se produce a bajas concen-
traciones de cualquiera de los sustratos, no es completa a
menos que tanto glucosa como MgATP estén presentes en alta
concentracidén. La isomerizacidn EG - E'G ha sido considera
da porque la cooperatividad con MgATP en condiciones de pre
transicidn (¢i) depende de la concentracidén de glucosa, lo
que podria indicar que glucosa afecta la distribucibén inicial
de la enzima. La isomerizacibn del complejo binario con
ATP (EA » E'A) se incluy6 por la dependencia de la Km aparen
te para glucosa con respecto a la concentracidn de MgATP en

condiciones de pretransicidn.
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Shill y Neet (1975) consideran que debido al hecho que ca
da sustrato puede adicionarse a dos formas diferentes de en
zima, la cooperatividad en régimen estacionario puede verse
afectada por los niveles fijos del otro sustrato.

Mediante estudios cinéticos, Peters y Neet (1976) han pos
tulado que a un pH inferior a 7 la glucosa y el Cr(NHj3), ATP
inducen un desplazamiento lento en la distribucidn de las
formas enzimdticas de la hexoquinasa PII que favorece a la
menos activa (E'). Asi, la preincubacién a pH 6,5 en pre-
sencia de Cr(NH3),ATP y un azfcar (lixosa o glucosa) logra
eliminar el estallido en la curva de progreso, lo que no

ocurre al preincubar con Cr (NHj3), ATP hasta por 48 h.

Estudios de fluorescencia y de espectroscopia en ultravio
leta han mostrado que existe un cambio conformacional indu-
cido por la unidn de glucosa y de Cr(NH3), ATP a la isoenzi-
ma PII’ el cual es diferente de los inducidos por cada 1li-

gando separadamente (Peters y Neet, 1978). Por otra parte,

estudios de filtracién en gel de Wilkinson y Rose (1979),
tendientes a determinar si la pérdida histerética de la ac-
tividad estd asociada a una dimerizacidn, han mostrado que
el cambio conformacional puede ocurrir a nivel del monémero.
Todos estos estudios son consistentes con lo postulado pre-

viamente que la transicidn observada durante el ensayo sea
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causada por una interconversidén lenta de dos conformaciones

con diferente actividad, pero igual estructura Cuaternaria.

En el caso de 1la d—quimotripsina,que €s una enzima monomé
rica con un solo sitio catalitico, se conocfa que podia ex-
perimentar una isomerizacién lenta inducida por cambios de
PH, con cambios de reactividad hacia una variedad de sustra
tos (Garel y Labouesse, 1973; Fehrst, 1972). Puesto que
las transiciones lentas entre dos o mds formas de enzima que
tienen diferentes propiedades cinéticas pueden producir una
cinética cooperativa, Ainslie y Neet (1979) exploraron 1la
posibilidad de que, con algtGn sustratoy en ciértas condiciones
experimentales, ocurriera cooperatividad. Efectivamente, a
PH 9,0 y usando como sustrato el &ster del N-carbobenzoxil-
-L-tript6fano con p-nitrofenol éncontraron cooperatividad
negativa con un coeficiente de Hill de alrededor de 0,6.

A concentraciones altas de este sustrato ( >1,0 uM) se ob-
serv6 inhibicién por sustrato. Los datos obtenidos a con-
centraciones de sustrato en que no existe inhibicién, pudie
ron ajustarse a un mecanismo de transicidén lenta semejante
al esquematizado en 1la figura 63. La conducta cinética no

fue igual con otros sustratos.
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c) Modelo mnembnico

La hexoquinasa L, de trigo es una proteina constituida
por una sola cadena polipeptidica de 50.000 D, con un solo
sitio de unidén de glucosa. Presenta una cinética michaelia
na con respecto a MgATP y una cooperatividad cinética nega-
tiva con glucosa, que se muestra en un grdfico de dobles re
ciprocos como una linea curva de concavidad inferior. El
grado de cooperatividad es evaluado a través de un pardme-
tro (I'), que corresponde a la segunda derivada de la funcidn
de dobles reciprocos a concentracidén infinita de sustrato.
I' es independiente de la concentracién de MgATP y de MgADP
y, en cambio, crece fuertemente con la concentracidén de glu
cosa-6-P (Meunier et al., 1974). La conducta cin&tica de
esta enzima se ha interpretado en base al modelo de transi-
cidn mneménica (Ricard et al., 1974), esquematizado en la
figura 64. La enzima libre existiria en dos estados confor
macionales (circulo y rombo). La colisién de cualquiera de
estas formas con la glucosa (primer sustrato) induciria una
nueva conformacién (cuadrado), igual para ambos estados.
Después de la unidén de MgATP (segundo sustrato) y la libera
cién de MgADP (primer producto), la enzima presenta una de
las conformaciones iniciales (rombo), la cual es estabiliza

da por glucosa-6-P (Gltimo producto). Este ligando se
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unirfa s6lo a uno de los dos estados conformacionales de la
enzima libre (rombo). La cooperatividad negativa para glu-
cosa surgirfa porque ks seria menor que k,, de modo que, al
aumentar la concentracidn de glucosa, aumentarfa la partici
pacidn de la especie menos reactiva (rombo) en el ciclo ca-
talitico (Meunier et al., 1974).

Mediante estudios cinéticos del estado transitorio de la
reaccibn catalizada por hexoquinasa LI’ se han obtenido prue
bas de la existencia de la transicidén mneménica. Asi, usan-
do un sistema de flujo detenido, se ha observado un estalli-
do (burst) en la curva de progreso, el cual se ha interpre-
tado como indicador de un desplazamiento progresivo desde
una especie enzimdtica mds reactiva (circulo) a otra con me-
nor capacidad de unir glucosa en forma productiva (rombo)
Ricard et al., 1977). Por otra parte, estudios de salto de
temperatura han indicado que en ausencia de ligandos el equi
librio estarfa muy desplazado hacia la forma m&s reactiva
(Buc et al., 1977). En cambio, si la enzima se preincuba
con glucosa-6-P y luego se mezcla con los reaccionantes, la
reaccidn presenta un retardo (lag) en vez de un estallido
(burst). Este estado transitorio de retardo corresponderia
al desplazamiento desde una forma poco reactiva (rombo) a
una mas reactiva (circulo), ya que al preincubar con gluco
sa-6-P se estabilizarfa la forma rombo (Meunier et al.,

1979) .
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El andlisis de los datos cinéticos del estado transitorio,
en términos de espectros de relajacidén, indica que la unidn
de glucosa seria un proceso rdpido, que iria seguido luego
por el paso de transicidn conformacional, que seria lento
(Ricard et al., 1979). El hecho que en la hexoquinasa LI la
transicidn conformacional inducida por el sustrato sea lenta,

apoya mis comentarios en la seccidn anterior, al comparar el

modelo de transicidn lenta con el de transicidn mnemdnica.

La octopina deshidrogenasa (EC 1.5.1.11) es una enzima qgue

cataliza la fisidn oxidativa dela octopina para dar, via la formacidn

de una base de Schiff, arginina y piruvato (Doublet et. al., 1975) .

NH, CH3?HCOOH " "
. 2 2 .
NH=C NH + NAD' + H S CH4CCOOH + NH=C{ I + NADH + H
\ | 20 v T NH(CH4 )3 CHCOOH
NH(CH,)3CHCOOH 0

Se la ha encontrado en misculo de invertebrados marinos
y en tejidos vegetales cancerosos. En los invertebrados donde
se la ha descrito, parece desempefiar un papel metabdlico se-
mejante a la lactato-deshidrogenasa, la cual es muy poco
activa o estd ausente (Thoaiet al., 1969).

La octopina-deshidrogenasa de misculo de Pecten maximus L
es una enzima monomérica, cuyo peso molecular es de 38.000.
Se ha establecido que se trata de una proteina monomérica
por varios métodos experimentales: sedimentacidn en equili-
brio en presencia de hidrocloruro de guanidina (6M), electro-

foresis en poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio y por
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el nlmero de péptidos obtenidos por digestidn triptica
( Olomucki et al., 1972).

Los estudios espectrofométricos (Pho et al., 1970) y ciné-
ticos han mostrado que la adicidn de los sustratos a la enzima
sigue un mecanismo en secuencia ordenada, en la cual NAD es
el primer sustrato, seguido por octopina; en cuanto a la libe-

racidén de los productos, L-arginina es el primer producto v

NADH, el Gltimo (Doublet y Olomucki, 1975). Los estudios en
velocidad inicial muestran una cooperatividad ‘cinética nega-
tiva respecto a NAD. El grado de cooperatividad, evaluado a
través del pardmetro T' (pdg. 263), es independiente de la
concentracidén del segundo sustrato octopina, pero dependiente
del Gltimo producto NADH, cuya presencia incrementa el grado
de cooperatividad negativa (Monneuse-Doublet et al., 1978).
Estos autores interpretan la cooperatividad cinética respecto
a NAD sobre la base de un modelo de transicidén mnemdnica muy
semejante al aplicado para la hexoquinasa Ly (Meunier et al.,
1974). La existencia de un segundo sitio de unidén de NAD esti
descartada por estudios de unidn de NAD a la enzima (Baici et
al., 1974). Por otra parte, estudios de sedimentacidn en la
ultracentrifuga muestran un tnico pico simétrico para la apo-
enzima y para el complejo binario Enzima-NAD, con coeficientes
de sedimentacidn iguales, 3,09S y 3,02S respectivamente.
(Monneuse-Doublet et al., 1978 ). Este resultado descartaria
una asociacidn de la enzima por NAD, pero no descarta la posibi-

lidad de una asociacidén en las condiciones de ensayo.




3. PROPOSICIONES DE MODELOS PARA GLUCOQUINASA

Dada su estructura monomérica bajo todas las condiciones
de ensayo, es obvio que las desviaciones de la conducta ciné-
tica de la glucoquinasa no pueden deberse a las interacciones
entre subunidades (Monod et al., 1965; Koshland et al. 1966),
puesto que la enzima estd@ constituida por una sola cadena po-
lipeptidica. Por la misma razén tampoco pueden ser explicadas
por una posible asociacidn reversible de la enzima (Frieden,
1967; Nichol et a1., 1967).

La posibilidad de existencia de dos o méds sitios activos
interactuantes por molécula de glucoquinasa, puede descartar-
se por experimentos de marcacidén por afinidad en los cuales,
al usar el derivado N-(N-bromo[ 1-!%Clacetil)-6-aminohexanoil-
glucosa, se ha mostrado la existencia de un Ginico sitio activo
(Connolly y Trayer, 1979). En efecto, aunque dos moles de
reactivo pueden incorporarse por mol de enzima, solo uno de
ellos parece hacerlo en el area del sitio activo. Esta con-
clusidn surge porque, al hacer los experimentos de marcacidn
en presencia de concentracidn saturante de N-acetilglucosa -
mina (70 mM), hay incorporacidn de un mol de reactivo sin
pérdida de la actividad catalitica. La unidn al segundo sitio
parece ser, en opinidén de los autores, bastante inespecifica.

Hemos propuesto explicaciones para la conducta cinética

de la glucoquinasa que han ido evolucionando con el tiempo.
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Asi han surgido los modelos I, II y III que analizaremos a
continuacidn. Presentaremos también el modelo mnemdénico pos-
tulado por Storer y Cornish Bowden (1977) para la conducta
cinética de la glucoquinasa, el cual también se ha visto mo-

dificado con el transcurrir del tiempo.

a) Modelo I

Debido a las caracteristicas estructurales ya comentadas,
la conducta cooperativa de la glucoquinasa con glucosa y con
manosa debe ser explicada en términos puramente cinéticos.
En un comienzo consideramos simplemente un modelo en ré&gimen
estacionario con unidn al azar de sustratos (Ca&rdenas et al.,
1976; Céardenas et al., 1977), basado en los planteamientos de
Ferdinand (1966) (Modelo I, Fig. 66). Este modelo surgid como
consecuencia de la observacidn de que el grado de sigmoidici-
dad de la funcidn de saturacidn de la glucoquinasa con glu.-
cosa, era dependiente de la concentracidén de MgATP. Como se
recordard, en el capitulo 4 de Resultados se mostrd que a ba-
jas concentraciones del sustrato nucleotidico la funcidn de
saturacidn se hace hiperbdlica.

En el modelo I la reaccidn glucoquindsica operaria median-
te un mecanismo al azar en régimen estacionario, donde habria
dos vias para formar el complejo ternario que llevaria a los
productos. Una a través del complejo binario enzima.glucosa

y otra a través del complejo enzima.MgATP. La via cinéticamente
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E-Gc 4
o Xy
> A,
e E-Go-ATP —<5> P
& w2
@/‘I ); \6&
7N AP T

Figura 66. Modelo 1 postulado para explicarn La cooperatividad cinética
de La glucoquinasa con glucosa. E-Ge complejo binario enzima.glucosa.
E-ATP, complejo binario enzima.MgATP. E-Gc-ATP, complejo ternario enzima.

glucosa.MgATP. P, productos (glucosa-6-P y MgADP).
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preferida seria aquella que implica la unidn de glucosa como
primer sustrato. La cooperatividad surgiria porque la glucosa
podria unirse a dos especies enzimdticas no equivalentes, la
enzima libre y el complejo binario enzima.MgATP. A alta con-
centracidn del sustrato nucleotidico, la enzima existiria en
su mayor parte como complejo binario E.MgATP. En estas condi-
ciones, al ser baja la concentracidén de glucosa, la ruta de

reaccidn seria fundamentalmente la siguiente:

E —— E.MgATP —— E.MgATPGlc ——— productos

A medida que la concentracidn de glucosa fuera en aumento,
la otra ruta, cinéticamente preferida (m&s répida) empezaria
a cobrar importancia y esto produciria un aumento en la velo-
cidad de la reaccidn, mayor que el esperado en una funcidn
hiperbdlica, originando una curva sigmoidea. Cuando la
concentracidn de MgATP fuera suficientemente baja, alrede-
dor de 0,2 veces su valor de KO.S 0 menor, la concentra
cidn delcomplejo binario E.MgATP seria despreciable. Este
hecho permitiria que la glucosa ain a bajas concentraciones
podria unirse a la enzima libre que ahora serfa 1la espe
cie predominante. De esta manera operaria sblo la ruta ci
néticamente preferida, lo gque resultarfia en una funcidn
de saturacidn hiperbdlica para glucosa.

Si bien cuando surgid® este modelo no se conocfa el posible
mecanismo cinético de la glucoquinasa, la postulacidn de un

mecanismo al azar, con unidn de glucosa a la enzima como via
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preferencial, era posible dado que un mecanismo semejante

parece operar en hexoquinasas (Colowick, 1973).

Por otra parte, la observacidn de que Tritdn X-100 y urea
no lograran modificar la cooperatividad de la glucoquinasa,
no obstante ser agentes que en general alteran la conforma-
cidn de proteinas, sugeria que la enzima, como especie libre,
existirfa badsicamente en una conformacién Ginica. De existir
dos conformaciones con diferentes propiedades cinéticas, se
podria haber esperado que en presencia de tritén y urea se
hubiera alterado el grado de cooperatividad, puesto que con
mucha probabilidad ellos podrian haber alterado diferen te-
mente ambas conformaciones. La glucoquinasa aparecia asi
bastante diferente a la hexoquinasa de trigo Ly, en la cual,
como se comentd anteriormente (pdg.150 ), una pequefa concen-
tracidn de urea elimina la cooperatividad (Meunieret al., 1974).
Los autores plantean que este hecho es "probablemente la evi-
dencia méds directa en favor del concepto de enzima mnemdnica".

El hecho que tratamientos de la glucdquinasa, como fotooxi-
dacidn y calentamiento, tampoco fueran capaces de modificar el
grado de cooperatividad, contribufa también a apoyar la idea
que la enzima libre existiria b&sicamente en una conformacidn,
e inducia a pensar que el fendmeno de cooperatividad era inhe-
rente al mecanismo catalitico. En efecto, seglin se mostrd en
Resultados (capitulos 2 y 3), en la medida en que la gluco-

quinasa permanecia activa retenia la conducta cinética
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cooperativa. Esta situacidn parecia compatible con el modelo I.

El modelo I permitia dar una explicacidn intuitiva de la
disminucidn de la cooperatividad en presencia de los inhibi-
dores competitivos de la glucoquinasa respecto a glucosa, como
son el sustrato alternativo manosa y el andlogo N-acetilgluco-
samina. Al aumentar la concentracidn de los inhibidores debe
aumentarse también la concentracidn de glucosa para definir
la funcidn de saturacidén de la enzima con este sustrato. En
estas condiciones la enzima se hace menos accesible al ATP, cu-
ya concentracidn se mantiene constante. Es decir, la via a
través del complejo binario E.MgATP se haria menos probable y
la contribucidén de ella a la formacidn de productos disminui-
ria a medida que aumenta la concentracidén del inhibidor.

Se intentd el andlisis matemético de las ecuaciones de ve-
locidad inicial con intervencidn de los inhibidores. Se bus-
caba verificar una alteracidn de las relaciones de los paré -
metros cinéticos de la ecuacidn 11 (pdg. 255-256 ). De produ -
cirse una alteracidn, ella podria dar cuenta de la desaparicidn
del efecto cooperativo de la glucosa. Con este objeto, se de-
rivaron ecuaciones en velocidad inicial para el sistema en
presencia del inhibidor competitivo N-acetilglucosamina o del
sustrato alternativo manosa. La derivacidn se ﬂizo seglin el
método grdfico de King y Altman (Segel, 1975), y se conside -
raron las especies enzim&ticas correspondientes a los esquemas

de la figura 67. Se obtuvieron ecuaciones del mismo tipo que
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A
EG

G x; ks

K J e O

a El e, E . > (EGA == EP)
k__2 k_y .
k

A 2 EA b

| Ei-/{—:\\ GA ==EP)
% e o

Figura 67. Esquema de un mecanismo al azar de unidn de sustratos en pre-
sencia de un inhibidon competitivo (I). EG, complejo binario E.Glc;

EA, complejo binario E.MgATP; EGA, complejo ternario E.Glc.MgATP; EP,
complejo ternario E.Glc-6-P.MgADP; P, productos (glucosa-6-P, MgADP).

a) y b) I, N-acetilglucosamina, EI, complejo binario E.GlcNac; EIA,
complejo ternario E.GlcNAc.MgATP.

c) 1, manosa; P*, manosa-6-P y MgADP; EI, E.Man; EIA, E.Man.MgATP.
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la ecuacidn 11, en las cuales los coeficientes cinéticos eran fun-
ciones complejas de las concentraciones de los andlogos de glucosa.
En el caso en que el inhibidor se une solo a la enzima li-

bre (Fig. 67a) se obtiene la ecuacidn 18,1

c1AG + C,AG? + C3AZ%G 8)
o Cy + CgG + CgA + C10AG + C11Gy + CyA, + Cj3G2A ’

|| <

+ CyyGAy + C15I + C1GI + C17AI + CISAGI

donde, A es MgATP, G es glucosa y C; a Cj;g son combina -
ciones de constantes de velocidad. Al considerar constante la
concentracidn de MgATP, la ecuacidn 18 se reduce a
ic% + 4G

- = 19
E, k* + 1G? + m*G (19)

j = CIA + CSAZ
k* = C7 + C9A + C12A2 -+ ClSI + C17AI
1 = Cll + C13A

m* = Cg + CypA + CIHAZ + Ci16I + ClBAI

Si el inhibidor puede unirse tanto a la enzima libre como
al complejo binario E.MgATP (Fig. 67b) se obtiene la ecuacidn
20, la cual se reduce a la ecuacidn 21 al considerar constante

la concentracidén de MgATP.
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v C1AG + C,A%G + C3A3G + CLAGI + CsA?GI + CgAG? + CyA%G?
o Cg + CgA + C10A% + C11A% + CyoI + C3I2 + C,AT +

(20)
+ Cy5A%T + C16A%I + C17AI? + C1gA%I2 + C19G + Cy(AG

+ C,1A%G + Cy5A3G + C53GI + Cy,AGI + C,p5A2GI + C,gG2

+ C,7AGZ + C,4A%G2

Vo _ i'G? + *j'G (21)
Eo *k' + 1'G® + *m'G

i' = CgA + C7A?

*§' = C;A + C,A? + C3A3 + CLAI + CsA?T

*k' = Cg + CgA + C10A2 + C11A3 + C1oI + C13I2 + C;4,AI +C15AZI
+ C16A%I + Cy7AI? + C,gA%I2

1' = Cpg + CyryA + C28A2

*m' = Cy9 + CpgA + C21A2 + C22A3 + Cpo3I + Cyp, AT + C25AZI

El * indica que esos coeficientes cinéticos dependen de la
concentracidén del inhibidor.

En el caso de manosa (Fig. 67c) que, por presentar la mis-
ma conducta cinética que glucosa deberia unirse tanto a la
enzima libre como al complejo binario E.MgATP, se obtiene la
ecuacidn 22, la cual se reduce a la ecuacidn 23 al considerar

constante la concentracidn de MgATP.
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v C1AG + CA%G + C3A3G + CLAGI + CgA2GI + CcA%B + C,A2G 2

+ C1sA®I + C1gA%T + Cy17AI2 + C)gA%I2 + Cy4G + C,ppAG +
+ C21A%G + Cy,A%G + Cp3GI + C,,AGI + C,sA%GI + CyeG2 +

+ C,7AG? + C,gA2G2

illG2 + *jIIG

(23) % =

o E 1 l||G2 + *m''G

i'' = CgA + CyA2

*¥§'' = C;A + CyA%? + C3A% + CLATI + CgA?

*k'' = Cg + CoA + ClOAZ + C11A3 + C10oI + C1312 + C,4AI
+C15A%I + C14A%I + C17AI% + C;gA%1?

i = Chpg + Co7A + C28A2

*m'' = Cpg9 + CooA + Cp1A% + CyppA3 + Cy3I + CyuAI + CysA2I

Como ya se comentd, las ecuaciones 19, 21 y 23 son seme -
jantes a la ecuacidén 11 (p&g. 255). En los tres casos, la

presencia del inhibidor afecta ambos términos de - la expre-

sidn 12 (pdg. 256 ), lo que hace dificil predecir su efecto.
Podria pensarse que, dado que ambos términos de la desigualdad
dependen de la concentracidn de inhibidor, é&ste no debiera
suprimir la cooperatividad, pues la desigualdad se mantendria.
Sin embargo, es necesario considerar que, por los valores re-
lativos de los coeficientes cinéticos, el peso de la concentra-

cibén de inhibidor en ambos términos podria ser diferente.
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Se tratd de ajustar los datos experimentales a la ecuacidn 11

a fin de obtener los valores de los coeficientes i, j, k, 1y
m, y determinar la variacidn de estos en funcidn de la concen-
tracidn de ATP o de los inhibidores competitivos respecto a
glucosa. La idea era, por una parte,verificar si los valores
obtenidos para los coeficientes cumplian la desigualdad 12
(ki >mj; im> j1) y, por otra, determinar si ésta se alteraba
al disminuir experimentalmente la concentracidn de ATP o aha-
dir inhibidores al medio de reaccidn de la glucoquinasa, con-
diciones ambas en las cuales se tenia una cinética hiperbdlica.

Esta operacidn, sin embargo no resultd satisfactoria. Si
bien se logrd obtener valores para los coeficientes i, j, k, 1
y m, los cuales cumplian la desigualdad 12 a alta concentracidn
de ATP y en ausencia de inhibidores, ellos no ajustaban adecua-
damente los datos experimentales a la ecuacidn 11.

No se prosiguieron estos intentos porque surgid el modelo II
y porque se pensd , ademds, que seria preferible tratar de
realizar una simulacidn directa del sistema. Como se ver& més

adelante, esta simulacidn se realizd en el modelo III.

b) Modelo IT

La primera proposicidén (modelo I) fue modificada mds adelan-
te, introduciéndose un cambio conformacional en la enzima

que condujo a la formulacidén del modelo II.
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Este cambio se produjo porque, por una parte, se tomd con-
ciencia que desde el punto de vista molecular, es difficil ex-
plicar una diferencia de velocidad entre las dos vias si se
consideran solo las constantes de asociacidén de sustratos a
la enzima libre o a complejos binarios. En efecto, parece
ser que los procesos de asociacién son muy rdpidos y aparen-
temente solo controlados por difusidén (Frieden, 1970; Gutfreund,
1975) . Experimentalmente se ha determinado que en general las
constantes de asociacidn bimoleculares son del orden de 107
a 10° M 1s7! (Eigen y Hammes, 1963).

Por otra parte, la falta de inhibicidén por N-acetilgluco -
samina y por manosa a bajas concentraciones de glucosa pare-
cia explicarse mejor como la consecuencia de dos efectos simul-
téneos: por un lado, la inhibicidn competitiva v, por otro,
una estimulacidén debida a la induccidén de una conformacidn m&s
activa.

En el modelo II la glucoquinasa existirfia en dos conforma-

ciones: E_ (circulo) y E (cuadrado) (Fig. 68) (C&rdenas, 1978

-e

I IT
Cédrdenas et al., 1979). En ausencia de ligandos, se encontra-
ria bédsicamente en una conformacidn EI y la conformacidn EII
seria cuantitativamente despreciable. E_. podria unir ambos

I

sustratos, glucosa o MgATP, para formar los complejos binarios
respectivos. La unidén de glucosa inducirfa un cambio confor-

macional, originando la conformacién E Este cambio ocurri-

IT"

ria tanto cuando la glucosa se une a la enzima libre EI’ como
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k
— products

Figura 68. Modelo 11 postwlado para explicar La cooperatividad cinética

de La glucoquinasa con glucosa. El circulo (conformacidn EI) representa

el estado de la glucoquinasa predominante en la ausencia de glucosa (Glc)

y andalogos (I). E1l cuadrado (conformacidn Bl

corresponde al estado in-

ducido por glucosa y andlogos. ATP, MgATP. De Cardenas et al., 1979.
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cuando se une al complejo binario EIMgATP. En cambio, el MgATP
induciria solo la pequena reorganizacidndel sitio activo de la
glucoquinasa que cualquier sustrato puede inducir en su enzima

(Koshland, 1959). E tendria una mayor afinidad que E

i por

I
glucosa y sus andlogos. Sin embargo, ambos confdrmeros tendrian
la misma afinidad por MgATP. E1l cambio conformacional indu -
cido por la glucosa seria necesario para la catdlisis y cons-
tituiria el paso limitante de la reaccidn; seria méds répido

cuando la glucosa se une a la enzima libre E_ que cuando lo

I
hace al complejo binario EIMgATP, es decir, k7 > k3 > kg. Dado
que la velocidad del cambio conformacional seria menor (o seme-
jante) que la constante catalitica, las vias de formacidn del

complejo ternario productivo E__GlcMgATP no estarian en equi-

IT
librio rdpido, sino en régimen estacionario. Habria dos ca -
minos no equivalentes conducentes a la formacidén de los pro -
ductos. Uno operaria a través del complejo EIGlc y el otro
operaria a través del complejo EIMgATP. La distribucidn rela-
tiva de ambos complejos binarios en el régimen estacionario
seria una funcidén de la concentracidn relativa de ambos sus -
tratos, expresada como fraccidn de saturacidén. Ambas vias no
serian equivalentes desde el punto de vista cinético debido a
la diferencia de velocidad en el cambio conformacional indu-
cido por la glucosa, que constituiria el paso limitante de la
reaccidn.

Por razones de simplicidad se omitid de este modelo el




299

complejo binario EIIMgATP, asi como la unidn de MgATP al com-
plejo binario EIGlc.

La cooperatividad cinética con glucosa resultaria del hecho
que cuando la concentracidn de este sustrato es pequefia con
respecto al valor de su Ky 57 la glucosa se uniria principal-
mente al complejo binario EIMgATP. Este complejo existiria
en una concentracidn relativamente alta a niveles saturantes
de ATP, y asi el paso mds lento predominaria. Sin embargo,

a medida que la concentracidén de glucosa aumenta, el camino

mis rédpido adquirirfia mayor importancia, pues la glucosa podria
competir exitosamente con MgATP por la enzima libre y la reac-
cidn operaria cada vez méds a través de la formacidn del complejo
binario EIGlc. De esta manera, a medida que la concentracidn
de glucosa crece, se origina una cooperatividad positiva, pues
la fraccidn del camino m&s ré&pido se hace mayor.

Con el objeto de satisfacer restricciones termodindmicas,
las constantes de velocidad en las asas cerradas (closed-loops)
no pueden ser independientes y deben cumplir el requisito que
el producto de las constantes de velocidad en un sentido sea
igual al producto de las constantes de velocidad en sentido

inverso:

kgkok_3k_y = Kikgk_gK_g

Ko K1 KizKog = Kgk_ypk_qrk_ o
kikgksk_sk_sk_p = kokykgk_gk_sk_,
Kokoksk_gk—y Koy = Kok Kgk_sk_gk_g
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KioKyiKizkgk_gk_; = Kikgk_g Koz Koy Koy
*ﬁok1ﬁﬁzk9k;k—sk—4k~2: kzkaksk—sk—gk—mk—qﬂ<

=10

Estos requisitos se satisfacen si suponemos que:
1) La constante de transicidn del cambio conformacional de

la forma libre de enzima (EII/EI) favorece la existencia de EI

kg

k_g

ii) La unidn de glucosa o sus andlogos (manosa, 2-desoxigluco-
sa, fructosa, N-acetilglucosamina) aumenta la velocidad de la
transicidn conformacional de EI a EII y disminuye (o0 no modi-
fica) la velocidad de conversidn de EII a EI’ lo que se tra -

duce en un aumento del valor de la constante de transicidn.

iii) La unidén de MgATP disminuye la velocidad de inter-

conversidn de los confdrmeros inducida por glucosa o manosa.
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iv) La afinidad de E es mayor que la de E_ para glucosa y

1T I
sus anédlogos.
k k k k k
-9 -1 -4 12 -10
< ’ <
k k k k
E 1 . -12 k1o

v) La afinidad de E_ y de EII'GlC por MgATP es la misma.

La enzima que se libera al final del ciclo catalitico vol-

veria rapidamente a la conformacidn E por lo que la enzima

II
libre existiria predominantemente en esta conformacidn a con-
centraciones bajas de glucosa.

Un punto clave seria poder discernir si la cooperatividad
surge principalmente porque al aumentar la concentracidn de

glucosa incrementa la fraccidn de la via que opera a través

del complejo binario E_.Glc, o porque al aumentar la concen-

I

tracidén de glucosa aumenta la probabilidad de que este ligando

atrape la especie E antes que ella sufra la transicidn a EI’

IT

o porque ambas circunstancias se dan conjuntamente con dife-

rente grado, seglin las condiciones del experimento.




302

La presencia de andlogos de glucosa, N-acetilglucosamina,
manosa, 2-desoxiglucosa y fructosa, suprimiria la cooperativi-
dad como consecuencia de un desplazamiento en la distribucidn
de conformaciones de la enzima. En efecto, en presencia de
concentraciones suficientemente altas de estos inhibidores, la

mayor parte de la enzima libre existiria como pues aque-

EII’

llos serian capaces de inducir el cambio conformacional de EI

a Luego, glucosa y MgATP competirian por esta forma, ori-

EII'

gindndose los complejos binarios EIIGlc y E_._.MgATP, que serian

I1
equivalentes desde el punto de vista cinético, debido a que el
paso de transicidn lenta estaria sobrepasado. Como consecuencia
la funcidn de saturacidn con glucosa se haria hiperbélica. Por
otra parte, el hecho que en presencia de los inhibidores se deba
incrementar la concentracidn de glucosa, hace que este sustrato
compita efectivamente con MgATP por la enzima libre.

Los estudios cinéticos de fosforilacidn de 2-desoxiglucosa
en presencia de andlogos de ATP (Niemeyer et al., 1978 ;
Monasterio, 1980) son compatibles con un mecanismo al azar

con una ruta preferencial marcada, que operaria a través del

complejo binario E.dGlc. Dependiendo de las concentraciones
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relativas de ambos sustratos, podria operar la ruta a
través del complejo E.MgATP, el cual seria cataliticamente
activo.

El hecho que MgATP, en ausencia de glucosa, proteja a la
glucoquinasa de la fotooxidacidn con Rosa de Bengala (Monaste-
rio, 1980), apoya la idea de la existencia de un complejo
E.MgATP. Del mismo modo, el efecto protector del MgATP frente
a la modificacidn por DTNB, aunque leve, contribuye a apoyar
la existencia del complejo binario E.MgATP (Heberlein, 1979;
Monasterio et al., 1979; Monasterio, 1980). La existencia de
dicho complejo seria compatible con la operacidén de un meca-
nismo al azar con una ruta preferencial donde dGlc fuera el
primer sustrato (Monasterio, 1980). Un mecanismo semejante
podria operar en el caso de glucosa.

El hecho que la glucoquinasa presente cinética hiperbélica
con fructosa y con 2-desoxiglucosa, podria explicarse suponiendo
que con estos sustratos hay diferencias respecto a glucosa en
la velocidad de las transiciones conformacionales. Asi, podria
suponerse que en el caso de 2-desoxiglucosa, la velocidad de
transicidn conformacional EIdGlc - EIIdGlc (k'3) fuera igual a
la velocidad de transicidn E MgATPdGlc - E;MgATPAGlc (k'6),

y menor que la velocidad de transicidn EIGlc > EIIGlc (k3 ) .
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Es decir k's=k'g<ks3. Con fructosa en cambio, la transicién
EIFru > EIIFru podria ser igual a la transicidn EIMgATPFru #

EIIMgATPFru, pero mayor que la velocidad de transicidn
EIGlc ¥ EIIGlc. Es decir, k's = k'g > k3.

Estas diferencias podrian explicar ademds, el que la V ok
con 2-desoxiglucosa fuera menor que la obtenida con glucosa
(Monasterio, 1980), en contraposicidn a lo que ocurre con fruc

tosa en que la VmaX es mayor (esta Tesis, capitulo 1 de Resul

tados, figura 13, pag. 82).

c) Modelo IIT

En vista de la complejidad del comportamiento cinético de
la glucoquinasa, hecho que dificultaba una solucidn analitica
del sistema, parecid conveniente intentar su simulacidén. Con
este objeto, se decidid ampliar el modelo II y tomar en cuenta
todos los complejos posibles. Surgid, asi, un modelo de ocho
estados, Modelo III, que se esquematiza en la figura 69
(Olavarria et al., 1979).

En el modelo III, resultante de la simulacidn, al igual que
en el modelo II, la glucoquinasa existe b&sicamente en la con-
formacidén I (circulo) en ausencia de ligandos. Ambos modelos
comparten las presunciones i), ii), iv) y v) que, expresadas en

términos de las constantes cinéticas del modelo III, serfian:
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Figura 69. Modelo 111 postwlado para explicar La cooperatividad cinética
de La glucoquinasa con glucosa. El circulo,conformacidn E;, representa el
estado de la glucoquinasa predominante en ausencia de glucosa (G). E1

cuadrado, conformacion E__, corresponde al estado inducido por glucosa o

IT

sus analogos. A, MgATP. k11 = akg; k_11 = ak_g; a > 1

(o /k_yy) = (kglk_g) < (kyg/k_1g) 5 (kp,/k y,).
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i) La constante de transicidn conformacional favorece la

existencia de EI'

ii) La unidn de glucosa o sus andlogos desplaza el equilibrio

conformacional hacia la forma E.__.

0
kg k10 ki,
— < ,

k_g koyo Koy,

iv) La forma EII presenta mayor afinidad por glucosa y sus

andlogos que la forma E;.

-8 -1 -4

v) El ATP no altera el equilibrio conformacional de la
glucoquinasa, pues la afinidad de ambos conférmeros por este

ligando, es la misma.

No comparte la presuncidén iii) que establece el efecto
negativo del MgATP previamente unido a la enzima, para la

transicibén conformacional inducida por glucosa o manosa.
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En el modelo III el cambio conformacional no seria requi-
sito indispensable para la catdlisis, pudiendo la constante
catalitica (kC) del complejo ternario EIGchgATP ser menor o
incluso igual a la del complejo EIIGchgATP. El énfasis es-
taria en este modelo en la diferencia de afinidad por gluco-
sa y sus andlogos (manosa, 2-desoxiglucosa, fructosa , N-ace-
tilglucosamina ) de la forma II con respecto a la forma I.

A concentraciones bajas de glucosa y altas de MgATP se
formaria el complejo binario EIMgATP, el cual tendria  una
mayor probabilidad de unir glucosa y formar el complejo ter-
nario EIGchgATP, que de sufrir la transicidn y luego unir
glucosa para originar el complejo EIIGchgATP. El complejo
EIGchgATP liberaria después de la catalisis la forma I y el
complejo EIIGchgATP la forma II. De la diferente afinidad
de ambas formas por glucosa surgiria el fendmeno de coopera-
tividad. Al aumentar la concentracidn de glucosa, ésta podria

competir exitosamente con MgATP por la forma E Se formaria

T
asi el complejo binario EIGlc, que podria sufrir la transicidén
con mayor probabilidad que EIMgATP, y uniria luego MgATP. As{i,
se formaria el complejo EIIGchgATP, el cual liberaria después

de la catdlisis la forma E con mayor afinidad por glucosa

I1’
que EI'

El modelo III fué simulado en una computadora construida
especialmente para la simulacidn directa de modelos enzimi -

ticos estocdsticos, por el Dr. J. M. Olavarria, en el Insti-

tuto de Investigaciones Bioquimicas, Fundacidén Campomar,
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Buenos Aires, Argentina. Este equipo permite representar en
forma de una matriz de transiciones un modelo enzimdtico de
hasta ocho estados, en el cual los cambios de estados (isome-
rizaciones, asociaciones o disociaciones) son representados
por senales aleatorias de probabilidad prefijable. Estas
senales aleatorias representan los parémetros del modelo y
son producidas por generadores aleatorios independientes.

Los resultados de las simulaciones permitieron reproducir
cualitativamente algunos de los resultados experimentales.
Asi, se reprodujo la cooperatividad positiva con glucosa y
con manosa, obteniéndose valores de n, equivalentes a los
experimentales. Con MgATP en cambio la cinética fue michae-
liana a semejanza de lo que ocurre experimentalmente.

El hecho que la cooperatividad de la enzima frente a glu-
cosa fuera dependiente de la concentracidn de MgATP, se podia
atribuir al efecto de este ligando sobre la velocidad del cam-
bio conformacional de la enzima. Al hacer la simulacidn del
modelo III se encontrd que, si se suponia que el ATP unido a
la enzima aumentaba la velocidad de transicidn conformacional
en ambos sentidos, por un factor de 10, se obtenia un efecto
de este ligando similar al observado en el sistema real. Al
reducir la concentracidén de MgATP se disminuia gradualmente
el Ny Y el KO.5 para glucosa. A concentraciones suficiente-
mente bajas de ATP se logrd obtener valores de nH‘préximos

al,0 (1,1.a:0,9), reproduciéndose cualitativamente las curvas
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de la figura 34, sobre dependencia de los pardmetros cinéti-

cos KO 5 Y D respecto a la concentracién de MgATP. En la

H
simulacidn, al aumentar la concentracién de ATP muy por enci-
ma de las concentraciones experimentales usadas en esta Tesis,
se observd que el n, vuelve a reducirse, pero no el KO.S para
glucosa. La reduccidn del coeficiente de Hill a altas con-
centraciones de ATP no se ha observado experimentalmente,
posiblemente debido a que las concentraciones usadas (+ 20
veces el KO.S para ATP) no fueron suficientemente altas en
comparacidén con las concentraciones de ATP usadas en la simu-
lacidén ( sobre 100 veces el Ko_sgmralm?).

Para simular el efecto de inhibidores competitivos habria
sido necesario considerar un modelo de 12 estados. Dado que
el instrumento solo permitia usar un mdédulo que representa
un elemento (una molécula de enzima) y las transiciones entre
ocho estados posibles como mdximo, se tuvo que simplificar el
modelo para el estudio de inhibidores. Se considerd una con-
centracidn muy alta de ATP y, aceptando que el sistema esti
permanentemente saturado con ATP, se pudo disminuir a seis
en vez de doce, el nGmero de especies enzimiticas en juego
(Fig. 70). La simulacidén de este modelo permitid comprobar

que un inhibidor competitivo (sustrato o no) modificaba el ny

para la glucosa tal como en el sistema real. El modelo supone
que el inhibidor competitivo, al igual que la glucosa, desplaza

el equilibrio conformacional hacia la forma E La figura 71

IT
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Figura 70. Modelo 111 en presencia de un Anhibidor compeltitivo para
glucosa y a muy altas concentraciones de MgATP. Los circulos y los cua-
drados en linea cortada representan las especies enzimiticas no existentes
en presencia de muy altas concentraciones de MgATP. A, MgATP, G, glucosa;

I, andlogo de glucosa.
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log(v/(V = v))

log (Glucosa)

Figura 71. Grdficos de HLL de La funcibn de satuwracidn con glucosa en
ausencla y en presencia de manosa y de 2-desoxiglucosa, obtenidos pon
simulacién del modelo II1. E1 modelo IIT (figura 70) fué simulado consi-
derando una concentracidn muy alta de MgATP (sobre 100 veces Km) en ausencia
y en presencia de manosa (4 a 100 mM) y de 2-desoxiglucosa (200 mM).

( @) Control: n, = 1,3

(0) Manosa: 4mM, nH=1,2; 10mM, n, = 1,1; 20 mM, n, =1,05; 100mM, n_=1,0

H H

(®) 2-desoxiglucosa 200 mM: n, = 1,0
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muestra los resultados de la simulacidén. El valor de f, de
1,3 del control es menor que el experimental, por haberse
hecho la simulacidn con concentraciones muy altas de ATP para
cumplir la restriccidén en el nGmero de estados.

El comportamiento hiperbdlico de la glucogquinasa con 2-deso
xiglucosa se pudo explicar suponiendo que la velocidad con
que ocurre la transicidén del complejo EIdGlc (k'19) estd dismi-
nuida con respecto a la velocidad de transicidn del complejo

EIGlc o E_Man (ki1q). Suponiendo un factor B de reduccidn en

I
la velocidad de cambio conformacional y usando el modelo de
8 estados, se vid que a medida que B se hacia mds pequeno el
n, para la 2-desoxiglucosa se aproximaba a 1,0. Con un valor
de B de 0,01 el valor de n. es de 1,28 y con un valor de B de
0,00l es de 1,19. En condiciones en que la 2-desoxiglucosa
mostraba una cinética hiperbdlica, ella también fue capaz de
suprimir la cooperatividad con glucosa, como se muestra en la
figura 71.

El modelo III resultd asi cualitativamente adecuado para
reproducir por simulacidén gran parte de los datos experimen-
tales. Estos estudios se hicieron en conjunto con el Dr. J. M.

Olavarria del Instituto de Investigaciones Bioquimicas de

Campomar, Argentina.
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d) Modelo mnemdbnico

Mientras estdbamos en la blisqueda de una explicacidn para
la cooperatividad cinética de la glucoquinasa con glucosa y
con manosa, Storer y Cornish-Bowden (1977) propusieron una
interpretacidén basada en el modelo mnembdnico de Ricard et al.
(1974). En esta interpretacidn la enzima libre existiria en
dos conformaciones, E y E', con diferentes propiedades ciné-
ticas (Fig. 72). La cooperatividad con glucosa surgiria por
la unidn diferente de la glucosa (primer sustrato) a las dos
formas de enzima libre, las cuales, a alta concentracidn de
MgATP, no estarian en equilibrio sino en régimen estacionario.
Por otra parte, el MgADP (Gltimo producto) y la glucosa
podrian unirse simulténeamente a la enzima, constituyendo un
complejo no productivo.

En ausencia de productos, la velocidad inicial para el me-
canismo de la figura 72 estd dada por una ecuacidn de la forma
siguiente:

(L + B1G)BLA

t24) 1+ BaA + (1 + BLA)BsG + (1 + BGA)BG2

donde, G es la concentracidn de glucosa, A es la concentracidn
de ATP y B; a B7 son constantes que es necesario estimar para
ajustar a los datos experimentales los valores de velocidad
dados por la ecuacibén. Esta ecuacidn predice una conducta
cindtica michaeliana para MgATP y en cambio una de segundo or-

den para glucosa.
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E E Glucose
MgADP™
Glucose
MgADP™
MgATP?-
MgADP" /
E Glucose
Glucose
F MgADP- MgATP?

——. ————
? E Glucose

Glucose 6-phosphate

Figura 72. Modelo mneménico postulado para explicar La cooperatividad
einética de La glucoquinasa con glucosa. E' representa la forma enzimi-
tica predominante en ausencia de glucosa. E es la conformacidn resultante

de la catalisis. De Storer y Cornish-Bowden, 1977.
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La dependencia del grado de sigmoidicidad de la glucoqui-
nasa con glucosa respecto a la concentracidén de MgATP, la ex-
plican los autores suponiendo que, al ser suficientemente baja
la concentracidn de MgATP, su unidn al complejo enzima-glucosa
serfa limitante de la velocidad. Al ocurrir ésto, las dos
formas enzimdticas se equilibran y no habria cooperatividad
en la unidn de la glucosa. En cambio, a altas concentraciones
de MgATP, la conversidn del complejo enzima-glucosa a produc-
tos puede ser lo suficientemente répida como para impedir el
logro de un equilibrio en la unidn de la glucosa, de modo que
las leyes de equilibrio no se aplicarian y la cooperatividad
seria posible.

Storer y Cornish-Bowden piensan que estas consideraciones
se aplican igualmente al modelo mnemdnico propuesto por Meunier

et al.(1974) para la hexoquinasa L_ de trigo, por lo cual les

I
llama la atencidn que en este caso no se observe dependencia
de la cooperatividad negativa con glucosa, respecto a la con-
centracidn de MgATP. Atribuyen este hecho al parédmetro ', usa-
do para estimar la cooperatividad, el cual seria de menor sen-
sibilidad que el coeficiente de Hill.

Hay que considerar, sin embargo, que, dado que las constan-
tes cinéticas de asociacidn son altas, no es claro que una
disminucidn en la concentracidn de ATP de la magnitud usada

experimentalmente, sea suficiente para permitir un equilibrio

de las formas enzimdticas. Habria que hacer una simulacidn.
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El producto MgADP disminuiria la cooperatividad de la glu-
coquinasa con glucosa debido a que impedirfa la ré4pida conver-
sidén del complejo enzima-glucosa en productos, al secuestrarlo
en forma de un complejo ternario no productivo (Storer y
Cornish-Bowden, 1977).

Siguiendo el andlisis de la primera seccidn de la Discusion,
si en la ecuacidn 24 se considera constante la concentracidn
de MgATP, se obtiene la ecuacidn 25:

2
nG + oG (25)

p + qG + nG?

n = BorA

0 = ByByA

p = 1 +B3A

q = (1 + ByA)Bs
no= (1 + BgA)By

La ecuacidn 25 es andloga a las ecuaciones 11, 13 y 16
examinadas anteriormente.

De acuerdo al andlisis de Ferdinand, cabe la posibilidad
de que se produzca o no se produzca un punto de inflexidn en
la curva de velocidad en funcidn de la concentracidn de glu-
cosa, dependiendo de la concentracidén de MgATP. Serfia posible
entonces predecir una dependencia de la cooperatividad respec
to a la concentracidn de este sustrato. Habrfa que determinar

si a las concentraciones de MgATP que seglin este andlisis




317

permiten la existencia de una conducta cinética hiperbdlica,
se equilibran o no las dos formas de enzima, y cuan cerca de
las concentraciones experimentales que permiten una conducta
cinética hiperbdlica se encuentran las concentraciones que

permiten el equilibrio. )

Un punto importante es que, segln el modelo, la forma E
resultante de la catdlisis unirfa la glucosa conmayor afinidad,
En presencia de bajag concentraciones de MgATP ambas formas
podrian equilibrarse, es decir la forma E se relajaria a E'.
Dado que la forma E' tiene menor afinidad que la forma E por
glucosa, se deberia esperar que al disminuir la concentracidn
de MgATP el KO.S para glucosa aumentara. Sin embargo, expe-
rimentalmente se observa lo contrario (capitulo 4 de Resultados).
Es decir, el modelo no predice la disminucidn en el KO.S para
glucosa al disminuir la concentracién de MgATP.

En el modelo mnemdnico (Figura 72) y sobre la base de estu-
dios cinéticos de inhibicidn por producto, se postulaba que
glucosa-6-P seria el primer producto y MgADP el segundo. E1
orden de salida de los productos era compatible con el hecho
que MgADP y no glucosa-6-P disminuyera la cooperatividad
positiva con'qlucosa. En efecto, de acuerdo con lo predicho
por el modelo mnemdénico el Gltimo producto disminuye la coope-
ratividad positiva mientras que el primero no tiene efecto.

Con el fin de determinar con mayor exactitud el orden de

entrada y salida de sustratos y productos, estos autores
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realizaron estudios de intercambio isotépico los que fueron
publicados recientemente (Gregoriou et al., 1981). Los estu-
dios de intercambio realizados en condiciones de equilibrio
quimico indicaron que existe unidén al azar de los sustratos,
y luego, todos los pasos mostrados en la figura 66 (modelo I,
mecanismo al azar de unidn de sustratos) existirian realmente,
pues ni el intercambio isotdpico entre MgATP y MgADP ni el
existente entre glucosa y glucosa-6-P fueron inhibidos a con-
centraciones saturantes de los cuatro reactantes. Sin embar-
go, los experimentos de intercambio isotbépico realizados en
régimen estacionario mostraron solamente la existencia de los
complejos E.Glc y E.Glc-6-P, siendo incapaces de detectar los
complejos binarios E.ATP y E.ADP. Estos resultados parece-
rian indicar que la contribucidén de estos Gltimos complejos

a la velocidad total seria despreciable. En estas condicio-
nes, los autores piensan que la via alternativa a través del
complejo binario E.MgATP no contribuirfa a generar cooperati-
vidad con glucosa. Cabe sin embargo la posibilidad de que
dados los diferentes promedios de vida (span of life) de los
complejos E.Glc y E.MgATP, la probabilidad de su deteccidn

en régimen estacionario no sea la misma para ambos. (Los es-
tudios de intercambio isotdpico en equilibrio muestran que el
complejo E.Glc se disocia lentamente, lo mismo que el complejo
E.Glc-6-P).

En el modelo mnembénico iltimamente propuesto (Fig. 73)
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Figura 73. Modelo mneménico considerando un mecanismo al azar de unién
de sustratos y de Liberacidn de productos. A, glucosa; B, MgATP :

P, MgADP; Q, glucosa-6-P. Los pasos mostrados con linea cortada reére—
sentan reacciones que no serian cuantitativamente importantes en condi-

ciones de régimen estacionario. De Gregoriou et al., 1981.
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operarfa un mecanismo ordenado de unibén de sustratos con
glucosa como primer sustrato y glucosa-6-P como filtimo pro-
ducto, es decir un orden de salida de productos diferente al
postulado sobre la base de estudios cinéticos de inhibicidn
por producto. En efecto, Storer y Cornish-Bowden (1977) en-
contraron inhibicién competitiva por glucosa-6-P respecto a
MgATP, pero mixta respecto a glucosa, es decir lo opuesto de
lo que se esperaria en un mecanismo ordenado en que glucosa
es el primer sustrato y glucosa-6-P el Gltimo producto. Los
resultados obtenidos en esta Tesis respecto a la inhibicidn
por glucosa-6-P concuerdan en general con una inhibicibén de
tipo mixto respecto a glucosa, aunque en nuestro caso se agre
ga la complejidad de que la inhibicibn por glucosa-6-P es de
naturaleza cooperativa.

El perfil de inhibicidén obtenido podria interpretarse, y
asi lo hacen los autores, suponiendo que glucosa-6-P y MgATP
compiten por un sitio especifico para el fosfato, es decir
el glucosa-6-P no entraria en el mismo sitio de la glucosa.
Casazza y Fromm (1976) dieron esta explicacibdn en el caso de
la hexoquinasa de cerebro (hexoquinasa A) sobre la base de la
postulacidén cinética de un complejo E.Glc.Glc-6-P. Es nece-
sario considerar, sin embargo, que la existencia en hexoqui-
nasa A de un sitio alostérico para glucosa-6-P (Lazo et al.,
1980) dificulta la interpretacidn de los datos cinéticos de

Casazza y Fromm.
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Llama la atencidén en el modelo de la figura 73 que no
obstante ser glucosa-6-P el Gltimo producto no altere la coo
peratividad (esta Tesis, capitulo 6 de Resultados; Storer y
Cornish-Bowden, 1977). En efecto, esto no ocurrid experimen
talmente ni ain en experimentos en que se preincubdé la enzima
con glucosa-6-P por un tiempo de hasta 30 min antes de partir
la reaccibn con glucosa (esta Tesis). En hexoquinasa de tri-
go en cambio, donde se ha postulado un modelo mnembénico con
glucosa-6-P como filtimo producto, la presencia de éste inten-
sifica la cooperatividad negativa, concordando con lo predi-
cho por el modelo (Meunier et al., 1974).

Una posible explicacidén de la ineficacia del glucosa-6-P
para alterar la cooperatividad serifia que la especie resultan-
te de la catdlisis fuera equivalente a la enzima inicial. Otra
posibilidad sin embargo, seria que se requirieran concentra-
ciones de glucosa-6-P mucho mé&s altas que las usadas en esta
Tesis y por Storer y Cornish-Bowden (1977). Es decir, que se
estuviera en una situacidn semejante a la presentada por
N-acetilglucosamina, donde se requiere usar una concentracidn
superior a 10 veces su Ki para empezar a observar en forma
clara una disminucidn en la cooperatividad, y alrededor de
70 veces su Ki para suprimirla. Este requerimiento, de ser
efectivo haria casi imposible los estudios con glucosa-6-P,

pues se necesitarian concentraciones superiores a 600 mM.
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e) Comentario final

Los estudios de intercambio isotbépico parecerian descartar
los modelos presentados en esta Tesis y apoyar en cambio, el
modelo mnemdnico. Sin embargo, como hemos analizado recien-
temente, este modelo tampoco da cuenta de todos los hechos
experimentales.

Pareceria que el modelo que explique en forma global todos
los hechos experimentales afin no ha sido formulado, y que
faltan antecedentes experimentales y tal vez la utilizacidn
de nuevas met&dicas. Los estudios cinéticos en régimen esta
cionario parecerian estar agotados en su mayor parte.

Si bien es cierto que el efecto de inhibidores competi-
tivos sugiere la existencia de un cambio conformacional de
la glucoquinasa (esta Tesis, capitulo 5 de Resultados ), Y
que la existencia de este cambio conformacional estaria apo-
yada por el gran efecto protector (100%), ejercido por la
glucosa y andlogos, frente a la modificacidén de grupos tio-
les de la glucoquinasa (Heberlein et al., 1979; Monasterio
et al., 1979), seria conveniente aplicar un tipo de metddica
que pudiera detectar directamente la existencia de un cam-
bio conformacional. Asi por ejemplo, seria importante apli

car a la glucoquinasa un enfoque experimental como el de
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la realizacidn de estudios espectroscbdpicos en presencia
de sustratos y de andlogos, a fin de detectar si existe
realmente un cambio conformacional y cual es su naturaleza
con los diferentes sustratos y andlogos, y en distintas
condiciones, presencia de urea, por ejemplo.

Por otra parte, seria interesante poder realizar estu-
dios cinéticos en estado transitorio, a fin de obtener prue
bas sobre la posible transicidn mnemdnica. La idea seria
pesquisar la existencia de un retardo en la curva de progre-
so y determinar, por ejemplo si la preincubacidén con glucosa
o con glucosa-6-P disminuye el retardo o incluso lo trans-
forma en estallido. En la medida que la transicidn mnemdnica
fuera importante para el mecanismo de la cooperatividad de-
biera esperarse que la cinética para glucosa fuera hiperbd-
lica al considerar las velocidades en estado transitorio.

Parece asi, que la Gltima palabra sobre la cooperativi-
dad cinética de la glucoquinasa con glucosa y con manosa no

estd afin dicha, y queda mucho por hacer.
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