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RESUMEN

La reaccién catalizada por la fosfofructoquinasa es uno de los tres puntos del
metabolismo del carbono en que la transformacién en un sentido, el glicolitico, ocurre
via una reaccion distinta a aquella por ia cual ocurre la transformacion en el sentido
inverso, gluconeogénico. La fosfofructoquinasa cataliza ia fosforilacion en posicién 1
de la fructosa-6-P por MgATP. En cambio, la remocién del fosfato en posicién 6 de
fructosa-1,6-bisP, para producir fructosa-6-P y fosfato inorganico, es catalizada por la
fructosa-1,6-bisfosfatasa (Fbpasa). En Escherichia coli se han descrito dos tipos de
fosfofructoquinasas: fosfofructoquinasa-1 (Pfk-1), la forma predominante, vy
fosfofructoquinasa-2 (Pfk-2), una forma minoritaria en las cepas silvestres, codificadas
por genes independientes, y evolutivamente muy distanciados. Como agentes
cataliticos, ambas enzimas son igualmente especificas y eficientes, difirendo, sin
embargo, en aspectos ;egulatorios. Mientras que la Pfk-1 es una enzima inhibida
alostéricamente por fosfoenol piruvato y activada ‘por difosfonucledsidos, la Pfk-2
presenta cinética hiperbdlica, pero es inhibida por uno de sus sustratos, MgATP, a
concentraciones bajas del otro, ?ructosa-B-P. Adicior;almente, se ha descrito una
forma mutada de la Pfk-2, la Pfk-2*, cuya diferencia principal con la forma silvestre es
que ha perdido la propiedad de ser inhibida por MgATP. Las cepas de E. coli con
diferentes combinaciones de estas fosfofructoquinasas crecen a velocidades similares
en un medio minimo con una fuente de carbono glicolitica. En cambio, en presencia
de una fuente de carbono gluconeogenlca las cepas que tienen Pfk-2*, ya sea como
tinica Pfk o en combinacién con Pfk-1 tlenen tiempos de duplicacién 3 a 4 veces
mayores que cepas con solo Pfk-1, Pfk-2, o una combinacién de ambas. La hipdtesis
centralde esta tesis ha sido que el }necanismo metabolico que subyace a este
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fenotipo de crecimiento lento en fuentes de carbono gluconeogénicas, es la




generacién de tasas importantes de ciclo fiitil en cepas con Pfk-2*, lo que serfa
consecuencia de que no es inhibida por MgATP.

En primer lugar se presenta una caracterizacion cinética de las distintas
fosfofructoquinasas purificadas de E. coli’las que se usaran en la etapa siguiente.

En seguida se presenta un modelo de ensayo in vifro que permite estudiar en
un intervalo de condiciones, las tasas de ciclo futil sostenidas por las distintas
fosfofructoquinasas purificadas en presencia de Fbpasa, también purificada de E. coli,
y en condiciones que simulan un flujo gluconeogénico. Se muestra que para una
diversidad de situaciones, Pfk-2* sostiene tasas de ciclo fGtil mucho més aitas que
Pfk-2, y ésta a su vez que Pfk-1, la que en las condiciones del ensayo no produce
ciclo futil. El modelo se presenta como una base cinética para la demostracién de la
hipdtesis. La interpretacion de los resultados del modelo se refuerza con una
simulacién numérica, que pri:duce resulfados similares a los observados

experimentalmente, usando como UGnica base la conducta cinética y regulatoria de las

1 w

diferentes enzimas.

A continuacién, se prééenta una serie de resultados experimentales obtenidos
in vivo que apuntan, en su conjunto, a demostrar la hipétesis del trabajo. El problema
central es demostrar que in vivo también Pfk-2* sustenta tasas de ciclo mas aitas que
las otras fosfofn;ctoquinasas, en condiciones glucdheogénicas. Para ello, se midio
primero el curso temporal de la concentracién”intracelulér de fructosa-1,6-bisfosfato
en resuspensiones celulares de cepas con distintas fosfofmcioqui}iasas teniendo
cor}:o ft;ente de carbono gi:cerol o glucosa Se muestra que las tasas de consumo de
estas fuentes de carbono no difieren entre las cepas En camblo durante incubacion
con gllceroi (fuente de carbono gluconeogemca) una cepa con Pfk-2* como tinica Pfk,
desarrolla niveles intracelulares mucho mas aitos de fructosa-1 ,6-bisP, que las cepas

con Pfk-1 o Pfk-2. Esto no ocurre cuando la fuente de carbono es glucosa. Se discute

por qué este hecho es una coﬁsecuencia esperable de la hipdtesis planteada.
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Se presenta un nuevo método para determinar la operacién de un ciclo futil
tanto durante flujo neto glicolitico como gluconeogénico. Este aporte metodoldgico,
basado en la marcacién radiactiva de un compuesto cuando la direccion del flujo de
marca radiactiva es opuesta a la del flujo-neto de masa, se ilustra en un modelo de
ensayo in vitro. El método se aplica a las cepas con diferentes fosfofructoquinasas,
incubadas con glicerol como tnica fuente de carbono, y trazas radiactivas de glucosa,
midiéndose [a marcacion en el tiempo de fructosa-1,6-bisP, De acuerdo al método, los
resultados indican un nivel claramente mayor de ciclo fdtil en la cepa con Pfk-2* como
Unica fosfofructoquinasa.

Se miden los niveles de produccion de CO, marcado radiactivamente en las
cepas con las distintas fosfofructoquinasas, a partir de glicerol marcado
uniformemente con '4C, que es ademas ia tinica fuente de carbono. Se muestra que
la cepa con Pfk-2* produce niveles finales significativamente mas altos que las otras
cepas. Adicionalmente, se muestra que en la cepa con Pfk-2* se destina una
proporcién menor de atomos de carbono del glicerol a la sintesis de moléculas
grandes. Se presenta una formalizacion maféméﬁca que clarifica el nexo entre ciclo
fatil y estos resultados. Adicionaimente, se mider; los niveles de produccién de CO,
marcado radiactivamente en cepas con distintas fos:féfructoquinasas, a partir de
glucosa marcada con 14C en posicién 1 o posicion 6, cuando el flujo de carbonos es
gluconeogénico. Se encuentran diferencias significativas entre la cepa con Pfk-2* y
las con Pfk-1 o Pfk-2. Se presenta una formalizacion matematica gue establece un

nexo entre estos resultados y Ia hipétesis.
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ABSTRACT

The reaction catalysed by phosphofructokinase is one of the three points of
carbon metabolism where the transformation in the giycolytic direction occurs by a
reaction that it is different from that by which it occurs the transformation in the
gluconeogenic direction. Phosphofructokinase catalyses the phosphorylation of
carbon 1 of fructose-6-P by MgATP. The equivalent reverse reaction, the removal of
phosphate from carbon 6 of fructose-1,6-bisphosphate, is catalysed by fructose-1,6-
bisphosphatase (Fbpasa). Two phosphofructokinases have been described In
Escherichia coli. phosphofructokinase-1  (Pfk-1), the major form, and
phosphofructokinase-2 (Pfk-2), a minor foim in wild type strains, that are codified by
independent genes with no apparent evolutionary relationship. Both enzymes are
equally specific and efficient as catalytic agents, but they differ as to their regulatory
characteristics. While Pfk-1 is an enzyme allosterically inhibited by phosphoenol
pyruvate and activated by dipl;losphonucleosides. Pfk-2 shows hyperbolic kinetics and
it is inhibited by one of its substrates, MgATP, at low concentrations of the other
substrate, fructose-6-P. Also, a mutant form of Pfk-2 has been described, Pfk-2*,
which main difference with theh wild type enzyme :s that it has lost the sensitivity to
inhibiton by MgATP. Strains of E. coli with different combinations of these
phosphofructokinases grow at similar rates on minimal r:nedium with a glycolytic carbon
source. Hewever, when the carbon source is gluconeogenic, ;traine with Pfk-2*, either
as their only Pfk or in combination with Pfk-1, have doubliné times that are 3 to 4 fold
greater than strains \;vith either Pfk-1, Pf'k-z, or a combination thereof. The central
hypothesis of this work has been that the metabolic mechanism underlying the slow
gluconeogemc growth phenotype is the generation of hlgher futile cycle rates by Pk-
2", asa consequence of its insensitivity to MgATP mhlbltlon

13

A kinetic charactenzatlon of the different phosphofructokmases purified from

E. coli, and to be used in the next stage, is presented first.
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An in vitro assay model, ailowing to study, accross a range of conditions, the
futile cycle rates that are sustained by each phosphofructokinase coupled to E. coli
Fbpase, in simulated gluconeogenic conditions, is presented next. We show that, for a
variety of conditions, Pfk-2* sustains sighificantly higher futile cycle rates that either
Pfk-1 or Pfk-2. The model is offered as a kinetic basis for the hypothesis. The
interpretation of the resuits is supported by a numerical simulation model that
produces results similar to those experimentally obtained, solely on the basis of the
kinetic and regulatory properties of the enzymes.

A set of in vivo experimental evidences supporting the hypothesis is presented.
To show that also in vivo Pfk-2* sustains higher futile cycle rates under gluconeogenic
conditions, the time course of the intracellular concentration of fructose-1,6-bisP was
measured in cell resuspensions of different strains with glycerol or glucose as only
carbon source. We show that the carbon source consumption rate does not differ
among the strains. However, during incubation with glycerol, the strain with Pfk-2* as
its only Pk, develops intracellular fructose-1,6-bisP levels that are significatively higher
than those found in Pfk-1 or Pfk-2 bearing shainé. This is not the case when glucose is
the carbon source. We discuss why this is an expected consegquence of the
hypothesis. v

A new method to assess the occurrence of futile cycles, both during glycolytic
and gluconeogenic net flux, is presented. This methodological contribution, based on
the radioactive labeling of a compound when the radioactive label flux is opposed to
the nﬂet mass flux, is illustrated with an in viﬁo assay model. The method is applied to
cell resuspensions of strains with different phospﬁofructokinasés supplied with glycerol
as only carbon sollrce, and traces of 14C un’iformfelflabéled "glucos:e as label source,
and measuring the radioactive labeling o} er;ctose-1,§-bisP. According to the method,

the resuits clearly show a higher ievel of futile cylcling; in the strain bearing Pfk-2* as its

only phosphofructokinase.
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The levels of radioactively labeled CO, production in strains with different
phosphofructokinases, with 14C labeled glycerol as only carbon and iabel source, were
measured. We show that a strain with Pfk-2* produces higher levels of CO, than
strains with either Pfk-1 or Pfk-2. Also, wé show that the strain with Pfk-2* allots less
glycerol carbons to large molecules, possibly products of macromolecular synthesis. A
mathetical formalization of a link between this result and higher rates of cycling is
presented. The levels of radioactively labeled CO, production in strains with different
phosphofructokinases, with glycerol as only carbon source and glucose radioactively
labeled in carbon 1 or carbon 8 as label source, were also measured. Significative
differences were found between the Pfk-2* and the Pfk-1 and Pfk-2 bearing sfrains. A
mathematical formalization establishing a link between these results and the

hypothesis is presented.
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I. INTRODUCCION
1. Metabolismo de carbonos, direccionalidad del flujo metabdlico y ciclos
futiles

Entendemos por metabolismo de carbonos la serie de transformaciones por
las cuales los organismos vivos generan, a partir de moléculas simples, las
porciones carbonadas de las moléculas que los componen. En la gran mayoria de
los organismos [a red cenftral de reacciones del metabolismo de carbonos esta
constituida por la glicélisis. En la Figura 1 se presenta un esquema de la serie de
metabolitos y reacciones que convencionaimente se considera parte de la
glicélisis, su relacién con otras importantes partes de la red del metabolismo de
hidratos de carbono, asi como la enzima que cataliza cada transformacién. En el
esquema se han incluido reacciones que habitualmente se consideran parte de la
gluconeogénesis,

Como se aprecia en el esquema, hay tres puntos en esta red de reacciones
en que la transformacién en un sentido, el glicolitico, ocurre via una reaccion
distinta a aquella por Ia cual ocurre la transformacién en el sentido inverso,
gluconeogeénico. Estos son: la interconversion de glucosé y glucosa-6-P; la de
fructosa-6-P y fructosa-1,6-bisP; y la de fosfoenolpin_;/ato y piruvato. Obviamente,
cada reaccién es catalizada por una enzima diferénte. Ademas, mientras que en la
reaccion catalizada por Pfk se consume un equivalente de ATP por equivalente de

fructosa-6-P transformado, en la ofra no se produce, ni consume, ATP. Esto

implica que la operacién simulténea de ambas r;sulta en consumo fatil de ATP, es




decir en cada vuelta del ciclo se consume un equivalente de ATP y se obtiene la
misma hexosa de la cual se parti6. Esto es lo que se ha denominado “ciclo fatil" o
"ciclo de sustratos”. Por ofra parte, también en estos tres casos, las reacciones en
uno y ofro sentido tienen constantes de equilibrio de tal magnitud, que en
condiciones fisiologicas las velocidades de las reacciones inversas respectivas
seran practicamente despreciables. En otras palabras, las reacciones directas
estan muy favorecidas termodinamicamente, y ambas tenderan a ocurmir
simulténeamente. Todas las otras reacciones de la glicdiisis tienen constantes de
equilibrio no muy alejadas del valor unitario, y por lo tanto el sentido del fiujo neto
a través de ellas responde con relativa rapidez a la razén de masas de sustratos a
productos.

Resulta evidente que los tres puntos en que las transformaciones opuestas
ocurren por reacciones diferentes constituyen las UGnicas instancias en que la
direccion del fiujo metabdlico de carbonos puede ser regulado de forma rapida y
eficiente, de acuerdo con los requerimientos metabélicbs del organismo y con
independencia de la razon de masas existente en una condicién dada.

Estas dos situaciones, potencial ciclo fatl y posibilidad de regulacion
direccional, se han usado como argumentos para la "necesida::l" de que exista
r;gulaéigh de las enzimas que catali;:an reacciones o}:uestas (Atkinson, 1977). En
realidad resuita intelectualmente mas satisfactorio Jel argumento de la posibilidad de
regulacion, y ello por dos razones. |

Primero, un ciclo de sustratos sélo sera metabolicamente deletéreo si tiene

como resultado reducir el ﬂdjo dev una reaccion limitante bajo un urnbral dado. De
hecho es en este contexto que tradicionalmente se habla de "ciclo futil", basado en la

nocién que el ATP, por su ubicuo papel en el metabolismo, es generalmente limitante
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Sin embargo, esto no ha sido demostrado y existen buenas razones para pensar que
no lo es (Marr, 1891).

Segundo, el funcionamiento. de un ciclo de sustratos puede ser
metabélicamente ventajoso en ciertas condiciones, especialmente si su ocurrencia y
magnitud pueden ser reguladas por sefiales que reflejan Ja situacion metabélica
general. De hecho, la ocumrencia de un ciclo de sustratos a nivel de la dupla
fosfofructoquinasa - fructosa-1,6-bisfosfatasa ha sido demostrada en algunos casos,
aunque debe sefialarse que los sistemas experimentales usados no permiten evaluar
un eventual efecto ventajoso o deletéreo de su ocurrencia (Challiss ef al., 1984; Clark
et al, 1974, Clark et al., 1974). Es claro, en cambio, que en los masculos del vuelo del
abejorro (bumblebee) un ciclo de sustratos a este nivel genera el calor necesario para
hacer posible el vuelo a bajas temperaturas (Clark et al., 1973).

Por dltimo, Newshclme y sus colaboradores han discutido extensamente
las posibilidades de que un ciclo de este tipo cumpla un papel regulatorio
amplificador, en el cual un cambio relativamente bequeﬁo en la concentracion de
un efector produciria una variacién importante en la magnitud del flujo en uno u
otro sentido (Newsholme et al., 1984). Desafortunadamente la misma sensibilidad
postulada por esta hipétesis hace dificil concebir una forma experimental de
poneria a prueba .

En todo casc;, la expectativa de que enzimas involucradas en potenciales
ciclos de sustrato sean reguladas ha sido ampliamente satisfecha, quizas en gran
medida debido al afan con que han sido sometidas a escrutinio experimental en
este sentido. La siguiente Tabla muestra una lista de efectores para las

fosfofructoguinasas de distintos organismos, compilada el afio 1978 (Tejwani,
- { - H

1978).
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Figura 1 Esquema de la glicélisis y su relacién con el ciclo de Krebs y el
ciclo de las pentosas.

Los nombres de las enzimas se han abreviado: Zwi, glucosa-6-P deshidrogenasa;
Pgi, fosfoglucosa isomerasa; T7Tki, fransquetolasa; Fbpasa, fructosa-1,6-
bisfosfatasa; Prk, fosfofructoquinasa; Ald, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa; Tal,
Transaldolasa; Tpi, ftriosafosfato isomerasa; Gpd, 3-fosfogliceraldehido
deshidrogenasa; Pgk, fosfogliceratoquinasa; Pgm, fosfogliceratomutasa; Eno,
enolasa; Pyd, piruvato descarboxilasa; Pyk, piruvato quinasa; Ldh, iactato
deshidrogenasa.
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Efectores de fosfofructoquinasa

inhibidores Activadores Desinhibidores

ATP NH4* 3°,5-AMP ciclico
| Mg*2 Pi 5-AMP

ca*2 5-AMP ADP

P-creatina 3°,5-AMP clclico fructosa-6-P

3-P-glicerato ADP Pi

P-enolpiruvato

fructosa-1,6-bisP

glucosa-1,6-bisP

2-P-glicerato

2,3-glicerato-bisP

A esta lista se agregé afos mas ) tarde fructosa-2,6-bisP, que es
simultdneamente activador de Ia fosfofructoquinasa e inhibidor de la fructosa-1,6-
bisfosfatasa, al menos en tejidos de mamiferos y en levaduras (Pilkis ef al., 1981).
Resulta dificil contemplar esta Tabla sin meditar sobre los excesos a los que
puede llevar una bioquimica que por operar esencialmente in vifro termina por
divorciarse de lo biolégicamente plausible. Sin émbargo, debe agregarse que
nadie ha mostrado que estos efectores no cumplan un papel in vivo.

De hecho, quizas la falencia mas evidente de la mera busqueda de
moléculas reguladoras in vifro, fue la imposibilidad practica de demostrar su
importancia in vivo. Instrumentalmente, ain no somos capaces de determinar
directamente, excepto en condiciones muy acotadas y poco flexibles,
concentraciones intracelulares de metabolitos ni las actividades in situ de las

H

enzimas que los producen o consumen. Los enfoques empleados, y los tnicos
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disponibles hasta este momento, son indirectos y se limitan a determinar ambas
variables (concentracion y actividad) en extractos que se obtienen fras un grado
variable, pero generalmente importante, de perturbacién de la situacién in vivo. La
perturbacién necesariamente incluye, néda menos, la destruccidon del organismo o
tejido, lo que ha tenido como consecuencia una despreocupacion, soélo
recientemente reconocida, por los aspectos arquitectonicos de la organizacién
intracelular del metabolismo. Esta es un area de estudios que atin espera su mejor
momento, al menos en lo que se refiere al metabolismo de moléculas pequenias.
En el caso de tejidos pluriceiulares, se agrega el problema de la heterogeneidad
de las muesfras sometidas al proceso de extraccion, el mismo problema de
arquitectura llevado a otro nivel de organizacién.

A pesar de lo expuesto, no cabe duda que sabemos bastante acerca del
metabolismo de hidratos de carbonos. Desde los trabajos pioneros de los
bioquimicos del siglo XIX e inicios del XX se ha lilegado a un cuadro coherente y
satisfactorio de Ia red basica, la mas antigua evoluti{ramente, de transformaciones
por las cuales los organismos adquieren los esqueletos carbonados, el ATP y las
moléculas con poder reductor requeridos para su crecimiento. Sin embargo, desde
la década del 70 hasta ahora el estudio del metabolismo de precursores parece
haber llegado a un plateau particularmente estéril,

En esta tesis se ha abordado el problema de la importancia /n vivo de las
propiedades regulatorias de una enzima, determinadas in vitro, aprovechando las
herra?ﬁientas ofrecidas por la genética bacteriana, la que aporta enfoques que
pueden soslayar algunos obstaculos metodolégiéos. De hecho, los estudics del

metabolismo realizados utilizando cepas mutantes han hecho importantes

contribuciones (Fraenkel y Vinopal, 1973). Sin embargo, por una variedad de
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razones, el alcance de éstas no han sido lo profundo que hubiera podido
esperarse.

A continuacidn revisaremos .brevemente la caracterisrticas de las
fosfofructoquinasas de Escherichia coli, y plantearemos como las hemos
aprovechado para abordar el problema del rol de las propiedades cinéticas de una

enzima en el metabolismo.

2. Fosfofructoquinasas y ciclo futil

La fosfofructoquinasa (Pfk} es la enzima que cataliza Ia siguiente reaccion

de la glicolisis:
fructosa-6-P + MgATP — fructosa-1,6-bisP + Mg-ADP (1)

Como se muestra en el esquema de reacciones de la Figura 1, ésta es Ia
Gltima reacciéon de las hexosas antes de ser convertiaas en triosas. La constante
de equilibrio (Keq) de esta reaccion es de tal magnitud que para Ias: razones
fisiolégicas tipicas de concentracién de MgATP a MgADP, la reaccion tendera a
proceder en la direccién indicada siempre que la razén de fructosa-1,6-bisP a
fmcto;a-G-P sea r;ienor que 104 (Atkinson, 1977).

Pc;r ofra parte, la conversién de fructosa-:l :6-bisP en fructosa-6-pP,

requerida durante gluconeogénesis, ocurre por medio de la siguiente reaccién;

fructosa-1,6-bisP + HO — fructosa-6-P + P; (2)




Esta reaccién es catalizada por fructosa-1,6-bisfosfatasa (Fbpasa), enzima
que no tiene ninguna relacién genética con la Pfk. La constante de equilibrio de
esta reaccion es del mismo orden que la de la catalizada por Pfk, i.e. también
ocurrird en la direccién indicada en casi todas las condiciones fisioldgicas
plausibles.

E. coli es, hasta ahora, el tnico organismo en el cual se han encontrado
dos fosfofructoquinasas, las que aqui denominaremos Pfk-1 y Pfk-2. Se determiné
que la Pfk-1 era codificada por un gen ubicado a 87 minutos en el mapa génico de
E. coli (Vinopal et al., 1975). En 1968 Morrisey y Fraenke! (Morrissey y Fraenkel,
1968) encontraron una mutacién supresora del fenotipo caracteristico de cepas
que carecian del gen pfkA: la incapacidad de crecer en fuentes de carbono
glicoliticas. Esta mutacién supresora restauraba los niveles de actividad de Pfk,
pero con caracteristicas cinéticas diferentes, y se encontraba asociada a ofro gen,
pfkB, ubicado a 38 minutos en el mapa génico. Eventualmente se encontré la
actividad de la enzima denominada Pfk-2, la que da cuenta de entre un€5% y 10%
de la actividad de Pfk en cepas silvestres (Fraenkel ef al, 1973). La mutacién
supresora resultdé ser una mutaciéon en la regién reguladora del gen pfB, que
aumenta el nivel transcripcional del gen, restaurando asi la capacidad glicolitica de
la bacteria (Daldal, 1983). Eventuaimente ambos genes fueron clonados y
secuenciados, y en el caso de Pfk-1 se conoce la estructura terciaria de la proteina
(Daldal, 1983; Daldal, 1984; Schirmer y Evans, 1996; Shirakihara y Evans, 1988).
La comparacion entre las secuencias de amir{;aét:.fdos,‘ deducidas a partir de fa
seicu‘:encia de bases nuc;leotidit;as 'en ambos césés y cormroborada por

secuenciacion peptidica en el caso de Pfk-1, no revela ninguna similitud

significativa entre ambas (Carlos Medina, comunicacién personal), i.e. Ia relacién




evolutiva entre ellas es demasiado distante como para reflejarse a nivel de
secuencia. Pfk-1, por su parte, guarda una clara relacion filogenética con las
fosfofructoquinasas de Bacillus steareothermophillus, y con todas las enzimas
secuenciadas de eucariontes (Poorman ef al, 1984). También se conoce su
estructura tridimensional, la que es muy similar a la de cada subunidad de la
enzima de B. stearothermophiflus {(Poorman, et al., 1984).

Los pesos moleculares monomeéricos de Pfk-1 y Pfk-2 son 35.000 y 37.000,
respectivamente (Babul, 1978; Evans ef al., 1981). La forma activa de Pfk-1 es un
tetramero, mientras que la forma activa de Pfk-2 seria un dimero (Guixé y Babul,
1988; Schirmer y Evans, 1990).

En términos de afinidad por los sustratos, ambas enzimas son muy

similares:
Kn (vM)
~ fructosa-6-P ATP
Pfk-1 12,5 60
Pfk-2 11,0 50

Ningupp de una serie de sustratos altemativos a fructosa-6-P dio valores
similares de Ks para Pfk-2 (Babul, 1978). Ademas, las cepas de E. colf que
carecen del gen pfqu (Pfk-1) y tienen altos nivele§ d:.? expresion dell gen pfkB (Pfk-
2), crecen a velocidades similares tanto en fuentes de carbono glicoliticas como
gluconeogeénicas (Daldal ef al., 1982): En otras palabr§s, Pfk-2 puede "reemplazar”
funcionalmente a Pfk-1, al menos en el intervalo de condiciones esfudiadas

experimentalmente.
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En términos de secuencia, Pfk-2 guarda un grado significativo de similitud
con fructosa-1-P quinasa (fa enzima que fosforila a la fructosa-1-P en posicion 6) y
riboquinasa de E. cofi, y con el producto del gen lacC de Staphylococcus atureus
(Orchard y Jomsberg, 1990). Bork y colaboradores (Bork ef af.,, 1993) colocan a
Pfk-2 como una rama en el arbol filogenético de las riboquinasas.

Si bien en cuanto a su afinidad por ios sustratos Pfk-1 y Pfk-2 son muy
similares, en cuanto a propiedades regulatorias son totalmente diferentes. Pfk-1 es
un caso clasico de enzima alostérica, con una cinética sigmoidea con respecto a
fructosa-6-P y con dos efectores que alteran dramaticamente la forma de la curva
de saturacién: fosfoenolpiruvato (inhibidor) y ADP (activador). De hecho esta
enzima sirvié como sistema modelo para un verdadero hito bibliografico en el
campo de la cinética de enzimas alostéricas (Blangy ef al., 1968). Pfk-2, en
cambio, tiene una cinética hiperbdlica para ambos sustratos, pero es inhibida por
MgATP, uno de los sustratos, a concentraciones bajas del ofro, fructosa-6-F
(Guixé y Babui, 1985).

En 1981, Daldal y Fraenkel (Daldal y Fraenkel, 1981) aislaron una cepa con
una mutacion del gen pfkB (denominada pfkB70) que producia una Pfk-2 mas
inestable en extractos, a la que se denominé Pfk-2*. La posterior caracterizacion
de esta enzima mutada reveld que ademas de su inestabili;:iad en extractos
(remediable por la adicidén de etanol al 5% al medio de extraccién) se diferenciaba
de la enzima silvestre en que no era inhibida por concentraciones elevadas de
MgATP a concentraciones bajas de fructosa-6-P (Daldal, et al., 1982: Guixé y
Babul, 1985). s ‘

Una de las ventajas de trabajar con bacterias es que se pueden obtener

con relativa facilidad cepas que tengan diversas versiones de un gen o
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combinaciones seleccionadas de ellas. En cuanto a las diversas
fosfofructoquinasas, en E. coli es posible tener cepas con sélo Pfk-1, con Pfk-1y
niveles elevados de Pfk-2, con Pfk-1 y niveles elevados de Pfk-2*, con sélo Pfk-2,
con sdlo Pfk-2*...etc, es decir con una divérsidad de combinaciones.

¢Qué consecuencias tiene para una cepa bacteriana el tener estas
distintas combinaciones de fosfofructoquinasas? En particular, ¢en qué medida el
tipo de Pfk afecta ia capacidad de la bacteria de metabolizar diferentes fuentes de
carbono y traducir eso en crecimiento? Daldal y colaboradores (Daldai, et al.,
1982) midieron las velocidades de duplicacion de estos distintos tipos de cepas y
encontraron que en presencia de fuentes de carbono glicoliticas (glucosa, glucosa-
6-P, manitol...efc) todas estas cepas crecian a velocidades similares. En presencia
de fuentes carbono gluconeogénicas en cambio (glicerol, glicerol-3-P, lactato) las
cepas que tenian Pfk-2* tienen tiempos de duplicacion 3 a 4 veces mayores que
las otras cepas. Este fenotipo de crecimiento lento en fuentes de carbono
gluconéogénicas (al que denominaremos fenotipo Pfk-2*) es dominante, i.e.
también lo presentan cepas que fienen Pfk-2* en combinacién con niveles
silvestres de Pfk-1. Esta tobservacién nos parecio digné de atencion, y es la base
del presente trabajo, porque ofrece una situacion ideal ;Sara abordar el problema
de la funcién in vivo de las propiedades ?:inéticas ir; vitro de una enzima del
metabolismo.

A primera vista el lfenotipo Pfk-2* resﬂft]a paréd'éjalz la mutacion dé una
enzima que actta en la direccion glicolitica no afecta el crecimiento en‘ fuentes de
carbono glicoliiicas pero sf en fuentes de carbono que son metabolizadas en
direccion gluconeogénica. Pero basta recordar qde el fenotipo es dominante para

ver que la paradoja es sélo aparente. En general, las mutaciones dominantes lo
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son por hipermorfismo: exceso de funcién en relacién al fenotipo silvestre. Y
sabemos que la Gnica forma en que el flujo metabdlico puede tener una direccion
neta es que las enzimas que participan. en los potenciales ciclos de sustratos sean
reguladas de tal manera que una esta inhibida cuando la ofra esta activada. Ya
hemos mencionado cémo algunas de las moléculas efectoras tienen, in vifro,
efectos opuestos sobre Pfk y Fbpasa. De manera que resuita intelectuaimente
satisfactorio pensar que el fenotipo dominante Pfk-2* tiene como causa justamente
el que esta Pfk esté activa cuando no deberia estarlo. La proposicién resuita atn
més satisfactoria si se considera que Pfk-2*, a diferencia de su version silvestre,
no es inhibida por MgATP a bajas concentraciones de fructosa-6-P ni tampoco,
como Pfk-1, tiene un inhibidor alostérico, como fosfoenolpiruvato (ver mas arriba).
En otras palabras, de los tres tipos de fosfofructoquinasas que puede tener una
cepa de E. coli, la Unica que parece no tener alguna“caracterfstica regulatoria
produce un fenotipo que es el gue uno predeciria como consecuencia de Ia falta
de regulacion. En el siguiénte parrafo calificaremos esta a.firmacién.

¢Qué consecuencia tendria la falta de inhibicion de Pfk sobre el
metabolismo de fuentes de carbono gluconeogénicas? Como ya lo indicamos, si
ambas enzimas actdan simultdneamente se produciria un ciclo de sustratos. Este
ciclo debe tener dos tipos de consecuencias metabdlicas. Primero, el fiujo neto de
hexosa en la direccion qucorieogénica se debe ver reducido, en la medida que
Pfk, fmé enzima con alta afinidad por fructosa—G-P.‘ compite con las otras enzimas
involucradas en el uso gluconeogénico de esa hexoéé, fosfoglucosa isomerasa
(para produc:r qucosa 6- P) y transquetolasa (via no oxidativa del ciclo de

I

pentosas) Segundo el consumo de ATP aumenta en proporcxon direcia a la

b

magmtud del ciclo. En sintesis, el ciclo debe afectar las vias anabollcas de dos

i
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maneras: reduciendo el suministro de esqueletos de carbono requeridos para
sintetizar macromoléculas y reduciendo el nivel infracelular de ATP, requerido en
diversos puntos para esa misma sintesis. Si uno de estos efectos, o la
combinacién de ambos, pueden afectar la eficiencia del metabolismo al punto de
reducir la tasa de crecimientc a los niveles observados, es un punto que
analizaremos en Ia Discusion. Por ahora, haremos explicita la hipétesis que ha
dirigido el trabajo de esta tesis.
Hipo6tesis

El fenotipo de crecimiento lento en fuentes de carbono

gluconeogénicas de cepas de E. coli con Pfk-2* resuita de la

existencia en estas cepas de niveles mas elevados de ciclo

fitil de sustratos durante metabolismo gluconeogénico, Esto

es consecuencia de que esta enzima muta&a no es Enhibida por

MgATP ‘

Dando por e'ntendldo que la metodoloig‘la dlspc;;'ltb;e nosﬂ reduce a enfoques

experimentales indirectos abordaremos el procblema desde diversos puntos de vista,

anero ofreceremos una caractenzacmn bésica de las dlferentes fosfofmctoqumasas

. N

de E. col.', incluyendo la en2|ma mutada Pfk-2%, vy de las cepas de E. coli con las
diferentes enzimas. Segundo, presentaremos un modelo de ensayo in vitro que nos

permita determinar si al menos bajo algin conjunto de condiciones las fres

fosfofructoqumasas que hemos descrito son capaces de generar diferentes niveles de
ciclo de sustratos. Tercero, presentaremos un nuevo método para estimar tasas de

ciclo futil in vitro y veremos como los resultados in vivo son coherentes, vis a vis el

l

método, con nuestra hipoétesis. Finalmente, presentaremos una serie de evidencias

experimentales obtenidas in vivo que apoyan nuestra hipétesis. Adicionalmente, se ha

“
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desarrollado una formulacion matematica muy simple que permite conectar nuestra

hipotesis con los resultados experimentales.




li. MATERIALES Y METODOS

1. El modelo de ensayo in vitro del ciclo fiitil entre Pfk y Fbpasa

La idea del modelo de ensayo in vifro es tener un sistema de ensayo cinético
que reuna en una cubeta a una de las tres fosfofructoquinasas mas la Fbpasa de E.
coli, purificadas a partir de las cepas correspondientes, con enzimas auxiliares que
permitan visualizar, en diferentes condiciones iniciales de sustratos y efectores, el
comportamiento de cada combinacion de Ptk y Fbpasa (Pfk-1/Fbpasa, Pfk-2/Fbpasa y
Pfk-2*/Fbpasa) en términos de la magnitud y direccion de un flujo giuconeogénico
simulado. Debe tenerse siempre presente que este modelo de ensayo no pretende
simular la situacién intracelular de estas enzimas, intermediarios y efectores. Mas bien
su objetivo es buscar si hay al menos un conjunto de condiciones en las que las
diferentes fosfofructoquinasas den lugar a tasas diferentes de ciclo de sustratos in
vitro.

En la Figura 2 se presenté un esquem’é del modelo de ensayo in vitro.
Consiste en un sistema de ensayo para el ciclo Pﬂdepr;\sa en condiciones iniciales
cualitativamente simila}es a las que uno esperai:ia que predomi;'len en una via
glicolitica tras proporcionarle una fuente de carbono gluconeogénica. En el modelo
esta condicion se traduce en una c;bncentracién inicia:'lr_altahde fructosa-1,6-bisP y nula
de fructosa-6-P. )

Se usa1r0n dos sistemas de enzifnas auxili;res, agreg;das en exceso para
obtener cinéticas de primer orden, como en un ensayo écoplado clasico. El sistema

L] .

fosfoglucosa isomerasa/giucosa-6-P deshidrogenasa (mitad superior de Ia
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figura) consume la fructosa-6-P producida por la Fbpasa, por la cual debe competir
con la Pfk presente, generando por cada mol de fructosa-6-P consumida un mol de
NADH, con el respectivo aumento de la absorbancia a 340 nm, Azsg.

El sistema piruvato quinasa/lactato deshidrogenasa (mitad inferior) consume el
ADP producido por la Pfk, y por cada mol de ADP consumido genera un mol de NAD*
a partir de NADH, con la consiguiente reduccion de la Ag4g. Adicionalmente, este
Gltimo sistema regenera el ATP consumido por la Pfk. Los sustratos ATP, NADY y
NADH, fosfoenolpiruvato y fructosa-1,6-bisP, deben proporcionarse inicialmente para
que el sistema funcione.

Los ensayos se iniciaron agregando una mezcla de Pik (Pfk-1, Pfk-2 o Pfk-2*)
y Fbpasa purificadas a 1 ml de ensayo que contenia: a) las enzimas auxiliares y sus
sustratos requeridos (fosfoenolpiruvato, NADT y NADH), b) una concentracion fija de
fructosa-1,6-bisP (2 mM), y ¢) concentraciones variables de MgATP. En estas
condiciones la fructosa-6-P disponible en cuélquier momento dado serd la producida
por Fbpasa menos la consumida por Pfk y fosfoglucosa"isomerasa ‘en proporcion a
sus velocidades relati\'fas. Como el consumo de fructosa-6-P por fosfoglucosa
isomerasa resulta en reduccion de NAD* a NADH, mientras que el de Pfk resulta en
oxidacion de l\‘iADH aNAD*Y viala produécién de ADP, la 2\340 en cualqui;-:'r momento
dado sera un reflejo del balance entre esas dos actividades. Como Ia actividad de
Fbpasa es conocida {y puede determinarse independientemente midiendo fosfato
inorganico en alicuotas de la mezcla de ensayo) la magnitud del ciclo de sustratos
puede calcularse directamente a partir de ia pendiente del curso temporal de la Az, .
La forma de célcular la mégnitud del ciclo fatil a pa;ﬁr de las pendientes del curso

temporal de A4 se describe en la seccion seccién 10 iv.

‘ ; ~ S ¥
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Figura 2 Esquema del modelo de ensayo in vitro del ciclo fitil entre Pfk y
Fbpasa.

Las abreviaturas de enzimas comresponden a: G6pdh, glucosa-6-P deshidrogenasa;
Pgi, fosfoglucosa isomerasa; Pfk, fosfofructoquinasa; Fbpasa, fructosa-1,6-
bisfosfatasa; Pyk, piruvato quinasa; Ldh, lactato deshidrogenasa.
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2. Simulacién numérica del modelo /n vitro

Con el fin de dar un sustento tedrico mas sélido al modelo in vitro, se realizé
una simulacidon numérica. Para esto se.asociaron funciones arbitrarias de velocidad a
cada una de las enzimas que participan en el ensayo. Estas funciones no se
generaron sobre {a base de un mecanismo cinético en particular. Su dnico sentido fue
relacionar la variable velocidad con las variables de "concentracion” y parametros que
pueden ser variados hasta que las curvas generadas por las funciones se ajusten
aproximadamente a las curvas cinéticas experimentales de cada una de las enzimas.
Esto se hizo asi porque el objefivo de estas simulaciones es sélo mostrar que la
conducta cinética determinada de las enzimas que participan en el modelo basta para
explicar la conducta observada en el sistema acoplado completo. Un andlisis cinético
canénico esta mas alld del propésito de este punic particular de la tesis. Las
funciones de velocidad obtenidas se usaron para generar un sistema no lineal de
ecuaciones diferenciales, de acuerdo a las relaciones de produccién y consumo que
se dan en el modelo (Figura 2). El sistema se resolvid por el método de Runge-Kuta
de cuarto orden (Press et al., 1980), aplicado ‘a través de un programa de
compu‘tacién disentado por el autor. Como resultado, el programa entrega la curva de
progreso de la concentracién de todos los sustratos y productos que participan. La
curva correspondiente a "NADH" se usé para comparar"coﬁ las curvas de progreso de

T

Aa4q obtenidas en cada ensayo.

3. Cepas bacterianas e
Las cgepas utilizadas para"la purificacion de las enzimas fueron DF903 (ApfkA
pfkB1) para Pfk-2, DF905 (ApfkA pfkB1B10) para Pfk-2*, DF1000/pLC16-4 para Pfk-1

y DF656/pJS54 para Fbpaéa. Ademas se usaron !és cepas DF915 (ApfkA ApfkB) y
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DF902 (ApfkA pfkB). Las caracteristicas de estas cepas y su construccion han sido

descritas por Daldal (1983), quien las cedié gentilmente para realizar este trabajo.

4. Purificacién de las enzimas
i. Pfk-1

Las bacterias se crecieron aerdbicamente a 30°C en medio Luria-Bertani
(Maniatis ef al., 1982) y se las cosech6 por centrifugacion durante 10 min a 13200 g
cuando alcanzaron una Aggy de 0,5. Las bacterias se resuspendieron 1:5
(peso:volumen) en amortiguador A: Tris-acetato 50 mM, pH 7,6, MgCl, 5 mM, EDTA
0,1 mM, DTT 3,5 mM y KCI 300 mM. Esta resuspensién fue sonicada en un sonicador
(Heat Systems - Uitrasonics, Inc.) usando sonda grande por cuatro periodos de 45 s
separados por periodos de 30 s, manteniendo la re“su“spensién en agua con hielo, y
centrifugada a 40000 rpm (rotor Beckman Ti50) durante 1 h )

Este sobrenadante fue dializado contra un litro del amortiguador A durante 2 h
dos veces. El liquido dializado se pasd por una columna de 100 ml de Azul de
Cibacron Sepharose (1 parte de Reactive Blue-2 Sepharose con 2 de Sepharose 4B-
200, Sigma). Se lavé la columna con 5 voliumenes de amortiguador A. Para eluir la
e.i'izimaq se usd el amortiguaidor A suplementado co';ln 0,5 mM ATP “(500 ml de
amortiguaqor A en 100 tubos de 5 mi).

Se determind la actividad fosfofructoquindsica en las fracciones y se juntaron
aquellés con mas acfividad. A continuacién'. se “cd;lc’entré Ia: e:nzima hasta 20 ml en un
aparato de filtracmn con membranas Am:con lavaﬁ&o las membranas con
amomguador A sin ATP ni KC! obteniéndose unos 30 ml /f' néleg “En segwda la

enzima se calenté por 5 min a '65°C en presenma de fructosa-6-P 5 mM, ATP 0,3 mM

y DTT 5 mM. Después se centnfugo la soluc:on a 12000 rpm en rotor Sorvall SS 34
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por 20 min. La enzima se guardé a -20°C. La actividad especifica de la enzima

purificada fue 100 U/mg.

ii. Pfk-2 y Pfk-2*

Para la purificacion de Pfk-2 y Pfk-2* se usaron las cepas DFS03 y DF905, que
tienen niveles elevados de Pik-2 y Pfk-2*, respectivamente, como Unica Pfk. Las
bacterias se crecieron como ya se indicd y tras una centrifugacion se resuspendieron
1:4 (peso:volumen) en amortiguador F: fosfato de potasio (KH,PO4) 20 mM, MgCl, 5
mM, EDTA 1 mM, etanol 5%. Después de sonicar ia suspensién (ver mas arriba), se
centrifugé por 1 hr en rotor Beckman Ti50 a 40000 rpm. El liquido sobrenadante se
dializ6 contra un litro de amortiguador A por 2 h dos veces, y después se paso por
una columna de 100 ml de OH-Apatita (Biorad) equilibrada con 1 litro de amortiguador
F hasta que la conductividad del eluido fue igual a la del amortiguador (1,65 mMho;
conductimetro Radiometer), para después lavarla con 800 mi de amortiguador F. La
enzima se eluyd con una gradiente de fosfato: 20 mM hasta 150 mM de amortiguador
fosfato a pH 7,0 (400 mi de amortiguador fosfato 20 mM y 400 ml de amortiguador
fosfato 150 mM). Se determiné actividad de fosfofructoquinasa en 100 tubos de 10 ml
cada uno y se juntaron las fracciones con mayor actividad. La solucién se concentré
en un aparato de filtracion con membranas Amicon hasta unos 20 ml, y se centrifugd
a 10000 rpm en rotor Sorvall $8-34 pc;r 10 min. Este liquido se dializé entonces contra
el siguiente amortiguador B: Tris-HCI 20 mM, pH 7,8, MgClp & mM, EDTA 1,0 mM,
DTT 1,0 mM, KCI 50 mM, glicerol 20%, con tres cambios durante 2 h. Después el
procedimiento fue i.déntico al descrito para Pfk-1: cc;Iumna Azul de Cibacron, elucién
con ATP concentracfén en membrana Amiicon, caléntami;nto a 65°C 3; f:entrifugacién

LET

En segwda este liqwdo sobrenadante se diahzo durante 4 h contra un litro de

[ I 5 Kl

amomguador B cuatro veces, para postenormente repetir ol paso por la columna de

T v b § -



Cibacron Sepharose (Sigma Chem. Co. St. Louis, Missouri). Las fracciones colectadas
se concentraron otra vez a unos 20 ml y se guardé la preparacién a -20°C. La

actividad especifica de ambas enzimas purificadas fue de 110 U/mg.

iii. Fructosabisfosfatasa

Fbpasa de E. coli se purifico a partir de la cepa DF656/pJS54, que produce
altos niveles de la enzima. Las bacterias se crecieron y recolectaron tal como se
indico en e parrafo sobre purificacion de fosfofructoquinasas. Se resuspendieron 1:4
(peso:volumen) en la solucién C: malonato de sodio, 10 mM; MgCl, 5 mM; EDTA 0,1
mM; DTT 1 mM; etanol 5% a pH 6,0. La resuspensidn se sonicd tal comd se indicd
para Pfk-1.

Después de sonicar la suspension, se centrifugd por 1 hr en rotor éeckman
Ti50 a 40000 rpm. El liquidohsobresnadante se dializé contra un litro de amortiguador C
por 2 hrs dos veces, y se ajustd a pH 6,0 con solucién A a pH 5,0. Luego, el liquido
dializado se pas6 por una columna de fosfocelulosa, previamente equilibrada con
solucién C. La enzima se eluy6é con un gradiente de fructosa-1,6-bisP en solucién C
pero con malonato 50 mM (‘f 00 fracciones de 5“:'nl cada una). Se; midio la actividad de
Fbpasa en las fracciones, y se juntaron las fracéiones co'n mayor actividad.
Posteriormente se concentré la enzima hasta‘unos 2-3 ml, y se la dializé contra
solucién D: Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; MgCl, 5 lan; EDTA, 1 mM; DTT 1 mM. La
actividad especifica ;;Ie la enzima purificada fue 30 L;Jlmg.m
5. Ensayos enzimaticos

La actividad de Pfk Yse determind espectrofotométricamente acoplando la

produccion  de fructosa-1,6-bisP a la oxidacion de 'NADH usando aldolasa,

triosafosfato isomerasa y glicerofosfato deshidrogenasa (Guixé y Babul 1985). La

o= ORIt

¢ = 4 [ 1 [ P ]
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solucién de ensayo consistié en Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6, ATP 1 mM, NADH 0,2 mM,
MgCi, 10 mM, NH4CI 2 mM, 40 ng de aldolasa, 3 pg de triosafosfato isomerasa, 30 pg
de glicerofosfato deshidrogenasa y fructosa-6-P a concentraciones variables en un
volumen de 1 ml. Todas las enzimas usadas fueron de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
Missouri). En algunas determinaciones se calculo la cantidad de MgCl, necesaria para
mantener una concentracion de Mg*2 libre constante. Tanto en el medelo de ensayo
como para determinar la actividad de Fbpasa se usd la siguiente mezcla de ensayo:
Tris-HCI 100 mM, pH 7,6, MgCl, § mM (excepto en los casos indicados), (NH4),S04 3
mM, DTT 1 mM, EDTA 0,4 mM, fosfoenolpiruvato 0,5 mM, NAD* 0,25 mM, fructosa-
1,6-bisP 2 mM y NADH para obtener una Az, inicial de 0,4-0,5 (aproximadamente
0,06 mM), méas concentraciones variables de MgATP. Para el sistema piruvato
quinasallactato deshidrogenasa la mezcla de-' ensayo contenia 20 pug de piruvato
quinasa/ml y 10 pg de lactato deshidrogenasa/ml. Para el sistema fosfoglucosa
isomerasa/glucosa-6-P deshidrbgenasa la mezclé de ensayo contenia 2 nug de enzima
por ml. La concentracion de todos los sustratos empleados se determind por ensayos
enzimaticos de punio final. La actividad de Ia Fbpasa se deteminé
independientemente midiendo la produccion de fosfato en alicuotas de la mezcla de
ensayo tomadas a diferentes tiempos. Para esto se usé el método descritc por Babul
y Guixé (1983). Se retiraron alicuotas de 0,2 mi y se detuvo la reaccion agregando
0,04 ml de H,SO4 5N. En seguida se determiné fosfato inorganico agregando el
reactivo Fiske—Subbarov;r ("0,04 ml de molibdato de amonio 2,5%, 0,004 ml de agente
reductor (25 mg/ml)) y agua hasta un volumen final de 0,4 ml. Se determiné Ia
absorbancia a 660 nm y se calculé el fosfato inorgénico por comparacién con curvas

Co sy, . L2 S . ] B y % +
estandares. Se define una U de enzima como la cantidad de enzima que transforma 1

w

pmol de sustrato/min en fas condiciones del ensayo.
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6. Curso temporal de concentracion de intermediarios

Para determinar el curso temporal de la concentracion intracelular de
intermediarios metabdlicos, primero se diluyé una alicuota de cultivo en medio Luria-
Bertani en medio minimo M63 (Maniatis ef al., 1982). fresco suplementado con la
fuente de carbono correspondiente y se crecieron las células a 37°C. A partir de este
cultivo, se diluyé una alicuota en el mismo medio con la misma fuente de carbono y se
crecié a 30°C hasta alcanzar una Aggy de 0,5-0,7. Se centrifugd el cultivo, y las
bacterias se lavaron y resuspendieron en medio M63 hasta una Ajsgy final de
aproximadamente 15. A tiempo cero se agregd glucosa o glicerol hasta una
concentracion final de 0,1%. La resuspension se mantuvo a 30°C con agitacion, y se
toman"on muestras cada 5-10 min, las que se agregaron a un volumen &e &cido
percidrico (PCA), previamente enfriado en hielo, para una concentracién final de PCA
de 3,5%. Tras 5 min en hielo, los extractos fueron neutraiizado?s con KHCOj3 vy se
elimind el precipitado centrifugando por 30 min a"4°(ﬁ'; a 10000xg. Se fecuperaron los
liqhi&os sobrenadantes y'se Fhantuvieron por una noche a -20°C.

N Fructosa-1,6-bisP se I‘:‘Iidié por ensayo acép!ado usando aldolasa, triosa-P
isomerasa y a-glicerofosfato deshid}ogenasa y determinando
espectrofotomeétricamente el cambio en concentracion de NADH por el cambio de
absorbancia a 340 nm. Glucosa-6-P sé midié por ensayo acoplado usando
fosfoglucosa ) isamerasa y glucosa-&-P deéhicirogenasa y determinando
espectrofotométricamente el cambio de absorbancia a 340 nm. La concentracion

interna fue calculada a partir de ia Aggg del cultivo, como lo detallan Orozeo de Silva y

> -1 Y g % +

Fraenkel (1979).




25

7. Determinacién de 14C0Q, producido por bacterias en resuspensién

Las bacterias en resuspension se prepararon tal como se detalio en el acapite
anterior, excepto que la densidad final de la resuspensioén fue para una Aggg final de
2,0. Se agregé a la resuspension [U-14C]glicero! (actividad especifica = 1 uCi/mmol;
American Radiolabeled Chemicals, Inc., St. Louis, Missouri) para una concentracién
final de 0,01% (0.01 g/100 mi). La resuspensiéon se mantuvo a 25°C y se burbujed
oxigeno a través de la resuspensién, mientras el CO, se atrapaba haciendo pasar ios
gases producidos por una alicuota de NaOH 0,3N con Triton X-100. A cada tiempo
preseleccionado se agregé mezcla de centelieo a la trampa de CO,, y la radiactividad
se determind en un medidor de centelleo liquido Packard 1600 TR.

En otfros experimentos la fuente de carbono fue glicerol al 0,01% y la fuente de
radiactividad [1-14C]glucosa o [6-14C]glucosa (actividad especifica = 55 mCi/mmol;

American Radiolabeled Chemicals, Inc., St. Louis, Missouri).

8. Separacion cromatografica de intermediarios marcados

Iios intermediarios marcados radiactivamente bresentes en los extractos
percloricos de bacterias e;i resuspension fueron separados por cromatografia liquida
de alta resoluéién (HPLC) en una columna!Mono Qde intercambio iénico, usando un
aparato de HPLC {LKB, modelo 2150). La columna fue previamente equilibrada en
amortiguador A: Tris-HC! 10 mM, pH 8,0. Se myecto a la columna una alicuota del
material soluble en PCA, y la elucién se rea![zo con una gradiente entre el
amortiguador A y el B: Tris-HCI 20 mM, pH 8,0; NaCl 0,5M. La gradiente usada fue: de
0% de amomguador B a 20% de amortiguador B (O -30 min); de 20% de amortiguador

Ba 100% de amortiguador B (30-60 min). El liquido eluido se pasé directamente a un

medidor de centelleo liquido conectado en linea (Beckman 171 Radicisotope




26

Detector) el que a su vez transmitia Jos datos a un computador. El programa
SpectraCalc (Galactic Industries Corp., Salem, NH) fue utilizado para analizar los
cromatogramas y para determinar e! drea bajo cada pico de elucién.

Los compuestos correspondientes"a cada pico de elucion fueron identificados
usando dos criterios complementarios. Primero, se prepard un conjunto de estandares
marcados radiactivamente, por medio de fratamientos enzimaticos apropiados de [U-
14C]Jglucosa o de [?H]-glucosa, y se determinaron sus tiempos de elucidén en las
mismas condiciones ya indicadas. Sobre 1a base de estos tiempos de elucién, se hizo
una identificacién tentativa de los picos de elucidén. Segundo, para confirmar o
desestimar esas identificaciones, se diseitaron fratamientos enzimaticos de las
muestras, y después se analizaron las muestras tratadas, intentando correlacionar el

patrén de elucién obtenido con el esperado de acuerdo a la identificacion tentativa.

9. Estimacién de tasas de ciclo por marcacion reversa
i. Ensayos acoplados in vitro

Durante el desarrollo de esta tesis se dis:eﬁé un método nuevo para estimar
tasas de cu:lo futil, que presenta ventajas con respecto a los métodos clasicos (Torres
ef a! 1995) El metodo fue evaluado usando un sistema in vifro de ensayo acoplado,
similar al presentado més arriba para determinar potencialidad de ciclo futil de las
distintas fosfofrhctoquinasas. A continua’lcic'm se };Feéenta brever\ﬁenté"él método y los
ré;ultados in vif}o, qt.;e a su veé pérmitirén interp;;'etarulos resultados correspondientes

v - ; { .

in vivo,

. & LD
- Lk z

Et metodo se basa en el fenémeno del intercambio is6topico, propxc de toda

reaccién quimica. En una reaccion dada que estd al equilibrio, aunque la velocidad

[

neta de la reaccién es cero, ésta resulta de la conversion simultanea, a idéntica

N
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velocidad, de moléculas de sustratc en producto, y viceversa. Por lo tanto, si durante
el equilibrio se agrega una traza de producto marcado radiactivamente, se puede
esj_:l;par la velocidad de la reaccién, en ambos sentidos, midiendo la velocidad de
marcacion del sustrato (Sege!l, 1975). Obviamente, lo mismo es valido para una
reaccion desplazada del equilibrio. En las situaciones donde hay posibilidades de que
ocurra un ciclo fatil, las dos reacciones involucradas estdn generalmente muy

desplazadas del equilibrio, por gjemplo:

Prk
fructosa-6-P + ATP——— fructosa-1,6-bisP + ADP

. Fbpasa .
fructosa-1,6-bisP ———— fructosa-6-P + P

Si la direccion neta del flujo de masa coincide con la direccion indicada para
Pfk, por ejemplo durante metabolismo glicolitico, y se agrega una traza de fructosa-
1,6-bisP marcada radiactivamente, el flujo de mdigctividad a través de la reaccion
catalizada por Pfk sera minimo. Por lo tanto, la velogidad de marcagién radiactiva de
fructosa-6-P seréa funcion primordialmente de la velocidad de la reaccion catalizada
por la 'Fbpqsa. A este tipo de marcafcién radiactiva lo denominaremos "marcacion por
flujo in;rerso de 'marca“, i.e. cuando la marcacion del compuesto en cuestion depende
del flujo de radiactividad en ei sentido opuesto al flujo neto de masa en el sistema.
Como la magnitud del ciclo fifil en estas condiciones es funcion directa de la
velocidad de la reaccién catalizada por la Fbpasa, entonces se puede estimar el ciclo
midiendo la marcacion por flujo inverso de fructosa-6-P. El mismo argumento se aplica
si el flujo neto de masa es gluconeogenico, i.e. de fructosa-1,8-bisP hacia fructosa-6-

P,y se mide la marcacié’m de fructosa-1,8-bisP a partir de fructosa-6-P radiactiva.

¥
"
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El modelo acoplado jn vifro fiene por objetc medir simultanea e
independientemente el ciclo futit y la marcacién por flujo inverso, en condiciones
simuladas de flujo "glicolitico” y "gluconeogénico”, y establecer la relacién entre
ambas variables. La Figura 3 A muestra un esquema del sistema de ensayo acoplado
para la situacion de flujo neto "gluconeogénico”. El funcionamiento de este sistema ya
ha sido descritc en términos de la relacién entre la magnitud del ciclo fafil y el curso
temporal de la concentracion de NADH (ver seccién 1). Las concentraciones en la
mezcla de ensayo fueron: 100 mM Tris-HCI, pH 7,6; 5 mM MgCl,; 2 mM NH4CI; 1 mM
ditiotreitol; 0,5 mM EDTA; 1 mM ATP; 1 mM fosfoenolpiruvato; 2 mM fructosa-1,6-
bisP; 0,25 mM NAD* y NADH para obterier una A4, de 0,7. Las actividades de las
enzimas auxiliares fueron: 13 U de lactato deshidrogenasa (Leuconostoc
mesenteroides); 3,6 U de fosfoglucosa isomerasa (de musculo de conejo); 5 U de
glucosa-6-P deshidrogenasa (Leuconostoc mesenteroides); 4 U de piruvato quinasa
(de musculo de conejo); 0,2 mU de Fbpasa (de muscuio de conejo). La actividad de
Pfk (de misculo de conejo) se determind independier;temente acoplando la
produccion de fructosa-1, 6-bisP a la 'oxidacién de l\:IADH con aldolasa, triosafosfato
isomerasa y a—gllcerofosfato deshidrogenasa en presencia de fructosa-B-P 1 mM ¥
ATP 1 mM. La actividad de Pfk agregada se expresa como unidades de actividad
medidas en esas condiciones. La velocidad de la reaccidn catalizada por la Pfk en el
ensay6 acoplado se determina a parﬁr de la pendiente del curso temporal
correspondiente de la concentracxon de NADH Los ensayos se real:zaron en1miy
el curso temporal ﬂde la concentracion de NADH se determind
espectrofotométricamente a 340 nm en un espectrofotémetro Hewlett Packard 8452A

con arreglo de diodos. Todas las enzimas utilizadas fueron de Sigma Chemical co.

(St. Louis, Missouri).

-
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Figura 3 Esquemas de los sistemgs de ensayo gluconeogénico (panel A) y
glicolitico {panel B). :

Los componentes enmarcados son aquellos cuya concentracion al inicio del ensayo
es distinta de cero.

Panel A Ensayo de flujo gluconeogénico. Ei ensayo se inicié con fructosa-1,6-
bisP 2 mM. A los 3 min de iniciado el ensayo se agregd la [U-14C]-glucosa—6-P. En
este ensayo la actividad de Pk fue variable.

Pane! B Ensayo de flujo glicolitico. El ensayo se inicid con fructosa-6-P 1 mM.
Un minuto después se agregd la  [U-14C]-fructosa-1,6-bisP. En este ensayo la
actividad de Fbpasa fue variable. Las enzimas fueron: g6pdh, glucosa-6-P
deshidrogenasa; pgi, P-glucosa isomerasa; pfk, fosfofructoquinasa; fbpase, fructosa-
1,6-bisfosfatasa; pyk, piruvato quinasa; Idh, lactato deshidrogenasa; ald, fructosa-1,6-
bisfosfato aldolasa; ipi, tiosa-P isomerasa; gdh, glicero-P deshidrogenasa.
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A. Ensayo gluconeogénico
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B. Ensayo glicolitico
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La Figura 3 B muestra un esquema del ensayo de flujo neto "glicolitico”. En
este caso, la fuente de carbonos es fructosa-6-P, de manera que el flujo neto de
carbonos es en la direccion fructosa-6-P a ftriosasfosfato. La fructosa-1,6-bisP
producida es sustrato de la aldolasa, de la Fbpasa, 0 de ambas. La actividad de la
aldolasa resultara en la oxidacion de NADH a NAD?*, via la triosafosfato isomerasa y
la a-glicerofosfato deshidrogenasa, con la consecuente disminucién de la Azsg. Una
velocidad creciente de la reaccion catalizada de la Fbpasa disminuira la velocidad de
la catalizada por aldolasa, al reducir el sustrato disponible para ésta. Por io tanto, si se
agregan cantidades variables de Fbpasa a un ensayo con una cantidad fija de Pfk, se
puede calcular [a velocidad de la reaccién catalizada por la Fbpasa a partir de la
pendiente del curso temporal de la A34. Como la actividad de la Pfk es conocida, y
constante, se puede calcular la magnitud del ciclo para cada cantidad de‘ Fbpasa
agregada.

La actividad nominal de la Fbpasa se determindé independientemente
acoplando la produccién de fructosa-6-P a la reduccion de NAD?, via la fosfoglucosa
isomerasa y la glucosa-6-P deshidrogenasa, en la presencia de fructosa-1,6-bisP 1
mM. La cantidad de Fbpasa agregada se expresa como unidades de actividad
medidas en esas condiciones. La velocidad de la reaccion catalizada por la Fbpasa
en el ensayo acoplado se determina a partir delﬁc':orrespondiente curso temporal del
NADH. Las concentraciones de sales y sustratos fueron idénticas al ensayo
gluconeogeénico, con la excepcion de que se agregd suficiente NADH para una Agyg

de 0,7. Las actividades de las enzimas auxillares fueron: 0,5 U de aldolasa, 13 U de

triosafosfato isomerasa y 1,3 U de a-glicerofosfato deshidrogenasa.
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ii. Experimentos de marcacion por flujo inverso

En el ensayo gluconeogénico, la traza de marca radiactiva fue [U-14C]-
glucosa-6-P, la que, como se muestra enla Figura 3 A sélo puede llegar a fructosa-
1,6-bisP ya sea a través de actividad de la Fbpasa, que deberia ser despreciable en
esta situacion, o a través de actividad de la Pik, la que en este caso se varia para
obtener diferentes tasas de ciclo fitil. En el ensayo glicolitico, la traza de marca
radiactiva fue [U-14C]-fructosa-1,6-bisP, la que, como se muestra en la Figura 3 B
sélo puede liegar a fructosa-6-P ya sea a través de actividad de la Pfk, que deberia
ser despreciable en esta situacion, o a través de actividad de la Fbpasa, la que se
varia para obtener diferentes tasas de ciclo futil, La marcacion radiactiva de fructosa-
16-bisP y de fructosa-6-P en los ensayos gluconeogénico y glicolitico,
respectivamente, se determind por cromatografia de intercambio idnico (ver mas
adelante).

Una vez que se determinaron cinéticamente las diferentes tasr:ls de ciclo en el
espectrofotdmetro usando ensayos de 1 ml, se prepararon ensayos a menor escala
para los experimentos de marcacion, con el fin de usar mas eficientemente la marca
radiactiva. Asi, se agregaron aproximadamente 100.000 cpm de la traza radiactiva
correspondiente a mezclas de ensayo de 50 pl a los 3 min (ensayo gluconeogénico) y
1 min {glicolitico) después de haber iniciado la reaccién.

Un min después (en ambos casos) s;. agregé acido perclérico a una
concentracion final de 3,5%. Posteriormente cada extracto se neutralizd con un
equivalente de KHCO; y se sedimentd la fraccion insoluble por centrifugacién en una
centrffug;; Eppendarf {10 min}. La fraccién soluble sé analizo por cromatografia de

intercambio iénico, usanda un equipo de HPLC (ver mas arriba).
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La [U-14C]-glucosa-6-P usada en el ensayo gluconeogénico se prepard a partir
de [U-19C]-glucosa (Amersham; la actividad especifica fue de 304 mCi/mmol) por
tratamiento con hexoquinasa (de levadura; SIGMA, St. Louis, Missouri) durante 2 h en
Tris-HCl 1 mM, pH 7,6, ATP 1 mM y MgC!2 2,6 mM, a 30°C. Se confirm¢ la eficiencia
del tratamiento analizando los productos marcados de la reaccion por cromatografia
en una cclumna de intercambio idnico Carbopac PA1 (DIONEX). Virtualmente un
100% de la [U-14C]-glucosa se transformé en [U-14C]-glucosa-6-P y una pequeifia
cantidad de [U-14C]-fructosa-6-P. Para el ensayo glicolitico, se usé [U-14C]-fructosa-
1,6-P disponible comercialmente (Amersham; la actividad especifica fue 330

mCi/mmol).

iii. Andlisis cromatografico de los compuestos marcados

Los extractos percldricos fueron analizados por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) en una columna de intercambio iénico Carbopac PA1 (DIONEX).
La columna se equilibré en; NaOH 50 mM (solucion A). Se inyectd una alicuota del
extracto y se eluyé con un gradiente la solucién A y acetato de sodio 1 M en NaOH
100 mM (solucién B). El gradiente usado fue 0% de solucion B (0-10 min), seguido de
entre 10% y 15% de solucién B (10-20 min), entre 15% y 20% de solucién B (20-21
min)}, entre 20% y 50% (21-51 min) y finalmente 50% de B entre 51 y 65 min. El eluido
se paso directamente a un contador de centelleo liquido en linea Beckn:lan, el que
enviaba los datos a un computador para su analisis.

Los picos de elucidn correspondientes a glucosa-6-P, fructosa-6-P, fructosa-
1,6-bisP y glicerol-3-P se identiﬁcaron analizando cromatograficamente, bajo las

mismas condiciones indicadas, los siguientes compuestos disponibles

comerciaimente; [U-14C]-glucosa-6-P, [U-14C}-fructosa-8-P, [U-14C]-fructosa-1,6-bisP
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y [U-14C]-glicerol-3-P (Amersham). Para identificar [U-14C]-6-P-gluconato, se
establecid el tiempo de elucion de este compuesto preparado a partir de [U-14CI-
glucosa-6-P tratada con glucosa-6-P deshidrogenasa. Lo mismo para
dihidroxiacetona-P y gliceraldehido-3-P, que fueron preparados a partir de [U-14C]-
fructosa-1,6-bisP con aldolasa. Las dreas bajo cada pico de elucién se midieron

usando un programa de computacién ad hoc.

iv. Célculo del porcentaje de ciclo futil

Para este ensayo, mediremos la magnitud del ciclo fatil como Ia razén entre las
velocidades de las reacciones catalizadas por fosfofructoquinasa vy
fructosabisfosfatasa, expresada como porcentaje.

Ensayo de flujo neto gluconeogénico. Para este ensayo, se puede demostrar que;

Vﬁbpasa = Vij +'VP'gi
ANADH =Vpy; ~Vpg

en donde Ve Vpp ¥ Vpg son las actividades efectivas de Fbpasa, Pfk y

fosfoglucosa isomerasa, respectivamente, en el ensayo acoplado, y ANADH es la

pendiente del curso temporal de la concentracion de NADH, obtenida del curso

temporal de la Az4g. Como se conoce Vi, (se mide la actividad en ausencia de

Pfk), el porcentaje de ciclo fdtil, T, puede calcularse como:

. V
T. =100—%=50(1 _M)

Itbpasa Fbpasa
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Nétese que si ANADH es igual a Vg, pero con signo negativo, 7, es
100%, mientras que si son iguales en valor y signo, 7, es 0%.

Ensayo de flujo neto glicolitico.
En este caso, el pocentaje de ciclo fitil es la razén de la velocidad de Ia
reaccion catalizada por la Fbpasa a la de catalizada por la Pfk. Para este ensayo, se

puede demostrar que:

ANADH
VFbpasa = _T + VPﬂc

Si se conoce Vij: entonces se puede calcular el porcentaje de ciclo fatil como:

4 ANADH
T, = 1002222 = 100(1 + ————)
Ve 2V pg
Noétese que si ANADH es igual a -2VPfk, Tc es 0%. Si ANADH es cero,
entonces 7, es 100%. La Gnica premisa usada en estos calculos es que la actividad

tanto de Pfk como Fbpasa es |la misma independientemente de la actividad de la otra
enzima en cada ensayo. Esto es razonable, yalr que las actividades involucradas son
tan bajas que su efecto sobre la concentracion de sustrato (fructosa-1,6-bisP en el
ensayo gluconeogénico y fructosa-6-P en el glicolitico) es despreciable. Sin embargo,
para el ensayo gluconeogénico confimamos esta premisa, midiendo las tasas de
produccion de fosfato inorganico de cantidades fijas de Fbpasa a tasas de ciclo fdtil
variable. Confirmamos que la actividad de la Fbpasa fue la misma
independientemente de la actividad de Pik agregada'. El fosfato inorganico producido

se midido por el método descrito por Babul y Guixé (Babul y Guixé, 1983). Para el

ensayo incoiitico, no hay manera de medir independientemente la actividad de Pfk sin

perturbar drasticamente las condiciones del ensayo.
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10. Marcacién por flujo inverso in vivo

Para estos experimentos se usaron las mismas condiciones descritas en la
seccion 2.6, sdlo que 10 min después de proporcionar el glicerol, se agregaron 2 pCi
de [U-14C]glucosa (la actividad especifica fue de 304 mCi/mmol). A tiempos variables
después de esto, se extrajeron muestras con acido perclérico, de forma idéntica a la
descrita en la seccién 2.6. Se midi6 la radiactividad en Ia fraccién soluble en PCA y se

carg6 la misma cantidad de cuentas por min a la columna de andlisis cromatografico

{ver seccién 2. 8).

11. Un modelo para la produccién de CO, en gluconeogénesis
i. Produccién de CO, a partir de glicerol como fuente de masa y marca radiactiva

En esta seccién se presenta un modelo matematico que busca establecer una
relacion entre las velocidades de flujo de carbonos en distintas ramas de ia glicélisis y
la gluconeogénesis y las tasas de produccion de CO,. Este modelo tiene por objeto
formalizar Ia relacién entre ciclo fatil y tasas diferentes de produccion de CO, y niveles
de marcacion de CO, a partir tanto de glicerol marcado, como de glucosa marcada en
distintos carbonos.

En la Figura 4 se presenta un esquemap simplificado de la glicdlisis y
gluconeogénesis y los puntos en que se libera CO,. Estos son fundamentalmente
tres, que hemos reunido en dos grupos: i) rama oxidativa de ingreseo al ciclo de las.
pentosas; ii) conversion de piruvato a acetil-CoA y ciclo de los acidos tricarboxilicos.
Junto a cada CO, se indican los carbonos dé glti.icosa que pueden liberarse como
CO, en cada via. En la rama oxidativa de ingreso al ciclo de Iés pentosas [a liberacion

3

. -~ " b
de CO, se produce en la serie de reacciones que transforman glucosa-6-P en D-

)

ribulosa-5-P:
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glucosa-6-P + NADF ———mm— 6-P-glucono-§ -lactona + NADPH

L @
D-ribulosa-5-P (—7 6-P-gluconato

co,

En la ultima reaccion, catalizada por la 6-P-gluconato deshidrogenasa, se
libera como CO-, el carbonoc 1 de 6-P-gluconato, proveniente del carbono 1 de
glucosa-6-P. En el esquema de la Figura 4'se indica que tanto el carbono 1 como el &
de glucosa pueden liberarse como CO, en la rama oxidativa del ciclo de las pentosas.
Esto considera la posibilidad de que ingresen por esta via moléculas de glucosa-6-P
que provienen de reciclaje desde el nivel de la reaccidn catalizada por la triosa-P
isomerasa, donde los carbonos 1 y 6 provenientes de glucosa se isomerizan.

Otro punto en el que se libera CO, es la reaccion siguiente:

Piruvato + NAD + CoA-SH ———>  acetil-CoA + NADH + co, (b

En esta reaccién el carbono del grupo carboxilo de piruvato es liberado como
CO.. El origen glicolitico de este carbono es el carbono 1 de gliceraldehido-3-P, que a
su vez proviene de los carbonos 3 y 4 de glucosa.

Por dltimo, en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, se libera CO, en las

siguientes reacciones:

isocitrato + NAD©  ——3 @ -cetoglutarato + NADH + C()‘2 (€)

7

a -cetoglutarato + NAD+Y +CoA — succinil-CoA + NADH +CO,  (d)

El origen glicolitico de estos carbonos se encuentra en los carbonos 1,2, 5y 6
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de la glucosa. En sintesis, en estas Ultimas tres reacciones se pueden liberar como
CO, los seis carbonos de la glucosa. Si consideramos el origen de los carbonos
liberados como CO,, en término de los carbonos de glicerol, sélo el carbono 3 de éste
puede liberarse como CO, a nivel de la rama oxidativa del ciclo de pentosas, mientras
que, similarmente a los carbonos de gliceraldehido-3-P, los tres carbonos de glicerol

pueden convertirse en CO,, a nivel de las reacciones b, c y d.

En io que sigue, denominaremos Jy; al flujo de hexosas a través de la ditima
reaccion de la serie (1), i.e. aquella en la que se produce CO,. Similarmente, Jg
representara el flujo de piruvato hacia el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Cada

molécula de piruvato de ese flujo producira tres moléculas de CO,. Por Jéo2

designaremos la tasa de produccion de CO, a partir del carbono 7 de glucosa o

glicero!, segun se indique. Por ultimo, definiremos ./, como el flujo de entrada de la

fuente de masa, glicerol, al sistema. Considerando el destino potencialmente

diferencial de los carbonos de glicerol respecto a CO,, es facil ver que:

Jé'oz = Jm 8
chto, = Jm 4

Feo, =g+ 28
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{C1y C6 de glucosa
co y g )

"{' 2 {C3 de glicerol)
glucosa e glicosa-6-P ——4 ROP

Pgi
fructosa-6-P

Pfx Fbpasa

fruciosa-1,6-bisP

Ald

dihidroxiacetona-P -—————> gliceraldehido-3-P

T Tpi
,l. %
glicerol 1
c 02 (C1 a C6 de glucosa)
(C1 a C3 de glicerol)
Figura 4 Puntos de produccién de CO, en relacién a reacciones de Pfk y

Fbpasa.

Entre paréntesis se indican los carbonos de glucosa y glicerol que pueden liberarse
como CO; en los puntos correspondientes. Las abreviaciones de enzimas siguen la
norma de la figura anterior. Las direcciones de las flechas corresponden a una
situacion en que glicerol es la fuente de carbono.
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donde g es la fraccién de triosas derivadas de glicerol que se convierten en acetil-

CoA e ingresan al ciclo de Krebs. En la Gltima igualdad se introduce una divisién por 2
para dar cuenta de! hecho de que se necesitan 2 moléculas de glicerol por cada una
de hexosa formada a partir de ellas. Recordemos que cada una de estas hexosas
producird sélo una molécula de CO,. Si sumamos las fres ecuaciones, obtenemos
una expresion para la produccion de CO, a partir de glicerol como funcion del flujo de

ingreso de glicerol al sistema y de la fraccion de ese flujo destinada al ciclo de Krebs:

5g+1

Ji 153 =J," ecuacion ()

En lo que sigue, mostraremos cursos temporales simulados de produccion de
CO; para situaciones transitorias (fuente de masa finita) en las que se varia g. Para
esto, generamos primero una familia de funciones polinomiales que producen curvas
del tipo presentado en la Figura 5 A, i.e. funciones arbitrarias cuya conducta es similar
a la observada en situaciones transitorias: parten de un nivel basal, aumentan hasta
un maximo {(generalmente denominado estado semi-estacionario) para después
disminuir de vuelta al nivel basal. Estas funciones no tienen un sentido fisico o

metabdlico real, sino se usan meramente para simular el comportamiento de las
variables g y J,, en el tiempo. Mientras que se usa una misma funcion para J, enel
tiempo (linea continua en Figura 5-A), la funcién que rige el curso temporal de g se
hace variable en cuanto al maximo valor de g, desde 10% a 90% del flujo total de
ingreso de la fuente de carbono. Los valores de estas curvas se usan en la ecuacién
(I) para obtener el curso temporal de Ia velocidad de producc:on de 002 Al integrar
este curso temporal, se obtienen las curvas de producc;on de CO, de Ia Flgura 5B.

Este modelo predlce que a medlda que se aumenta la fraé:cnon del flujo de carbonos

¥
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destinada al ciclo de Krebs aumenta la velocidad de produccién de CO,, lo que
redunda en niveles finales mas altos de CO, totales producido por el sistema. En la
seccion de Resultados, asi como en la Discusidn, compararemos estas curvas
simuladas con datos experimentales y presentaremos argumentos gue relacionan la

variacion de g con el aumento del ciclo fatil entre fructosa-6-P y fructosa-1,6-bisP por

aumento de la actividad de la Pfk.

ii. Produccién de CO, marcado a partir de glicerol como fuente de masa y [U-
14C]glucosa como fuente de marca radiactiva

Con el fin de pesquisar la contribucion relativa de distintas vias a la produccion
de CO, durante gluconeogénesis, se determind el curso temporal de la produccion de
14C0,.en las cepas con distintas fosfofructoquinasas, en condiciones en que la fuente
de carbono era glicerol y la fuente de radiactividad era [1-14C]glucosa o [6-
14C]glucosa. A continuacion se desarrolla un modelo matematico lineal, similar al de la
seccién anterior, que genera predicciones sobre la. produccién de CO, marcado
radiactivamente en las condiciones descritas, nuevamente como funcién de la
fraccion del flujo de carbonos destinado al ciclo de Krebs versus el destinado al ciclo
de pentosas a fravés de su rama oxidativa.

Partiremos con ias siguientes expresiones:

S =TT ecuacion (ji-a)

JS = J8 +J8 ' ecuacion (i-b)




43

1,0 . 1.0
0,84 - 08

0,6 - - 06 |
e 04 - 04 3

0,2 - L 0,2

0 0
B
— 30 —
[1/]
_l:tl
® o
= @
e =]
S 20 - £
(1] 13
g~ £
g I
=
2
ON 10 —
3]
0 ]
[ ] 1 [

o 02 04 06 08 10
t

Figura § Simulacién matemaética de produccién de CO, en el tiempo para
niveles variables de g maximo.

Panel A Curso temporal de J,, (linea continua) y g (lineas punteadas). Los

niveles maximos de g se indican sobre cada curva. Las curvas se obtuvieron con
funciones polinomiales arbitrarias. Panel B Curso temporal de produccién de CO,
para las curvas con g maximo variable. La flecha a la derecha del gréfico indica la

direccion en que aumenta g.
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donde J* es el flujo de marca radiactiva a CO, cuando la fuente de marca radiactiva

es glucosa marcada en el carbono i :Jff es la fraccién del flujo total de radiactividad

a CO; que ilega a éste via la rama oxidativa del ciclo de las pentosas; Jé es la

fraccion del flujo total de radiactividad a CO, que llega a éste via las reacciones (2),
(3) y (4) indicadas en la seccién anterior. Con respecto a estos (ltimos flujos,
consideremos el nivel al que puede ocummr la isomerizacion de los carbonos
provenientes de C-1 y C-6 de glucosa, en la Figura 6.

Las fiechas blancas indican la direccion neta del flujo de masa cuando Ia
fuente de masa es glicerol. Las negras indican la direccién del flujo de marca
radiactiva cuando la fuente de ésta es glucosa marcada en C-1 (panel a) y C-6 (panel
B). Como los carbonos C-1 y C-6 de fructosa-1,6-bisP van a dihidroxiacetona-P y
gliceraldehido-3-P, respectivamente, la circulacién de la marca radiacti'va esta
invertida en un caso respecto del otro. Cuando la marca proviene de glucosa marcada
en el carbono 1’(pan'el A) se puede establecer l:; sig;uiente relacion entre los flujos

indicados en la Figura 6:
J fipdta = Tinamgap™ x3p—fop ecuacion (jii-a)

La igu%idad indica que el flujo de marca radia;:tiva desde fructosa-1,6-bisP a
dihidroxiacetona-P sera igual que el flujo desde ésta Ultima a gliceraldehido-3-P.
Como Ia fuente de carbono es gllcerol la pérdida de marca radlactlva por ﬂu10 de ésta
desde dlh:dromacetona-P a glicerol-3-P deberia ser deSpremabIe La des:gualdad

indica que el ﬂu;o de radlactlwdad desde gllceraldehldo-s P a fructosa-1 ,6-bisP es

sélo una fraccnon del flujo que llega al primero desde dlhldrox:acetona-P
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[1- Clfructosa-1,6-bisP
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1 1
Jibp—dha Jg3p-fbp
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dihidroxiacetona-P gliceraldehido-3-P
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[6- Clfructosa-1,6-bisP
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tha-fbp Jfbp—gSp
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3p-dh G
: - rs—]
dihidroxiacetona-P gliceraldehido-3-P
—— ===
Figura 6 Flujo de masa y radiactividad en torno a la reacci6n catalizada por

friosa-P isomerasa.

Panel A, direccidn de los flujos de masa (flechas blancas) y radiactividad (flechas
negras) cuando la fuente de masa es glicerol y la de radiactividad [1-14C]glucosa.
Panel B, direccion de los flujos de masa (flechas blancas) y radiactividad (flechas
negras) cuando la fuente de masa es glicerol y Ia de radiactividad [6-14C]glucosa.
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Si la fuente de marca radiactiva es glucosa marcada en el carbono 6, con un

razonamiento similar se llega a:

6 6 _ 16
J jbp—g3p>']g3p—dha = tha—- -fbp

ecuacion (iii-b)

Ademds, como hemos supuesto que el flujo de radiactividad de

dihidroxiacetona-P a glicerol-3-P es despreciable;

1 _ 46
J Jop-dha — J Jop-g3p
Entonces:

1 _ 1
Jesp-pop =3 fop-dha
_ 6
Jgi‘lp—dha =b-J Jop-g3p
donde

0<a<ly 0<b<1

ecuacion (iv)

ecuacion (v-a)

ecuacion (v-b)

En toda reaccidn, el flujo de marca radiactiva sera mayor cuando coincide con

el flujo neto de masa de la reaccién que cuando se opone al mismo. Como el flujo

neto de masa en nuestro sistema es gluconeogénico, como lo indican las flechas

blancas en ia figura 6:
a>b

Por lo tanto:

J6 = Jpppeiha “(1-3)

ecuacion (vi-a)
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Jg = Jfbp_g3p (1-5) ecuacion (vi-b)

Volviendo a las ecuaciones {ji-a) y (ii-b) y usando las expresiones (iv), (vi-a) y

(vi-b):

Ji=J }3 + J}bp_d,,a (1-a) ecuacion (vii-a)
Jo= Jfg + Jfbp_dha (1-5) ecuacion (vii-b)

¢Qué sucede si el flujo gluconeogénico de masa disminuye y el glicolitico
aumenta en la misma proporcién? Si el flujo glicolitico aumenta por un factor dado, el
flujo de marca de [1-14Clfructosa-1,6-bisP a dihidroxiacetona-P aumentara en ia
misma proporcién, mientras que el flujo de marca de gliceraldehido-3-P a fructosa-1,6-
bisP disminuird en la misma proporcion. Se puede mostrar que si el flujo glicolitico

aumenta en un factor igual a ¢, las nuevas tasas de fiujo de marca radiactiva a CO,

seran:
e 1.(1- c)+J};,p_d,,a (1+c)(1-a) ecuacion (viii-a)
J=J S.(1- C)+Jj6bp—dha (1+0)-(1-b) ecuacion (viii-b)

donde 0<c¢<1.

A partir de estas expresiones, podemos generar una expresion que relacione

la produccion diferencial de CO, marcado radiactivamente a partir de glucosa

marcada en los carbonos 1 o 6, durante gluconeogénesis (AC(O,(1-6)) con ¢, la
fraccion en que se incrementa el flujo de masa glicolitico a expensas del

gluconeogénico;
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ACOY(1~6)= Jpy [Tk = JR)-(1= )T (14 0)-(a— B)]  ecuacion viii-c)

En esta ecuacién hemos introducido el factor J.,, que representa el flujo de

entrada de la fuente de masa (glicerol) al sistema, y de cuya conducta en el tfiempo
dependeran todos los flujos del sistema. Esto se hace para poder generar cursos
temporales simulados de la variable ACO,(1—-6). Para generar estos cursos
temporales simulados, se procede de manera idéntica a la indicada en la seccién
anterior, usando funciones polinomiales arbitrarias que simulan cursos temporales
transitorios de J,, y ¢. Ya hemos discutido la forma general del curso temporal de S -
En cuanto al curso temporal de ¢, también usaremos funciones que aumentan, desde
un nivel basal hasta un méaximo para volver al nivel basal. Posteriormente
discutiremos el fundamento de esta conducta.

En la Figura 7 A se muestra el curso temporal generado para las varables

J (linea continua) y ¢(lineas punteadas), en donde el ¢ maximo vari6 entre 00y

0.9. En la Figura 7 B en tanto, se muestran los cursos temporales de la variable

ACO,(1-6) (ver ecuacién viii-c) para los distintas curvas de cdel panel A. La

simulacion indica que a medida que se aumenta el valor de ¢ maximo, el valor final

de ACO,(1-6) disminuye, siendo negativo para los casos en que el ¢ maximo es
0,6 y 0,8. En las figura 7 C se grafica el curso temporal simulado de JY (linea
continua; ver ecuacion viii-a) y JE (linea punteada; ver ecuacién viii-b) para dos
niveles extremos de ¢ méximo: 0,0 (pane! C) y 0.9 (panel D). Resulta evidente de
estas figuras lo observado en el panel B: a médida que se aumenta el ¢ maximo,
aumenta J° y disminuye J!, o que redunda en valores negativos de ACO,(1-6).

En la simulacion de la Figura 7, el curso temporal de Jm coincide con los

*

- -

distintos cursos temporales de ¢ en cuanto a su posicién a lo largo del eje tiempo. Si

-~
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se varia esto, la forma de los cursos temporales del ACO,(1—6) se modifica, como

se aprecia en la figura 8. En los paneles A y C, el curso temporal de la variable ¢ se
adelanta y retrasa, respectivamente, con respecto al de Jm. En los paneles By D, en
tanto, se grafican los cursos temporales del ACO,(1—6) resultantes. Por ahora nos
limitaremos a notar que el desplazamiento relativo del curso temporal de la variable ¢
genera formas diferentes de los cursos temporales de ACO,(1-6), afectando tanto
el punto en el tiempo en el cual éstas se desvian de cero, asi como el valor minimo
alcanzado y el valor final. Estos resultados se discutiran en el contexto de los

resultados experimentales correspondientes (seccion lil. 8.)

2y
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Figura 7 Simulacion matemética de produccién de CO, radiactivo a partir de
[1-14C]glucosa y [6-14C]glucosa durante gluconeogénesis: efecto de niveles
variables de ¢ maximo.

Panel A, curso femporal de Jm (linea continua) y ¢ (serie de curvas punteadas). De
mayor a menor los ¢ maximos fueron: 0,8; 0,6; 0,3 y 0,0. Panel B, curso temporal del
ACO,[1-6] para los distintos niveles de '©c maximo del panel A. La flecha indica el
aumento de ¢ maximo. Para generar estas curvas se usoé la ecuacion (viii-c) con los
siguientes pardmetros: J1g=1; J%:=0,05; a=0,5; b=0,05 y Jg, 4ha=1. Panel C, curso
temporal de J4 (linea continua) y Jg (linea punteada) para un ¢ maximo de 0,0 (la
diferencia entre estas curvas, J4.Jg, da la curva indicada con un "0,0" en el panel B.
Panel D, curso temporal de J4 (linea continua) y Jg (linea punteada) para un ¢ maximo
de 0.9 (la diferencia entre estas curvas, J1_Jg, da la curva indicada con un "0,9" en el
panel B.
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Figura 8 Simulacion matemdtica de produccion de CO, radiactivo a partir de
[1-14C]glucosa 'y [6-14C]glucosa durante gluconeogénesis: efecto de posicién
relativa de curvas que rigencyJm.

Panel A, curso temporal de Jm (linea continua) y ¢ (serie de curvas punteadas). De
mayor a menor los ¢ maximos fueron: 0,9; 0,6; 0,3 y 0,0. El maximo de las curvas de
c fue a t=0,4 y el de Jm a t=0,5. Panel B, curso temporal del ACO,[1-6] para los
distintos niveles de ¢ maximo del panel A. La flecha indica el aumento de ¢ maximo.
Para generar estas curvas se us6 la ecuacion (viii-c) con ios siguientes parametros:
J1g=1; J82=0,05; a=0,5;b=0,05 y Jibp-aha=1. Panel C, curso temporal de Jm (linea
continua) y ¢ (serie de curvas punteadas). De mayor a menor los ¢ maximos fueron:
0,9; 0,6; 0,3 y 0,0. El maximo de las curvas de ¢ fue a t=0,6 y el de Jm a t=0,5. Panel
D, curso temporal del ACO,[1-6] para los distintos niveles de ¢ maximo del panel C.
La flecha indica el aumento de ¢ maximo. Para generar estas curvas se usd la
ecuacidn (viii-c) con los siguientes parametros: J1g=1; J8;=0,05; a=0,5;b=0,05 y Jop-
dha=T1-
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lIl. RESULTADOS

1. MODELO DE ENSAYO IN VITRO
i. Propiedades cinéticas relevantes de las fosfofructoquinasas purificadas

Se caracterizaron cinéticamente las tres Pfk purificadas. En primer lugar, en la
Figura 9 se muestra la velocidad inicial con respecto a la concentracién de fructosa-6-
P para Pfk-1 en presencia y ausencia de GDP (activador) y fosfoenolpiruvato
(inhibidor). Nuestra preparacion de esta enzima exhibe [a dependencia
hiperbdlico/sigmoidea ya descrita (Babul, 1978; Blangy, et al., 1968). Esta enzima
exhibe in vifro una clara sensibilidad a fosfoenolpiruvate y GDP, particularmente a
concentraciones bajas de fructosa-6-F, que son las que predominan en situaciones
gluconeogénicas en E. coli (Daldal, et al., 1982).

En ia Figura 10 (A y B) se muestra ia velocidad inicial contra [a concentracién
de MgATP, a dos concentraciones de fructosa-6-P (0,1 mM y 1,0 mM), para Pfk-2*
(panel A) y Pfk-2 (panel B). Esta caracterizacién también se ajusta a la hecha
previamente por quienes aislaron y caracterizaron estas enzimas (Babul, 1978; Guixé
y Babui, 1985).

Como se observa, Pfk-2* no es inhibida a concentraciones altas de MgATP a
una concentracién de fructosa-6-P (0,1 mM) a la cual Pfk-2 (panel B) es fuertemente
inhibida. A una concenfracién mayor de fructésa-B—P, ninguna de estas dos
fosfofructoquinasas es  inhibida significativamente. Esta conducta regulatoria

diferente es la base sobre Ia cual hemos elaborado nuestra hipdtesis




55

del ciclo fatil como base del fenotipo de crecimiento lento en fuentes de carbono
gluconeogénicas de Pfk-2*,

Conciuimos que las tres fosfofructoquinasas purificadas para el presente
trabajo exhiben las caracferisticas cinéticas que ya se habian descrito, y que por lo

tanto son apropiadas para el estudio planteado.

il. El modelo de simulacién numérica del modelo in vitro

Como ya lo sefialamos en Materiales y Métodos, se elaboré un modelo tedrico
de simulacién numérica del modelo de ensayo in vifro. El propésito de esto fue
constatar que las propiedades cinéticas y regulatorias de las tres fosfofructoquinasas
son suficientes para explicar su conducta en el modelo de ensayo in vitro. El modelo
de simulacién se construyd a partir de un conjunto de funciones arbitrarias de
velocidad, las que se asociaron en relaciones de produccion y consumo en base al
esquema del modelo in vitro de la Figura 2. Los valores de Ic;s parametros de estas
funciones se buscaron por aproximacioén hasta alcanzar un grado razonable de ajuste
con las curvas cinéticas experimentales de cada enzima.

En la Figura 11 se muestra el grado de ajuste de las curvas generadas por
estas funciones para los correspondientes datos experimentales. En el caso de Pfk-1,
sélo se obtuvo una ecuacién ajustada a los datos de velocidad en presencia de
fosfoenolpiruvato (2 nﬂ1M), }}a que el disefio del modelo in vitro requiere a fortiori
realizar el er:;sag,;o en presencia de este cbm;)uesto, y por ende ésa es la tnica

- *

Y
situacién que resulta atingente simular.
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Figura 9 Efecto de la concentracién de fructosa-6-P y accidon de efectores

sobre la actividad de Pfk-1.

Velocidad inicial (como % de la Vmax) de Pfk-1 versus la concentracion de fructosa-6-
P en ausencia de efectores (A), en presencia de 2 mM GDP, activador (O) y de 2 mM
fosfoenolpiruvato, inhibidor (O0). La concentracién de MgATP fue constante (1 mM).
Se tomé como 100% la actividad en presencia de 1 mM fructosa-6-P y 2 mM GDP.
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Figura 10 Actividad de Pfk-2 y Pfk-2* como funcién de la concentracién de
MgATP a dos concentraciones de fructosa-6-P.

Panel A: Pfk-2*; panel B: Pfk-2. La velocidad se expresa como porcentaje de la
velocidad maxima observada en presencia de fructosa-6-P 0,1 mM en cada caso. La
actividad se ensayé en presencia de fructosa-6-P 0,1 mM (O) y 1,0 mM  (A), con un
exceso constante de Mg2* de 1,0 mM.
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Como se aprecia en la Figura 11, la curva generada por la respectiva ecuacién se
ajusta bastante bien a los datos. Para los propdsitos de esta seccion, ese ajuste no
requiere una calificacion mas precisa. Lo mismo puede decirse de los ajustes
respectivos para los datos de actividad dé Pik-2 y Pfk-2*. Mas adelante discutiremos
que grado de impacto pueden tener las desviaciones de estos ajustes sobre los

resultados de las simulaciones.

iii. Curvas de progreso de NADH en el modelo in vitro

En la Figura 12 (A y B) se muestra un conjunto representativo de curvas de
progreso para el modelo de ensayo acoplado (ver Figura 2 para esquema del
modelo). Las pendientes respectivas de las curvas y los fiujos deducidos a gartir de
ellas, asi como el porcentaje de ciclo futil calculada, se muestran en la Tablah‘1 En el
experimento de la Figura 12-A la concentracion de MgATP es 0.2 mM, y en esas
condiciones el par Pfk-1/Fbpasa da una curva de progreso de As4g con una pendiente
aproximadamente igual a la actividad de Fbpasa presente en el ensayo: 0,048 n
moles/min ml versus 0,05 ymoles/min ml (Tabla 1). En otras palabras, la velocidad de
la reaccion catalizada por Pfk-1 es apenas un 2% de Ia catalizada por la Fbpasa, y por
lo tanto el 98% de la actividad de esta Uitima se traduce en actividad de Pgi y G6pdh,
i.e. en reduccion de NAD* a NADH.

Si comparames este resultado con la curva de progreso predicha por el
modelo de simulacién (Figura 13-A) y con el flujo y porcentaje de ciclo obtenidos a
partir de ejl‘la (Tabla 2), vemos que el modele gene}a la curva correspondiente con una

velocidad de fa reaccién catalizada por la Pfk qué es el 0,1% de la catalizada por la

Fbpasa.
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Figura 11 Ajuste de las funciones de velocidad usadas en la
simulacidon numérica del modelo in vitro.

En cada grafico los simbolos corresponden a datos experimentales y las curvas
a la ecuacion utilizada. Los gréficos para Pfk-2 y Pfk-2* se presentan a dos
concentraciones de fructosa-6-P, tal como se indica. Para Pfk-1 sélo se
presentan los datos y curva comrespondientes al ensayo en presencia de
fosfoenolpiruvato 2 mM, condicién en que opera el modelo de ensayo in vitro.
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De acuerdo a la simulacién, la concentracién de fructosa-6-P que se alcanza
es del orden de 0,001 mM, lo que indicaria, de acuerdo a la Figura 11-A, que Pfk-1
esta muy Inhibida (tanto en el ensayo como en la simulacién se usé una
concentracion inhibitoria de fosfoenolpiruvato). El que la razén de velocidades
predicha por el modelo sea significativamente inferior a la observada (0,1% versus
2%) puede deberse a inexactitudes en los paramefros cinéticos usados en la
simulacion, ya que éstos fueron obtenidos por ajuste, sin haberse determinado su
valor en las condiciones exactas del ensayo in vifro. Es posible entonces que fructosa-
6-P alcance en el ensayo in vitro una concentracién mas alta, lo que redundaria en
mayor velocidad de la reaccion catalizada por la Pfk-1.

Esta conducta de Pfk-1 es esperable dado que el ensayo se realiza con una
concentracion inicial de fosfoenolpiruvato que es claramente inhibitoria (2 mM; ver
Figura 8) mientras que la concentracion del activador, ADP, debe ser despreciable,
debido tanto a la baja actividad de Pfk, que lo genera, como a la presencia de la
piruvatoquinasa, que consume inmediatamente el que se produce.

En el caso en que la concentracion de MgATP es 3 mM, Figura 12-B, la curva
de Pik-1 es idéntica a la anterior, pues estando la enzima inhibida, el aumento de este
sustrato no produce efectos. Como se indica en ia Tabla 1, el porcentaje de ciclo ftil
también es cero en este caso. Lo mismo se aplica a los resultados correspondientes

de la simulacion (Figura 13-B y Tabla 2).
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Figura 12 Curvas de progreso de serie de ensayos representativos del
modelo in vitro,

Se siguid el curso temporal de la Agyy para ensayos con las siguientes
combinaciones: Pfk-1/Fbpasa; Pfk-2/Fbpasa y Pfk-2*/Fbpasa. La concentracion inicia
de fructosa-1,6-bisP fue 2 mM en todos los casos.
Panel A: MgATP 0,2 mM; panel B: MgATP 3,0 mM




Tabla 1 Valores calculados de actividad de Pfk y Fbpasa y tasas de ciclo
fitil para datos experimentales

ANADH JPik JFbpasa
(pmoles/ml min) | (umoles/ml min) | (umoles/ml min) | % ciclo fitil
MgATP, mM MgATP, mM MgATP, mM
MgATP, mM
0,2 3 0,2 3 0,2 3
0,2 3
Pfk-1 0,048 |0,048 | 0,001 |0,001 |0,05 0,05 2 2
Pfk-2 0,000 (0,032 |0,025 |0,009 |0,05 0,05 50 18
Pfk-2* -0,006 -0,009 | 0,028 | 0,029 | 0,05 0,05 56 60
Tabla 2 Valores calculados de actividad de Pfk y Fbpasa y tasas de ciclo

fatil para datos de simulacion numérica

ANADH JPtk JFbpasa .
(nmoles/ml min) | (umoles/mi min) | (umoles/mi min) { % ciclo fatil
MgATP, mM MgATP, mM MgATP, mM
MgATP, mM
0,2 3 |02 3 |02 3
0.2 3
Pfk-1 0,049 |0049 |5105 5105 [005 |0,05 0,1 0,1
Pfk-2 -0,003 (0,041 {0026 | 0004 005 |[005 |53 9,3
Pfk-2* -0,030 {-0,022 | 0,040 0,036 |005 |o005 |80 72
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El modelo de simulacion numérica se aplicé a las condiciones del ensayo

ilustrado en la Figura 12.
Panel A: MgATP 0,2 mM; panel B: MGATP 3 mM.
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En la misma Figura 12-A observamos que la pendiente de la curva de progreso
de NADH para el ensayo con Pfk-2 es cercana a cero, aunque levemente negativa,
cuando la concentracion de MgATP es 0,2 mM. Es decir, a concentraciones bajas de
MgATP no hay consumo ni produccion netas de NADH, o en ofras palabras se esta
consumiendo tantc NADH como el que se esta produciendo, lo que indica que la
actividad de la porcion Pgi/G6pdh es idéntica a la de la porcion Pyk/Ldh, i.e. una
cantidad similar de moléculas de fructosa-6-P estan siendo consumidas por Pfk-2
como por Pgi. Esto se refleja en el porcentaje de ciclo futil calculado para esta curva
(Tabla 1) que es del 50%. En la Figura 12-B y Tablal se aprecia que al subir la
concentracion de MgATP a 3 mM, la curva.de progreso se hace claramente positiva,
con una pendiente que indica que la actividad de Pfk-2 es apenas un 18% de la
actividad de Fbpasa, i.e. un 82% de la fructosa-6-P producida sigue el camiﬁo de la
fosfoglucosa isomerasa. Esto es lo esperable dada la sensibilidad de Pfk-2 a
inhibicidn por MgATP a bajas concentraciones de fructosa-6-P. Por lo tanto, el
aumento de MgATP de 0,2 mM a 3 mM resulta en una reduccién del porcentaje de
ciclo futil en méas de un 60%.

En la Figura 13 y Tabla 2, la simulacién numérica respectiva para MgATP 0,2
mM indica que la actividad de Pfk-2 predicha en el modeio alcanza a un 53% de Ia
actividad de Fbpasa, cifra similar a |a obtenida en el ensayo. Al subir la concentracion
de MgATP a 3 mM, ésta se reduce a un 9,3%, valor mas bajo que el 18% observado
experimentalmente, "

Asimisrﬁo, vemos en la Figura 12-A que la curva ébrrespondiente a Pfk-2*
tiene u;1a pendienfe negativa, correspondiente al consumo neto de 6x10-3 pmoles/ml
minuto de NADH. Como se muestra en Ia Tabla 1, esto indica un porcentaje de ciclo

futil de 56%. Es decir, a concentraciones bajas de MgATP, Pfk-2 y Pfk-2* producen un
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porcentaje de ciclo futil de similar magnitud. La diferencia entre ambas enzimas se
aprecia al subir [a concentracion de MgATP a 3 mM, ya que en estas condiciones Pfk-
2" no sélo no disminuye su actividad,.sino la aumenta levemente, de 56% a 60%
(Figura 12-B y Tabla 1), lo que posiblemente resuita del hecho que MgATP es también
sustrato de la enzima. En sintesis, a concentraciones altas de MgATP, Pfk-2* produce
un porcentaje de ciclo fitil de aproximadamente tres veces la producida por Pfk-2.

Con respecto a la simulacién numeérica, vemos que si bien cualitativamente las
curvas de progreso de NADH correspondientes a Pfk-2* tienen un comportamiento
similar a las experimentales (Figura 13), las pendientes predichas por la simulacién
indican tasas de ciclo futil claramente mayores que las observadas, 80% y 72% para
MgATP 0,2 mM y 3 mM, respectivamente (Tabla 2). Dado que el interés de esta
comparacion es meramente cualitativo, no nos detendremos mas en estas diferencias,
las que posiblemente se originan en las diferencias entre los parametros obtenidos
por ajuste y los parametros cinéticos efectivos en las condiciones de ensayo.

En resumen, los resultados presentados indican que, al menos en estas
condiciones, €! modelo predice que las propiedades regulatorias diferentes de las tres
fosfofructoquinasas pueden resultar en diferentes tasas de ciclo fatil en condiciones
de flujo neto gluconeogénico. |
Para confirmar que las curvas de progreso observadas resultan efectivamente de ia
operacién simultanea de las ramas productora y consumidora de NADH, se realizaron
experimentos de "desacoplamiento”. Estos consistieron en realizar tres ensayos para
cada par Pfk/Fbpasa. En el ensayo que llamaremos Ldh se omitié la enzima glucosa-
6-P deshidrogenasa, desacoplando asi la actividad de fa fosfoglucosa isomerasa de la

reduccion de NAD* a NADH, o que permite observar exclusivamente la actividad de

la rama que consume NADH. En el ensayo denominado G6pdh, no se incluyd Ia
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enzima lactato deshidrogenasa, desacoplando asi la actividad de la piruvato quinasa
de ia oxidacion de NADH, lo que permite visualizar exclusivamente la actividad de la
rama reductora de NAD". El tercer ensayo corresponde al sistema acoplado completo,
tal como se describié para la Figura 12. En ia Figura 2, el esquema del modelo, se
indican las enzimas que no se incluyeron en cada tipo de ensayo.

En la Figura 14 se muestran las curvas de progreso de Ag4q de los tres tipos
de ensayo para Pfk-1 (panel A), Pfk-2 (panel B) y Pfk-2* (panel C) en presencia de
MgATP 3 mM. En el panel A, para Pfk-1, se aprecia que la curva 1, ensayo Ldh, tiene
una pendiente cercana a cero, i.e. cuando se elimina la glucosa-6-P deshidrogenasa
(sistema que reduce NAD* a NADH) no hay cambio en la concentracion de NADH. En
otras palabras, la rama que oxida NADH a NAD* esta inactiva porque Pfk-1 esta
inactiva. En cambio la curva 2, ensayo G6pdh, es de pendiente positiva y casi‘ idéntica
a la pendiente de la curva del ensayo corﬁpleto {curva 3), lo que indica que esta Ultima
resulta unicamente de la operacion del sistema que reduce NAD* a NADH. Este
experimento confirma que en estas condiciones Pfk-1 esta inactiva y no hay ciclo futil
significativo.

En los paneles B y C, Pfk-2 y Pik-2* respectivamente, se aprecia que la curva
del ensayo completo, curva 3, tiene en realidad dos componentes. Un componente es
de pendiente negativa, ensayo Ldh, curva 1, y corresﬁonde al flujo a través de Pff(, y
el ofro, ensayo G6pdh, curva 2, es de pendiente positiva y correspende al fiujo a
traves de Pgi. Si se suman las diferencias, punto a punto, de cada curva con el nivel
basal, se obtiene la curva punteada. Si ambos tipos de desacoplamientos no hubieran
introducido diferencia en la concentracién de sustratos de Pfk en relacién al

experimento completo, la curva discontinua deberia coincidir con Ia curva 3. En ambos
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casos, Pfk-2 y Pik-2*, esto no ocurre, ya que las curvas generadas por el modelo
tienen pendientes menores que las curvas experimentales.

Si se observa con cuidado la.curva 1 en ambos casos, se vera que la
pendiente inicial es menos negativa que la pendiente final. Este aumento progresivo
de la actividad de ambas fosfofructoquinasas sugiere que lo que estd ocurriendo es
que al no haber en estos ensayos giucosa-6-P deshidrogenasa, la glucosa-6-P
producida por fosfogiucosa isomerasa se acumula, y eventuaimente la reaccién
inversa resulta en acumulacién de fructosa-6-P, la que en algin punto alcanza
concentraciones suficientemente altas como para aumentar la actividad de Pfk por
sobre la que tiene esta enzima en el ensayo completo, en el cual no hay acumulacion
del sustrato.

E=sta desviacidn no se observa en la simulacién numeérica de los experimentos
de desacoplamiento (Figura 15), en los cuales la curva correspondiente a la suma
punto a punto de las curvas 1 y 2 coincide con la curva 3 en todos los casos. Esto se
explicaria porque en el modelo de simulacién la funcién que rige Ia velocidad de la
enzima cormespondiente a fosfoglucosa isomerasa no contiene un componente de
velocidad inversa, de manera que la acumulacion de glucosa-6-P no redunda en
acumulacion de fructosa-6-P. ¢{Qué ocurre, entonces, si se introduce tal
componente en [a funcién correspondiente? La Figura 16 muestra el resultado de una
simulacion del mismo experimento de desacoplamiento con una funcion de velocidad
para Pgi con un componente de velocidad inversa, i.e. desde glucosa-6-P a fructosa-

6-P.
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Figura 14 Curvas de progreso de la Azgg para ensayos de desacoplamiento y

para ensayo completo.

Curvas de progreso del ensayo de desacoplamiento. Curva 1 corresponde al ensayo
en que se omitié la Gépdh, v con ello 1a posible reduccién de NAD* a NADH. Curva 2
corresponde al ensayo en que se omitié Ja Ldh, y con ello la posible oxidacién de
NADH a NAD*. Curva 3 corresponde al ensayo completo. Panel A, Pfk-1 y Fbpasa.
Panel B, Pfk-2 y FBpasa. Panel C, Pfk-2* y Fbpasa. La curva punteada se obtuvo

sumando punto a puntos las curvas 1 y 2 de cada panel.
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Figura15 Simulacion de ensayo de desacoplamiento con funcién de

velocidad para Pgi sin un componente de velocidad inversa

Simulacion numérica del ensayo de desacoplamiento cuyo resultado
experimental se presenta en la Figura 14, Panel A: Pfk-1; panel B: Pfk-2;
panel C: Pfk-2*. Curva 1, ensayo Ldh; curva 2, ensayo G6pdh; curva 3,
ensayo completo. En esta simulacidn la funcién de velocidad para Pgi no
contenia un componente de velocidad inversa.
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Tanto para Pik-2 como para Pfk-2*, se observa el mismo tipo de desviacion
enfre la curva esperada (discontinua) y la observada (curva 3) que se observo
experimentalmente (comparar con Figura 14).

Resumiendo, el experimento de desacoplamiento confirma la interpretacion
que hemos planteado respecto a las curvas de progreso de NADH del modelo de
ensayo in vifro. Las desviaciones de lo esperado, al ser contrastadas con las
predicciones de las simulaciones numeéricas del modelo, no hacen sino confirmar que
las tres enzimas se comportarian en el sistema de acuerdo a sus propiedades

cinéticas y regulatorias determinadas in vifro.

iv. El porcentaje de ciclo y la relacion de actividades Pfk/Pgi

Deberia resultar evidente que el porcentaje de ciclo futil no sélo va a depender
de la actividad abscluta de Pfk sino esencialmente de la competencia entre ésta y
fosfoglucosa isomerasa por el sustrato comun, fructosa-8-P. Esta es funcion tanto de
la afinidad de ambas enzimas por el sustrato como de la Vmax de cada enzima en las
condiciones pertinentes. Para ilustrar este efecio se hizo una serie de experimentos
en jos que se modificé ia razén de actividades Pfk a fosfoglucosa isomerasa,
manteniendo todas las otras condiciones constantes, y se determiné (ver Materiales y
Métodos) el porcentéje de ciclo fatil para cada razon. Los resultados se presentan en
la Figura 17, donde se grafica el porcentaje de ciclo fUitil contra ia razén de actividades

Pfk a fosfoglucosa isomerasa para las tres Pfk.
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Figura 16 Simulacién de ensayo de desacoplamiento con funcidn de
velocidad para Pgi con un componente de velocidad inversa

Simulacién numérica del ensayo de desacoplamiento cuyo resultado
experimental se presenta en la Figura 14. Panel A: Pfk-1; panel B: Pfk-2;
panel C: Pik-2*. Curva 1, ensayo Ldh; curva 2, ensayo G6pdh; curva 3:
ensayo completo. En esta simulacién la funcién de velocidad para Pgi
contenia un componente de velocidad inversa.
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Las diferentes razones de actividad se obtuvieron variando la cantidad de Pfk
agregada mientras se mantenia constante la cantidad de fosfoglucosa isomerasa.
Mientras que para la dupla Pfk-1/Fbpasa el porcentaje de ciclo fue cero para todas las
razones Pfk/Pgi determinadas, las duplas Pik-2/Fbpasa y Pfk-2*/Fbpasa exhibieron
grados importantes de ciclo futil en un intervalo de razones Pfk a Pgi. En todos los
casos Pfk-2* produjo tasas de ciclo mayores que Pfk-2, y esta diferencia disminuye al
aumentar la razén Pfk a fosfoglucosa isomerasa, como es de esperar del mecanismo
cinético ofrecido como explicacién para este comportamiento. En el caso de Pfk-2*, el

porcentaje de ciclo alcanza cerca del 80% para razones Pfk/Pgi del orden de 0,3.

v. El porcentaje de ciclo y [a concentracion de MgATP

Oftra variable que se esperaria que juegue un rol importante en Ia regulacion
del potencial ciclo Pfk/Fbpasa es la concentracion de MgATP, tanto por su importante
rol metabdlico como por ser un inhibidor de Pfk-2. Con el fin de explorar el efecto de
MgATP sobre el ciclo futil en el modelo in vitro se hicieron dos experimentos,
ilustrados en la Figura 18 (A y B), en que se vario Ia concentracion de ATP para dos
razones diferentes de Pfk/Fbpasa y se determind el porcentaje de ciclo fatil. En
ambos casos la dupla Pfk-2*/Fbpasa genero las tasas de ciclo mas altas, excepto a
concentraciones bajas de ATP. Sin embargo la dupla Pfk-2/Fbpasa exhibié tasas
important;s de cicle futil, incluso a concentraciones altas de MgATP, en el caso en
que la razén de actividad Pfik/Fbpasa fue de 4,0 (panel A). Al disminuir esa razén a
1,6 (panel B), se ve claramente el efecto inhibidor de MgATP sobre Pfk-2. En el caso

de la Figura 18-A la actividad de Ptk es tanto mayor que la de Fbpasa, que incluso si

Pfk-2 se hubiera inhikido a un 20% de su actividad maxima, con 4 mM MgATP, la

i
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actividad remanente seria suficiente para reciclar una fraccién substancial de la

fructosa-6-P,

2. METODO DE MEDICION DEL CICLO FUTIL POR MARCACION POR FLUJO
INVERSO
i. Ensayo de flujo neto gluconeogénico
a. Porcentaje de ciclo fuitil como funcién de ia actividad de Pfk

La Figura 19 A muestra una serie de registros de curso temporal de la
absorbancia a 340 nm (Ag4o) para cantidades variables de Pfk, en el ensayo
gluconeogénico. La actividad de Fbpasa fue la misma en todos los casos. El atraso
que se observa en las curvas se debe a la actividad muy baja de Fbpasa presente (7
mU/ml), lo que causa que se tome un tiempo para que la fructosa-6-P se a&umule a
niveles suficientemente altos como para generar una velocidad significativa de Ia
reaccion catalizada por fosfoglucosa isomerasa, Pfk, o de ambas. Al aumentarse la
actividad de Pfk disminuye la pendiente del curso temporal de la Ay4,, como era de
esperar, En un punto la pendiente se hace practicamente cero, es decir, las tasas de
consumo y produccion de NADH son iguales. Si se aumenta mas la actividad de Pfk
agregada, la pendiente se hace negativa, i.e. mas fructosa-6-P esta siendo reciclada
a fructosa-1,6-bisP que la qt;é esta siendo transformada a glucosa-6-P. La Figura 19
B muestra la relacién entre la Pfk agregada y el porcentaje de ciclo futil (expresado
como VPfk-100/VFbpasa). E! porcentaje de ciclo fitil se calculd a partir de las
pendientes ‘de los cursos temporales de la Agyy en el periodo en que la traza
radiactiva de 14C estuvo presente en el ensayo. El porcentaje de ciclo fatil aumenta
rapidamente con la actividad de Pfk para después acercarse hiperbdlicamente a un

maximo de aproximadamente 100% a airededor de 2,5 a 3,0 U/ml de Pfk agregada.
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Figura 17

Porcentaje de ciclo futil como funcién de Ia razén de actividades
Pfk/Pgi.

Se varié la actividad agregada de Pfk manteniendo constante |a actividad de Pgi y se
determind el porcentaje de ciclo como se indica en Materiales y Métodos. La
concentracion de MgATP fue 3 mM en fodos Ios casos. Las diferentes combinaciones
fueron: Pfk-1/Fbpasa (O0); Pfk-2/Fbpasa (O) y Pfk-2*/Fbpasa (A).
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Figura 18 Porcentaje de ciclo fiiti como funcién de ia concentraciéon de
MgATP.

Se varid la concentracién de MgATP, siempre con un exceso constante de Mg*2 de 1

mM, y se mantuvo constante la actividad de Pfk

y Pgi. Se determind el porcentaje de

ciclo como ya se indicé. Las combinaciones fueron: Ptk-1/Fbpasa (0O0); Pfk-2/Fbpasa (

O)y Pfk-2*/Fbpasa (A).

Panel A, la razén de actividades Pfk/Fb

Pfk/Fbpasa fue 1,5.

pasa fue 4,0; panel B, la razdn de actividades
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Figura 19 Relacién entre la actividad de Pfk agregada y ciclo fitil en el
ensayo gluconeogénico.

Panel A, curso temporal de Aaqp en ensayo gluconeogénico para cantidades variables
de Pfk agregada. La flecha al costado derecho del panel A indica Ia direccién en que
aumenta la actividad de la Pfk agregada. Se indican los tiempos a los cuales se
agrego la marca radiactiva y se tom6 la muestra para la extraccion perclorica. Panel B,
porcentaje de ciclo futil como funcién de Ia actividad de Pfk agregada.




78

b. Marcacién por flujo inverso de fructosa-1,6-bisP como funcion del porcentaje
de ciclo fitil

Las flechas de la Figura 19 A indican los tiempos a los cuales se agregé la
traza de {U-14C]glucosa-6-P y se tomé la muestra para la extraccion perclérica (ver
seccién lI-11). La Figura 20 muestra los patrones de elucién de HPLC de los extractos
percioricos de dos ensayos con diferentes tasas de ciclo fitil. En el panel A, el
porcentaje de ciclo fue 27% (0,05 U de Pfk/ml). En este caso, la mayoria de Ia
radiactividad de 14C se encontr6 asociada a 6-P-gluconato (71%), y s6lo un 11% se
encontré como fructosa-1,6-bisP. En el panel B, el porcentaje de ciclo futii fue 99%
(2,4 U de Pfk/ml) y en este caso hasta un'52% de la radiactividad se encontré como
fructosa-1,6-bisP. Nétese que dada la baja actividad de Fbpasa en el ensayo para los
tiempos elegidos, se puede considerar que la concentracion de fmctosa—1.é—bisP es
constante (ca. 2 mM). Por lo tanto, al comparar la cantidad de radiactividad en
fructosa-1,6-bisP enfre ensayos, también se estan comparando las actividades
especificas. Esto no es asi, sin embérgo, si se compara la radiactividad en glucosa-6-
P y 6-P-gluconato. Si bien las actividades de Pfk y lébpasa tienen poco efecto sobre Ila
concentracion de fructosa-1,6-bisP, pueden tener un efecto considerable sobre las
muy bajas concentraciones esperables de glucosa-6-P y 6-P-gluconato.

La Figura 21 presenta la fraccién de radiactividad asociada a fructosa-1,6-bisP
como funcién del porcentajé de ciclo futil durante el periodo en que la traza radiactiva
estuvo bresente en el enéayo, ie.entre 3y 4 min'.' despues de iniciado el ensayo.
Claramente, hay una relacién lineal entre estas variables hasta un porcentaje de ciclo

fﬁt}I de aproxirﬁadamente 100%.
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Figura 20 Separacion por HPLC de moléculas marcadas radiactivamente tras
marcacidn for flujo inverso en ensayo gluconeogénico.

La fuente de radiactividad fue [U-14C]-glucosa-6-P. Se indican los tiempos de elucién
de: glucosa-6-P (1), fructosa-6-P (2), 6-P-gluconato (3) y fructosa-1,6-bisP (4).

Panel A, patrén de elucién de componentes del ensayo solubles en PCA para Ia
situacién en que el porcentaje de ciclo futil fue 27%.

Panel B, patrén de elucion de componentes del ensayo solubles en PCA para la
situacion en que el porcentaje de ciclo futil fue 99%.
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Figura 21 Relacion entre marcacién por flujo inverso de fructosa-1,6-bisP y
porcentaje de ciclo fatil para ensayo gluconeogénico.

La fuente de radiactividad fue [U-14C]-glucosa-6-P. Se grafica el porcentaje de marca
radiactiva asociada a fructosa-1,6-bisP como funcion del porcentaje de ciclo fatil,




ii. Ensayo glicolitico neto
a. Porcentaje de ciclo como funcién de Ia actividad de Ia Fbpasa

En el ensayo glicolitico neto, la. actividad de Pfk se mantuvo constante (0,04
U/mi) y se varié la actividad de Fbpasa agregada. El flujo neto de carbonos en este
caso es desde fructosa-6-P a triosas, i.e. en el sentido inverso al del ensayo
gluconeogénico. En este ensayo no hay sistema acoplado para reducir el NAD?*, y por
o tanto las pendientes de los cursos temporales de la A4 Seran o cero o menores
que cero, dependiendo de la actividad de la Pfk y, como ésta es constante, su
variacion dependera en definitiva de Ia actividad de la Fbpasa.

La Figura 22 A muestra una serie de registros del curso temporal de Ia Azqp
para cantidades crecientes de actividad de Fbpasa agregada al ensayo. En ausencia
de Fbpasa, se obtiene un curso temporal de la Az40 con una pendiente de -0.42
unidades de Agsg por min (aproximadamente 34 nmoles de NADH, o fructosa-6-P,
consumidos por min). Cantidades crecientes de Fbpasa agregada reducen el valor
absoluto de la pendiente. Por ejemplo, con 0,2 U/mi de Fbpasa la pendiente es de -
0,012 unidades de Agsg por min (2 nmol de NADH consumido por min). A partir de
esta reduccion de la pendiente puede calcularse el porcentaje de ciclo fatil, tal como
se indica en Materiales y Métodos. En la Figura 22 B se gréﬁca el porcentaje de ciclo
fatil como funcién de la actividad nominal de Fbpasa agregada. Similarmente a lo
observado en el ensayo gluconeogénico, el porcentaje de ciclo aumenta rapidamente
con la actividad agregada de Fbpaéa hasta acercarse hip;erbélicamente a un maximo
de 100%, el maximo posible ya que la velocidad de la reaccién catalizada por la
Fbpasa esta limitada por la velocidad con que se produce su sustrato, fructosa-1,6-

bisP.




82

146 fructosa-1,6-bisP
PCA

1l0 1 i ? 1 i 1 [ 1] i

A 100 -
[}
g 08f 1A 8
c -y
3 U
o Q&
o 06} 1ls =
8 o E
2 2 o
© 3 ©
£ 3 & 50 -
o 041 = w 1)
2 = 4
< 3 3
e K
02 40 8
=
z
0 I L 1 1 ] 0 ] 1 1
¢ 1 2 3 4 5 0 0,1 0,2 0,3
tiempo (min) Actividad de Fbpasa (U/ml)

Figura 22 Relacién entre actividad agregada de Fbpasa y ciclo fiitil en ensayo
glicolitico.

Panel A, curso temporal de Az4g en ensayo glicolitico para cantidades variables de
Fbpasa agregada. La flecha al costado derecho del panel A indica la direccion en que
aumenta la cantidad de Fbpasa agregada. Se indican los tiempos a los que se agrego
la marca y se realizo la extraccién perclérica.

Panel B, porcentaje de ciclo fitil como funcién de la actividad de Fbpasa agregada.
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b. Marcacién por flujo reverso de fructosa-6-P como funcién del porcentaje de
ciclo fatil

La Figura 23 muestra los patrones de elucion de HPLC de los extractos
percloricos de dos ensayos con diferentes porcentajes de ciclo. En el panel A, el
porcentaje de ciclo fue 0% (sin Fbpasa agregada). La radiactividad de 14C se
encontrd en este caso asociada a triosas-P (las formas desfosforiladas de
dihidroxiacetona-P y gliceraldehido-3-P eluyen juntas en estas condiciones), gliceroi-
3-P, fructosa-1,6-bisP y dos picos de elucion menores, los que no fueron
identificados, y que probablemente son producto de actividades contaminantes
presentes en las preparaciones enzimaticas. No se encontré ningtn pico de elucion
correspondiente a fructosa-6-P. Por ofra parte, cuando el porcentaje de ciclo fue de
99%, panel B, cerca de un 60% de la radiactividad se encontré como fmct;)sa-S-P,
con el 40% restante distribuido entre los demas compuestos. Claramente, la actividad
de Fbpasa ha tenido como resultado un grado muy importante de marcacién de esta
hexosa fosfato. La Figura 24 muestra la fraccién de radiactividad que se encontrd
como fructosa-6-P como funcion del porcentaje de ciclo ftil. También en este caso, la
relacién es lineal, con un maximo de cerca del 60% de la radiactividad como fructosa-
6-P. Incrementos mayores de la actividad de la Fbpasa no resultan en mayor

marcacion de fructosa-6-P.
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Figura 23 Separacién por HPLC de moléculas marcadas radiactivamente tras
marcacién for flujo inverso en ensayo glicolitico.

La fuente de radiactividad fue [U-14C}-fructose-1,6-bisP. Se indican los tiempos de
elucion de: forma desfosforilada de triosas-P (1), glicercl-3-P (2), fructosa-6-P 3. y
fructosa-1,6-bisP (4). Panel A, patrén de elucién de componentes del ensayo solubles
en PCA para situacion en que el porcentaje de ciclo fitil fue 0%. Panel B, patrén de
elucion de componentes del ensayo solubles en PCA para situacion en que el
porcentaje de ciclo fitil fue 99%.
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Figura 24 Relacién entre marcacién por flujo inverso de fructosa-6-P y
porcentaje de ciclo fitil para ensayo glicolitico.

La fuente de radiactividad fue [U-14C]-fructosa-1,6-bisP. Se grafica el porcentaje de
marca radiactiva asociada a fructosa-6-P como funcién del porcentaje de ciclo fuil.
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3. TASA DE CRECIMIENTO DE CEPAS DE E. cofi CON DISTINTAS
FOSFOFRUCTOQUINASAS

En la Tabla 3 se presentan los tiempos de duplicacion de una serie de cepas
de E. coli, con genotipos diferentes en términos de Pfk, crecidas en medio minimo
suplementado con una fuente de carbono glicolitica (glucosa) o gluconeogénica
{glicerol), ambas a una concentracién de 0,01%. También se indican las actividades
de Pfk en extractos crudos (ver Materiales y Métodos). Estos valores representan la
actividad fosfofructoquinasica total en cada extracto.

Sobre el nivel de actividad de Pfk. Como vemos, la cepa que denominaremos
"silvestre”, DF910, que tiene ambos genes en su forma silvestre, tiene 0,20 unidades
de Pfk por mg de proteina. Esta actividad sube a 0,65 U/mg cuando el gen silvestre
de Pfk-1 (pfkA*) esta acompariado de la mutacién B1 del gen pfkB. Esta es la
mutacion que afecta la region reguladora de pfkB, produciendo altos niveles de Pfk-2
silvestre. Como comparacion, en la cepa DF902, que carece del gen pfkA y tiene la
version silvestre del gen pfkB, la actividad fosfofructoquinasica es apenas 0,016 U/mg
de proteina. De aqui que se suele llamar a Pfk-2 la Pfk minoritaria 0 "menor”. La cepa
DF920, en cambio, carece del gen pfkB y tiene por lo tanto niveles silvestres de sélo
Pfk-1. Las cepas DF903 y DF905 carecen del gen pfkA (no tienen Pfk-1) y tienen
versiones del gen pfkB que producen altos niveles de Pfk-2 y Pfk-2*, respectivamente,
i.e. ambas tienen ia mutacién reguladora B1, pero sélo una (DF905) tiene la mutacion
en el gen estructural B10, que produce la Pfk-2 mutada, o Pfk-2*. Notese que los
niveles de actividad en estas tltimas son muy similares. Por dltimo, la cepa DF915

.,.

carece de ambos genes }Jara Pfk.
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Crecimiento en glucosa. Si se observa la columna correspondiente al tiempo
de duplicacién con glucosa como Unica fuente de carbono, se ve que, con dos
excepciones, todas las cepas crecen a tasas muy similares, con tiempos de
duplicacién que van entre los 58 y los 80 min. Las excepciones comesponden a
DF915, la cepa que carece de Pfk, la que obviamente no puede efectuar glicélisis, y a
DF902, la que debido a los muy bajos niveles de actividad de Pfk que posee, crece
con un tiempo de duplicacién 2,5 veces mayor que las otras cepas. También se
observan tiempos de duplicacion de 60-70 min si se usan ofros compuestos
glicoliticos como fuentes de carbono, e.g. manitol o gluconato (Daldal, et al., 1982).

Crecimiento en glicerol. Con glicerol como fuente dnica de carbono, en cambio,
observamos una diferencia muy interesante. Todas las cepas que no tienen Pfk-2*
crecen a tasas similares, con tiempos de duplicacion entre 90 y 110 min (in;:luida la
que carece de Pfk). Las dos cepas que tienen Pfk-2*, sin embargo, crecen 3 a 4
veces mas lento, con tiempos de duplicacién de 350 y 380 min. Este efecto también
se observa si la fuente de carbono es glicerol-3-P (Daldal, et al., 1982). El hecho de
que el efecto de crecimiento lento en giuconeogénesis se observe tanto en una cepa
que tiene Pfk-2* como Unica Pfk (DF905) como en una en la cual también estd
presente Pfk-1, indica que fenotipicamente la mutacion es dominante. En otras
palabras, su efecto debe resuitar del exceso de funcién o: dado que se trata de una
enzima, de mayor actividad de la misma en comparacién con ia version silvestre en
una condicion dada. Esta es una observacién crucial en la formulacién de la hipdtesis

de esta tesis.
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4. NIVELES INTRACELULARES DE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATO CON GLICEROL
O GLUCOSA COMO FUENTE DE CARBONO

Se midieron los niveles intracelulares de fructosa-1 ,6-bisP en células
resuspendidas de cepas de E. coli con distintas fosfofructoquinas, suplementadas con
glicerol como uinica fuente de carbono. Los resultados se presentan en la Figura 25.

En el panel B se grafica el curso temporal del glicerol remanente en el medio.
Como se aprecia, las tres cepas consumen la fuente de carbono a tasas muy
similares. A los 25 min ya no queda practicamente glicerol en el medio. Es evidente de
este resultado que el fenotipo de crecimiento lento en glicerol no guarda relacion
alguna con la tasa a la cual esta fuente de carbono ingresa al metabolismo.

En el panel A se muestra el curso temporal de la concentracién de fructosa-
1,6-bisP tras proporcionar a la resuspension celular, al tiempo inicial, 0,1% de glicerol.
La medicién se realiz6 en cuatro cepas: DF920 (s6lo Pfk-1), DF903 (sélo Pfk-2, altos
niveles), DF905 (sdlo Pfk-2*, altos niveles) y DF902 (sélo Pfk-2, bajos niveles). En la
Tabla 4 se muestran los promedios de las concentraciones maximas observadas en
cada cepa. Tanto la cepa con sdlo Pfk-1 como la con bajos niveles de Pfk-2
exhibieron cursos temporales similares, con un aumento gradual hasta alcanza un
estado semi-estacionario con méximos de alrededor de 5 mM (ver Tabla 4). La cepa
coril altos ri}veles de Pfk-2 exhibié un curso temporal con una pendiente iniciai mayor,
y uﬁ estado semi-estacionario mas breve y mas alto,’siendo la concen'traciéﬁ maxima
promedio de 6,6 mM (Tabla 4). Por ulfimo, en la cepa con Pfk-2* ia concentracion de
fructosa-1 ,6-bisaP' aumenté aun mas rapidamente, para alcanzar un plateau transitorio
cerca de 5 min tras el inicio del experimento, seguido de un rapido aumento hasta

cerca de @ mM. En esta cepa no se alcanzé un estado semi-estacionario antes que ia

fuente de carbono se agotara,
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En ia Figura 26 A se muestra el curso temporal de la concentracion intracelular
de fructosa-1,6-bisP en las cepas DF920 (sélo Pfk-1), DF903 (solo Pfk-2, altos
niveles) y DFS05 (sélo Pfk-2* altos niveles) en presencia de glucosa como Unica
fuente de carbono. Primero, notemos que el metabolismo de glucosa es mucho mas
répido que el de glicerol. Esto resulta aparente tanto del curso temporal de Ia
concentracion de fructosa-1,6-bisP (panel A) como del consumo de la fuente de
carbono (panel B), ya que ambos procesos demoran aproximadamente la mitad del
tiempo que en el caso de glicerol (Figura 25). Con respecto a fructosa-1,6-bisP,
vemos que la cepa con Pfk-2" alcanza el estado semi-estacionario mas bajo de las
tres cepas, con un méaximo de 4,3 mM. La cepa con Pfk-2 alcanza un nivel levemente
superior, con un maxime de 5,1 mM. La cepa con Pfk-1, en cambio, alcanza un
méaximo de 8,3 mM, con un curso ten{poral sin un estado semi-estacionario aparente.
En términos generales, puede decirse que los cursos temporales de la concentracién
de fruc'tosa-‘l,é—bisP aparecen invertidos en este caso con respecto a cuando. la
fuente de carbono fue glicerol (comparar con Figura 25). Por el momento esto no pasa
de ser una descripcion formal de los datos, ya que no tenemos una explicacion para la
diferencia entre la cepa con Pfk-1 y las otras dos cuando glucosa es la fuente de
carbono. Al menos en téminos de la tasa de crecimiento no hay diferencias
substanciales (ver Tabla 3).

Por ultimo, en el panel B se presenta el curso temporal de la concentracion de
glucosa en el medio. Nuevamente, no hay diferencias significativas entre las cepas en

cuanto a la tasa de consumo de [a fuente de carbono.
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Figura 25 Curso temporal de concentracidn intracelular de fructosa-1,6-bisP y
glicerol en el medio para cepas con diferentes fosfofructoquinasas.

Panel A, curso temporal de concentracién intracelular de fructosa-1,6-bisP en
resuspensiones de células con glicerol como tnica fuente de carbono. Panel B,
glicerol remanente en el medio (%) como funcién del tiempo para las mismas cepas
del panel A.

Los tipos de fosfofructoquinasas de las cepas son: Pfk-1 (A); altos niveles de Pfk-2 (
0); altos niveles de Pfk-2* (0); y bajos niveles de Pfk-2 (V).




Tabla 4 Concentracion intracelular méxima de fructosa-1,6-bisP en
resuspensiones celulares de cepas con distintas fosfofructoquinasas con

glicerol como fuente de carbono
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Concentracion intracelular maxima
de fructosa-1,6-bisP (mM)

Pfk en cepa Promedio Error estandar n
Pfk-2* 9,0 0,54 4
Pfk-2 (nivel bajo) 5,3 0,22 5
Pfk-2 (nivel alto) 6,6 0,36 5
Pfk-~1 51 0,23 5
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Figura 26 Curso temporal de concentracion intracelular de fructosa-1 ,6-bisP y
glucosa en medio en cepas con diferentes fosfofructoquinasas.

Panel A, curso temporal de concentracién intracelular de fructosa-1,6-bisP en
resuspensiones de células con glucosa como Unica fuente de carbono. Cada punto
representa la concentracién intracelular (mM) medida menos la concentracién basal,
i.e. la medida a tiempo cero, o antes de agregar la fuente de carbono a la
resuspension, Panel B, glucosa remanente en el medio (%) como funcién del tiempo
para las mismas cepas del panel A.

Los tipos de fosfofructoquinasas de las cepas son: Pfk-1 (A); altos niveles de Pfk-2 (
0); altos niveles de Ptk-2* (O).
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5. MARCACION POR FLUJO INVERSO DE FRUCTQOSA-1,6-BISP A PARTIR DE
[14C-UIGLUCOSA DURANTE GLUCONEOGENESIS in vivo

Como indicamos en la seccion correspondiente de Materiales y Métodos, como
parte de esta tesis se ha desarrollado un método para estimar tasas de ciclo fatil por
medio de lo que hemos denominado "marcacion por flujo inverso". En esa misma
seccion se muestra, en un modelo de ensayo in vifro, que la marcacidn por flujo
inverso de fructosa-1,8-bisP a partir de [U-14Clgiucosa-8-P durante flujo neto de masa
en el sentido gluconeogénico, es funcion de la magnitud del ciclo ftitil generado por
una actividad agregada creciente de Pfk. En esta seccién se describen los resultados
de aplicar este método in vivo a cepas con distintas fosfofructoquinasas en
condiciones gluconeogénicas, con glicerol como (nica fuente de carbono. |

En sintesis, a una serie de resuspensiones de células de las distintas cepas se
les di6 glicerol a tiempo cero, y a los 10 min se les proporciond una traza de [U-
14C]glucosa, y a tiempos variables se agregé PCA y se obtuvo una fraccion soluble en
PCA. Esta fraccién se analizé por HPLC, se idengtificaron algunos de los compuestos
marcados radiactivamente y asi separados, y se evalud el porcentaje de marca
radiactiva asociada a fructosa-1,6-bisP.

Enla Figuré 27 se presentan los patrones de elucion en HPLC de cuatro cepas
(panel superior a inferior): DF920 (sdlo Pfk-1); DF915 (sin Pfk); DF903 (sélo Pfk-2,
altos niveles) y DF905 (sélo Pfk-2*, altos niveles). Las cuatro muestras
correspondie}ltes fueron obtenidas extrayendo con PCA 30 seg después de agregar
la traza de [U-14C]glucosa (i.e. 10,5 min después de iniciar la incubacién con glicerol;
ver Figura 25). El analisis crorﬁatogréﬁco resueive una serie de compuestos

marcados, Dada la brevedad del tiempo de exposicion a la marca es razonable
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suponer que todas estas especies son hidratos de carbono de entre dos a seis
carbonos. De hecho las condiciones en que se realiza e anélisis cromatografico han
sido disefiadas para separar carbohidratos pequefios (Preller et al,, 1 992). Como el
objetivo de estos experimentos era evaluar la marcacion por flujo inverso de fructosa-
1,8-bisP, sdlo se identificaron los picos de elucién correspondientes a glucosa-6-P (16
min) y fructosa-1,6-bisP (43 min), y no se intenté identificar otras especies. Con
respecto a fructosa-1,6-bisP, la cepa sin Pfk (segundo panel desde arriba) tuvo una
marcacién de 15% de la marca total. Considerando que el flujo inverso a través de ia
Fbpasa debe ser practicamente nulo en estas condiciones, es razonable suponer que
este nivel de marcacion corresponde a carbonos de la glucosa que llegan a fructosa-
1,6-bisP via gliceraldehido-3-P formado a partir de compuestos del ciclo de pentosas.
En las cepas con Pfk-1 y Pfk-2 (primer y tercer paneles) la marcacién fue de 20% y
24%, respectivamente. Por Gltimo, en la cepa con Pfk-2*, un 39% de ia marca
radiactiva se enconiré asociada a fructosa-1,6-bisP. La Figura 28 muestra los
patrones de elucién cuando la extraccién se hace 1 min después de agregar la marca,
I.e. 30 seg después de ia situacion de la Figura 27. En los cuatro casos, el porcentaje
de marca en fructosa-1,6-bisP ha disminuido, pero la marcacién sigue siendo mayor
en la cepa con Pfk-2* (31% contra 19% de la cepa con Pfk-2 y 8% de las cepas con
Pfk-1y sin Pfk).

En la Figura 29 A se muestra el porcentaje de marca asociada a fructosa-1,6-
bisP como funcion del tiempo iranscurrido entre la adicion del trazador radiactivo v la
extraccion perclérica. En buenas cuentas, esto corresponde al curso temporal de [a
marcacion por flujo inverso de fructosa-1,6-bisP entre 0 y 15 min. Las curvas
abtenidas indican una marcacién transitoria con un curso inicial rapido hasta alcanzar

un maximo, y una caida posterior mas lenta hacia niveles basales, Aparententemente,
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n la cepa con Pfk-2* la marcacién de este compuesto es mas rapida y alcanza

1

njiveles de aproximadamente el doble de los observados en las otras cepas.

A‘ceptando la premisa de que la marcacién observada en la cepa sin Pfk corresponde

a|flujo de radiactividad por alguna via alternativa a la glicélisis misma (e.g. ciclo de

pentosas) y suponiendo por el momento que este flujo es igual en todas las cepas, se
puede restar el curso temporal de la cepa sin Pfk del de las otras cepas para obtener
s6lo la marcacion por flujo inverso. Esta se muestra en la Figura 29 B. Sobre [a base
del meétodo de marcacion por flujo inversos entonces, este resultado indicaria que en
términos de fa magnitud del ciclo fitil que producen en condiciones gluconeogénicas,
lafs tres fosfofructoquinasas pueden clasificarse de la siguiente manera:

Pfk-2* ) Pfk-2 ) Pfk-1

Figura 27 Patrén de elucion de HPLC de extractos percléricos de ‘cepas con
distintas fosfofructoquinasas incubadas con glicerol como fuente de carbono y
[14C-Ulglucosa como fuente de marca.

A resuspensiones de células de cada cepa se les proporciond glicerol como Unica
fuente de carbono y 10 min después una traza de [U-14C]glucosa. A los 30 seg se
hizo {a extraccién con &cido perclérico. La fraccion soluble en PCA fue analizada por
HPLC. Las leyendas en el rincon superior izquierdo indican la fosfofructoquinasa de
cada cepa. Los nimeros 1 y 2 indican las posiciones en gue eluyen fructosa-1,6-bisP
Yy glucosa-8-P respectivamente. Los porcentajes de marca en fructosa-1,8-hisP
fueron: 20% (Pfk-1); 15% (sin Pfk); 24% (Pfk-2, altos niveles) y 39% (Pfk-2%).
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Figura 28 Patrdn de elucion de HPLC de extractos percléricos de cepas con
distintas fosfofructoquinasas incubadas con glicerol como fuente de carbono y
[U-14C]glucosa como fuente de marca.

Las condiciones son las mismas de la Figura 27, pero la extraccién perclérica se
realizé 1 min después de agregar el trazador radiactivo.
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Figura 29 Curso temporal de marcacién radiactiva de fructosa-1,6-bisP a
partir de [U-14C]glucosa durante gluconeogénesis.

Panel A, se grafica el % de la marca total que se encuentra asociado a fructosa-1,6-
bisP en funcién del tiempo transcumido entre la adicidn del trazador y la extraccién
perclérica. Los simbolos corresponden a las siguientes cepas: DF905 (séio Pfk-2*; @),
DF920 (sdlo Pfk-1; ©) y DF915 (sin Pfk; O). Panel B, mismos datos que en A, pero se
ha restado a cada curva el % encontrado en {a cepa sin Pfk, para el periodo 0-0,5
min. Los simbolos corresponden a las siguientes cepas: DF905 (sélo Pfk-2*; @),

DF920 (sélo Pfk-1; O) y DF903 (sdlo Pfk-2; V).
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6. PRODUCCION DE CO, POR CEPAS CON DIFERENTES FOSFOFRUCTO-
QUINASAS A PARTIR DE [U-14C]GLICEROL.

Se midié la produccion de 14CO, a partir de [U-14Clglicerol en resuspensiones
celulares de cepas con diferentes fosfofructoquinasas. En este caso el glicerol es
tanto la fuente de carbono, como |a fuente de marca radiactiva. Los resuitados se
presentan en la Figura 30 A, como el curso temporal de produccion de 14CO, para las
distintas cepas. Como es de esperar, el CO, producido aumenta en el tiempo hasta
un maximo, que se alcanza después que la fuente de carbono se ha agotado.
Claramente, la cepa con Pfk-2* produce 14CO, a una tasa mayor que Ias otras cepas.
y como resultado, la cepa con Pfk-2* termina produciendo cerca de un 30% mas de
14C0, que las otras cepas.

Con el fin de determinar como se inscribe esta mayor producciéon de CO, en la
distribucién de los carbonos de glicerol en distintas fracciones, una vez terminado el
experimento de medicién de CO,, se agregd PCA a las resuspensiones, separando
asi una fraccién soluble en PCA (moléculas pequefias) de una insoluble en PCA
(macromolécuias). Ademas, se precipitd el glicdgeno de la fraccion PCA-soluble, y se
determind la radiactividad total en cada una de las tres fracciones. De esta manera se
elaboro el grafico de barras de la Figura 30 B, que muestra la distribucién (en %) de la
radiactividad total en las fracciones siguientes: CO, liberado, material insoluble en
PCA (mayoritariament:a macromoléculas), material soluble en PCA (moléculas

menores) y glicégeno.

—— i Ak b
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Figura 30 Produccidén de CO, a partir de [U-14C]glicerol y distribucion final de
la radiactividad en diversas fracciones.

Panel A, curso temporal de produccion de 14C0, de resuspensiones de bacterias de
diferentes cepas con [U-14C]glicerol como dnica fuente de carbono. Las
fosfofructoquinasas de cada cepa fueron: Pik-1 (O), Pfk-2 (A) y Pfic-2* (O0). Panel B,
distribucién porcentual de marca radiactiva proveniente de [U-14C]glicero! en las
fracciones indicadas 3 h después de agregar [U-14C]glicerol a las resuspensiones
celulares de las cepas con distintas fosfofructoquinasas: Pfk-1 (barras negras); Pfk-2
(barras grises); Pfk-2* (barras blancas).
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Se encontré que, en estas condiciones, una gran mayoria de [os carbonos de glicerol
se encuentran en CO, (60-70%), y el resto esta distribuido similarmente entre
macromoléculas (16-21%) y moléculas. pequefias solubles en PCA (8-17%). En las
tres cepas la incorporacién de marca a glicdgeno fue minima (2-3%). De estos
resultados también se desprende que mientras la cepa con Pfk-2* incorpora un 73%
de la radiactividad a CO,, comparado con aproximadamente 60% en las otras cepas,
la incorporacién a macromoléculas es de 8,5%, comparado con 14% (Pfk-1) y 17%
(Pfk-2), y el porcentaje en moléculas solubles es de 16%, comparado con 19% (Pfk-2)
Y 21% (Pfk-1). En ofras palabras, la situacion podria describirse diciendo que en Ia
cepa con Pfk-2* la mayor incorporacién de radiactividad a CO, se hace expensas de
lo incorporado a macromoléculas (principalmente) y moléculas solubles

(secundariamente). Los resultados se presentan en forma numérica en la Tabla 5.

7. PRODUCCION DE %4CQ, POR CEPAS CON DISTINTAS FOSFOFRUCTO-
QUINASAS AL USAR ' GLICEROL COMO FUENTE DE CARBONO Y
[1-14CJGLUCOSA O [6-14CJGLUCOSA COMO FUENTE DE RADIACTIVIDAD

Con el fin de pesquisar la contribucién relativa de distintas vias a la produccién
de CO; durante gluconeogénesis, se determind el curso temporal de la produccién de
14CO; en las distintas cepas, en condiciones en que la fuente de carbono era glicerol
y la fuente de radiactividad era [1-14C]glucosa o [6-14Clglucosa. En la seccién
correspondiente de Materiales y Métodos, se propuso un modelo matematico que
genera predicciones sobre la produccién de CO, en estas condiciones como funcion
de la distribucién fraccional del flujo “&Ie carbonos de glicerol en los sentidos glicolitico

y gluconeogénico. En esta seccién presentamos los resultados de este enfoque

experimental en resuspensiones celulares en reposo.
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En la Figura 31 se presentan los cursos temporales de produccién de 1C0O, a
partir de [1-14C]glucosa (Q) y [6-14Cglucosa () para ias cepas DF903 (sélo Pfk-2),
DF905 (sélo Pfk-2*) y DF920 (sélo Pfk-1). Ademas en cada panel se ha frazado la
curva resultante de restar punto a punto €l curso temporal con [6-14Cjgiucosa del con
[1-14Clglucosa (A14CO,[1-6]; linea punteada). En Ia Figura 32 se presentan los
mismos datos de la Figura 31 pero agrupados por tipo de trazador, en vez de por tipo
de Pfk, con las diferencias A'4CO,[1-6] agrupadas en el panel de la derecha. En Io
que sigue haremos referencias a ambas figuras. Observemos primero que para
ambos tipos de trazadores, la cepa con Pfk-2* produce niveles mas altos de 14co,
que las otras cepas, un resultado coherente con el presentado en la Figura 30, donde
la fuente de '¥C era glicerol. De hecho, si se suman punto a punto los cursos
temporales de produccién de 14CO, con [1-1C]glucosa y con [6-14C]giucosa, se
obtienen las curvas del panel inferior de la Figura 31, resultando cursos temporales
cuya posicion relativa es muy similar al obtenido con glicerol como fuente de masa y
marca radiactiva (comparar con Figura 30). Sin embargo, hay diferencias interesantes
cuando se consideran los distintos trazadores en las distintas cepas. Mientras las
cepas con Pfi-1 o Pfk-2 tienen cursos temporales de produccién de 14C0O, mas altos
con [1-14C]glucosa que con [6-14C]glucosa (comparar Figuras 32 A y B), en ia cepa
con Pik-2* estos son muy similares, siendo incluso inversa la relacién en la mayor
parte del periodo de medicién.

Esto se ve claramente al comparar los cursos temporales de lo que hemos
llamado AT4CQ,[1-6] (linea punteada en Figura 31 y panel C en Figura 32), el que es
negative, con un minimo de cerca de -6.000, para la cepa con Pfk-2*, mientras que
paré las ofras es positivo con excepcion del segundo pur;to. Esto también se puede

apreciar en la Figura 31 donde se aprecia que la curva obtenida con [1-14C]glucosa es
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mas alta que la con [6-14C]glucosa para las cepas con Pfk-1 y Pfk-2, mientras que la
situacion se invierte para la cepa con Pfk-2* .

Estos resultados son coherentes, en el contexto del modelo planteado en
Materiales y Métodos, con una situacion en la cual en la cepa con Pfk-2* la fraccion
de flujo de carbonos destinada a glicélisis, y eventualmente a ciclo de Krebs, se
encuentra aumentada a expensas del flujo gluconeagénico, parte del cual resulta en

produccion de CO, a nive! de la rama oxidativa del ciclo de las pentosas.

Figura31  Curso temporal de produccién de 14CO, con glicerol como fuente
de masa y [1-14C]glucosa o [6-19C]giucosa como fuente de marca radiactiva,

Se determiné el 74CO, producido en el tiempo para cepas cuya Unica
fosfofructoquinasa es la indicada sobre cada panel. La fuente de masa fue glicerol y
la fuente de radiactividad fue [1-14C]glucosa (Q) o [6-14C]glucosa (CJ). En cada
caso se ha trazado la curva correspondiente a la diferencia entre 14CO, marcado de
[1-14C]alucosa menos el marcado de [6-14C]glucosa, lo que hemos denominado A
CO,[1-6] (A). En el panel inferior se grafica la suma de las curvas correspondientes al
14CO; producido con [1-14Cjglucosa y [6-14C]glucosa para las cepas con distintas Pfk:
Pfic-1 (triangulo); Pfk-2 (circulo); Pfk-2* (cuadrado).
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Figura32  Curso temporal de produccién de 14C0O, con glicerol como fuente

de masa y [1-14C]glucosa o [6-14C]glucosa como fuente de marca radiactiva.

Los mismos datos de la Figura 31 se presentan agrupados de ofra manera. La
fosfofructoquinasa de la cepa correspondiente fue: Pfk-1 (A); Pfk-2 (O) y Pfk-2* (O).

AYCO, [1-6] (cpm x 103)




IV DISCUSION

En una primera parte de la Discusion, se analizaran las diversas secciones de los
Resultados separadamente, para en una segunda parte discutir los aspectos mas

generales de la tesis.

1. Modelo de ensayo in vitro

Resumen

En esta seccién hemos presentado un modelo de ensayo in
vitro que permite estudiar en condiciones controladas el
efecto de las propiedades cinéticas de las distintas
fosfofructoquinasas y de otras variables sobre la ocurrencia
y la magnitud de un ciclo fitil entre fructosa-6-P y fructosa-
1,6-bisP. Usando las fosfofructoquinasas y fructosa-1,6-
bisfosfatasa purificadas de E. coli, hemos mostrado que
para una amplia variedad de condiciones, Pfk-2* es Ia
fosfofructoquinasa con mas alto potencial de generar
grados importantes de ciclo fitil, Hemos fundamentado
nuestra interpretacién de la conducta del modelo de ensayo
usando una simulacién numérica, la que a partir de no mas
que las propiedades cinéticas de las fosfofructoquinasas,
genera comportamientos muy similares a los observados
experimentalmente.

En primer lugar, es importante hacer hincapié en que el modelo de
ensayo in vifro no fue disefiado con la intencién de simular condiciones in
vivo. El contexto en el cual se debe entender el modelo es el mismo en el cual
se entienden los estudios de cinética enzimatica, en los que a menudo se usan
enzimas adicionales para poder medir Ia velocidad de un proceso. El modelo no es en
definitiva mas que eso: un ensayo cinético un poco mas complejo en el que se usa la
competencia entre un proceso que produce NADH y otro que lo consume para medir

el nivel de ciclo futl, determinado por la actividad de una u
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otra fosfofructoquinasa. Sin duda, el modelo tiene limitaciones, implicitas en su mismo
disefio, que reducen el intervalo de condiciones que resultaria deseable explorar. Es
el caso de todo estudio in vitro. Sin embargo, creemos que a pesar de estos
incovenientes, el modelo ilumina de manera enriquecedora el estudio de un ciclo fitil.
Al menos, hasta donde sabe el autor, es primera vez que se genera y demuesfra un
ciclo fatil in vitro.

La interpretacion de los resultados del modelo en términos de que las
diferentes fosfofructoquinasas producen diferentes tasas de ciclo futii ha sido
fundamentada de dos maneras. Primero, los resuitados de los experimentos
denominados de "desacoplamiento", en los que se visualizan independientemente la
actividad de las ramas productora y consumidora de NADH, son coherentes con esa
interpretacion. En los casos en que los resultados se desvian de lo esperado a
primera vista, se puede mostrar que también las desviaciones son esperables, dadas
las condiciones ligeramente diferentes que se generan al eliminar una enzima del
sistéma de ensayo completo. Segundo, las simulaciones numéricas del ensayo
acoplado producen curvas simuladas de progreso cualitativamente muy similares a
las obtenidas experimentalmente. En e! modelo, estas curvan son producidas por un
sistema de ecuaciones no lineales que reflejan las relacion:es de produccion y
consumo implicitas en el disefio del ensayo. A su vez las velocidades de esos
procesos estin regidas por ecuaciones cinéticas generadas por ajtfste a las curvas
cinéticas reales de las distintas fosfofructoquinasas. Si sélo sobre la base de las
diferentas conductas cinéticas, expresadas en las ecuaciones, la simulacién genera

un comportamiento similar al del sistema experimental, entonces Ia
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interpretacion de los resultados experimentales en términos de las diferencias
cinéticas es, al menos, suficiente.

En terminos de las distintas fosfofructoquinasas, ios resultados del modelo
son intuitivamente satisfactorios. A partir de sus propiedades reguladoras uno habria
predicho, en términos cualitativos y generales, el orden decreciente encontrado en
cuanto a potencial para generar cicio futil: Pfk-2*>Pfk-2>Pfk-1.

Claramente, Pfk-1 posee un mecanismo regulatorio que, al menos in vitro,
resulta el mas sofisticado. Dependiendo del balance entre el inhibidor
(fosfoenolpiruvato) y el activador (cualquier difosfonucleésido) puede pasar de estar
totalmente inactiva a un 200% de su actividad maxima en ausencia de efectores
(Babul, 1978). En las condiciones del ensayo, i.e. en presencia de fosfoenolpiruvato 2
mM y concentraciones muy bajas de ADP, era esperable que Pfk-1 se comportara de
la manera observada. Este es quizas el punto mas débil del modelo: la imposibilidad
de obtener ciclo fdtil con Pfk-1, debido al requerimiento de fosfoenolpiruvato como
“iniciador” y a la presencia de piruvato quinasa, que consumiria inmediatamente
cualquier difosfonucledsido, produciendo NAD* a expensas de! NADH inicial. Pero,
volviendo a lo comentado previamente, no se trata de imitar las condiciones in vivo.
Por lo tanto, podemos considerar que los datos con Pfk-1 representan una especie
de control del modelo, i.e. no se observa desviacion de lo esperado cuando la enzima
esta inactiva.

Por su parte Pfk-2 aparece, en términos regulatorios, como una enzima menos
regulable que Pfk-1. Su velocidad sélo puede reducirse a cerca de un 20% de Ia
velocidad méxima a concentraciones bastante altas de MgATP (ca. 4 mM) vy a
concentraciones bajas del otro sustrato (Figura 11). Consecuente con esto, Pfk-2

aparece con un potencial importante para generar ciclo futil. Dependiendo de Ia
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concentracion de M@ATP y de su nivel de actividad méxima relativo al de
fosfoglucosa isomerasa, Pfk-2 puede generar tasas de ciclo de hasta 70%, lo que
implica que 7 de cada 10 moléculas de fructosa-6-P producidas por la fructosa-1,6-
bisfosfatasa son convertidas de vuelta enfructosa-1,6-bisP. O, puesto de otro modo,
que por cada 3 moléculas de fructosa-6-P consumidas por la fosfoglucosa isomerasa,
se gastan 7 moléculas de ATP, comparado con ninguna si la fosfofructoquinasa esta
inactiva. Proyectado a una situacién metabdlica, esto podria tener un efecto bastante
significativo tanto sobre la demanda de los mecanismos de reposicién de ATP como
sobre el flujo de carbonos destinados a funciones anabdlicas. El que cepas con altos
niveles Pfk-2, como Unica fosfofructoquinasa, crezcan a tasas similares a las de
cepas silvestres o con Pfk-1 como unica fosfofructoquinasa, sugiere que in vivo las
condiciones son tales que Pfk-2 esta relativamente inhibida o que las céllj!as son
capaces de tolerar niveles importantes de ciclo futil, Diversas mediciones en E. colj
indican que los niveles intracelulares de ATP son del orden de 3-4 mM, para una
variedad de condiciones metabdlicas, lo que sugeriria que Pfk-2 estaria bastante
inhibida, pero no tenemos datos para confirmar que ese sea el caso en nuestras
condiciones experimentales. Por (ltimo, resulta interesante especular que este
potencial relativamente importante de Pfk-2 para generar ciclo futil constituya la base
de su reduccién evolutiva a enzima minoritaria, no representando mas del 5-10% de
la actividad total en cepas silvestres. La validez de tal interpretacién dependeria, sin
embargo, de la relacién evolutiva entre Pfk-2 y Pfk-1, la cual no esta clara hasta este
momento. También desconocemos si Pfk-2 tiene alguna funcién en el metabolismo
de E. coli. En un estudio bastante amplic de posibles sustratos alternativos, no se

encontro alguno por el que la enzima tuviera una aﬁn:dad del orden de la que tiene

por fructosa 8-P (Babul, 1978).
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Finalmente, Pfk-2*, que carece tanto de Ia inhibicién alostérica de Pfk-1 como
de la inhibicibn menos efectiva de Pfk-2 por niveles altos de Mg ATP a
concentraciones bajas de fructosa-6-P,.aparece como una enzima con gran potencial
para generar ciclo fatil. En la gran mayoria de las condiciones estudiadas, Pfk-2*
produjo niveles de ciclo ftil bastante importantes. En términos de sus diferencias con
Pfk-2, éstas fueron maximas a niveles relativamente altos de concentracién de
MgATP y a razones de velocidades méaximas de Pfk a fosfoglucosa isomerasa mas
bien bajas (Figuras 17 y 18). Por ejemplo, para una razén de actividades maximas de
Pfk a fosfoglucosa isomerasa de 0,1, con MgATP 3 mM, Pfk-2* genera un porcentaje
de ciclo futil de aproximadamente 60%, comparado con 10% para Pfk-2. Esto indica
que si bien ambas fosfofructoquinasas tienen un potencial importante para generar
ciclo fatil, hay condiciones en que Pik-2* supera de manera importante a Pfk-2 en ese
respecto,

El modelo ilustra ademas un aspecto que es particularmente atingente a la
regulacion de la distribucion de los flujos metabdlicos. Como se muestra en la Figura
17, para Pfk-2 y Pik-2* las tasas de ciclo disminuyen al disminuir la razén de
actividades Pfk a fosfoglucosa isomerasa. Esto resulta del hecho que Pfk vy
fosfoglucosa isomerasa compiten por el sustrato comun, fructosa-6-P,lo que implica
que la ‘'magnitud del ciclo fiitil también es determinada por la disponibilidad de
sustrato. En otras palabras, si la enzima (o enzimas) que compiten con Pfk por
fructosa-6-P estén presentes a niveles suficientemente altos, o tienen una afinidad
muy alta por el sustrato en comparacién con Pfk, el que Pfk esté o no inhibida puede
resultar imelevante. A esto se refiere Atkinson cuando piantea que la regulacién de

las redes metabdlicas ocurre en las ramificaciones, donde se inicia una via diferente y
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donde compiten dos o mas enzimas por un sustratoc comin (Cornish-Bowden y

Cardenas, 1990).
Concluimos entonces, que existe una base cinética para el postulado de que
en condiciones de flujo gluconeogénico Pfk-2* tiene el potencial mas altc para

generar ciclo futil, seguido por Pfk-2.

2. Niveles intracelulares de fructosa-1,6-bisP y glucosa-6-P

Resumen

Se determiné el curso temporal de la concentracién intracelular de fructosa-
1,6-bisP en resuspensiones de bacterias de cepas con distintas
fosfofructoquinasas, tras proporcionarles glicerol o glucosa como unica
fuente de carbono. En glicerol, se encontré que en la cepa con Pfk-2* los
niveles de fructosa-1,6-bisP aumentan hasta un maximo de 8 mM, para
volver al nivel basal cuando se agota el glicerol, sin alcanzar un estado semi-
estacionario. Las cepas con Pfk-2 o Pfk-1 alcanzan estados semi-
estacionarios a 4 mM y 3 mM, respectivamente. En glucosa, en la cepa con
Pfk-1 el nivel de fructosa-1,6-bisP aumenta muy rapidamente hasta un
maximo de cerca de 8 mM para volver al nivel basal, sin alcanzar un estado
semi-estacionario. Las cepas con Pfk-2 o Pfk-2* alcanzaron estados semi-
estacionarios de 4 mM y 3 mM, respectivamente. No se encontraron
diferencias en la velocidad de consumo de glicerol o glucosa entre las cepas.

Antes de analizar los resultados mismos, debemos mencuonar otra innovacion
H

metodologica que se hizo durante el presente trabajo. Hasta ahora, la medicién de
niveles intracelulares de metabolitos en E. coli y levadura involucraba un proceso de
concentracion- de las células previo a la extraccion Hisma. Esto tipicamente
involucraba centrifugar los cultivos, y extraer el sedimento en un volumen minimo, o
pasar el cultivo a través de un filtro adecuado, el que después se congela
rapidamente y se macera en la solucién de extraccion (Lowry et al., 1971). El
problema de ambos meétodos es que las células se someten a condiciones muy

dlferentes a las de un cultlvo homogéneo por periodos de tiempo significativos. En

ambos casos, la concentraclén de las céiulas debe crear condiciones muy diferentes
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entre aquellas células que estan acumulandose en el fondo del tubo (o en el filiro) y
aquelias que aun estén viajando en el medio liquido, No es de exirafiar, entonces,
que estos métodos generen datos .no repetibles, en particular para algunos
metabolitos (observaciones del autor). Para superar este problema, se disefié un
metodo de extraccién directa, i.e. en que el agente extractor (acido perclérico) se
agrega directamente al cultivo completo, células y medio. Como esto involucra un
factor de dilucion bastante grande, se usaron resuspensiones celulares concentradas,
lo que permite medir, por los métodos enzimaticos clasicos y espectrometria, las
concentraciones intracelulares de algunos metabolitos. Este método ha producido
resultados muy repetibies en una variedad de condiciones (Babul ef al., 1993).

Con respecto a fructosa-1,6-bisP, hemos mostrado que durante
gluconeogénesis a partir de glicerol, este metaboiito aicanza niveles intracelulares
mucho mas altos en una cepa con Pfk-2* que en cepas con Pfk-1 o Pfk-2 (Figura 25).
Mientras en estas dos Ultimas el metabolito alcanza estados semi-estacionarios més
0 menos breves, en la cepa con Pfk-2* el nivel intracé.!ular aumenta {con un breve
plateau que discutiremos mas adelante) hasta un maximo de 8 mM antes de caer
abruptamente al nivel basal cuando se agota la fuente de carbono. ¢De qué manera
esta conducta es coherente con un porcentaje de ciclo futil? En el siguiente esquema
se muestran ias vias de entrada y salida de esqueletos carbonados a fructosa-1,6-

bisP, cuando la fuente de masa es gluconeogénica:

Fbpasa
' Aldolasa
fructosa-6-P fructosa-1,6-bisP {————"1 triosas-P
Pk

De aqul resulta evidente que la concentracién de fructosa-1,6-bisP en cualquier

momento, sera funcidn de las velocidades de Ia reaccion catalizada por Fbpasa, que
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contribuiré al egreso, y por Pfk y aldolasa, que contribuirdn al ingreso de masa al

metabolito:

[ fructosa—1,6 - bisP] =V 3~V pusa +V oz

Es evidente de esta ecuacion que, de mantenerse constante el término
(Vata =V ppasa)» €1 @umento de la velocidad de la Pfk redundara en una concentracion
mas alta de fructosa-1,6-bisP. De hecho, hay buenas razones para suponer que las
velocidades de las reacciones catalizadas por aldolasa y Fbpasa no se modificaréan
significativamente como resultado de una mayor actividad de la Pfk. Las
consecuencias mas directas de una mayor actividad de la Pfk serian el aumento
indicado de la concentracion de fructosa-1,6-bisP y, dependiendo de otros factores
que no analizaremos aqui, qui.:zés la reduccion de la concentracién de fructosa-6-P.
En lo que respecta a la Fbpasa, estos cambios podrian resultar en inhibicion de la
enzima, ya que a la concentracion de 3-4 mM de fructosa-1,6-bisP cbservada en
cepas que suponemos no tienen ciclo futil significativo, esta enzima estaria
claramente saturada (el Sy medido /n vitro es 50 pM). En otras palabras, un
aumento al doble o triple de la concentracion de fructosa-1,6-bisP tendria un efecto
despreciable sobre Ia velocidad de la reaccion. En cuanto a aldolasa, si bien ia mayor
concentracion de fructosa-1,6-bisP puede disminuir la velocidad de la reaccién, al
desplazar la razén producto a sustratos, es esperaﬁle que este efecto sea menor,
debido a que la fuente de carbono es glicerol, i.e. la presion sobre la reaccion
catalizada por la aldolasa para ﬁroceder en el sentido triosas-P a fructosa-1,6-bisP es
sostenida faor el flujo de entrada de la fuente de carbéno.

liustraremos mejor este argumenio con un modelo, muy simple, breve e

intuitivo, Considérese la siguiente red de reacciones de cuatro metabolitos (A-D)
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ligados por dos reacciones con constantes de equilibrio igual a 1,0 (catalizadas por

E; y E,) y dos con constantes de equilibrio de un valor de 1000 (catalizadas por £,y

Es)i:
EZ
— E
A e—-—El—> B C e—2%5D
—
E3

Partiendo de una condicién inicial en que D actla como fuente de masa
constante y A como resumidero del sistema, mientras B y C tienen un valor de cero,
se puede determinar por aproximacion sucesiva o simulacion numeérica, el estado
estacionario de este sistema para cantidad variables de Ej, ie. la enzima que
generaria ciclo ftil entre B y C, y cantidades fijas de las otras 3 enzimas. En este
caso hemos usado un programa disponible que calcula estados estacionarios por
iteracion (METAMODL). En la Figura 33 A se muestra la relacién obtenida entre la
razén de actividades de E; a E, y la concentracién al estado estacionario de C
normalizada (i.e. la concentracion en el estado estacionario dividida por el valor

correspondiente cuando la velocidad de E; es cero). Si en el esquema previo, se

1Se us6 la ecuacion tipo:

r’ J!

Azl
v, = —Xs X
' L31, [P
K, 'K,

en ia cual Vi y Vi son las velocidades en uno y otro sentido, y Kg y Kz son las constantes de
afinidad por sustrato y producto, respectivamente. Para enzimas que catalizan réacciones con
constantes de equilibrio muy aiejadas del valor unitario, a Kp se le dié un valor de 1000 veces
el valor de Kg. Para enzimas que catalizan reacciones con constantes de equilibrio cercanas al
valor unitario todos los parametros cinéticos tuvieron un valor igual a la unidad.
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reemplaza B y C por fructosa-6-P y fructosa-1,6-bisP, respectivamente, y D por las
triosas-P, se aprecia como el incremento de la velocidad de la Pfk (E4) conduciria,
cuando el flujo es gluconeogénico, a un incremento hiperbdlico de la concentracién
de fructosa-1,6-bisP (C en el modelo). En la Figura 33 B se muestran las velocidades
al estado estacionario de las cuatro enzimas del modelo como funcién de la razén de
actividades E3/E,. Aqui se aprecia que la velocidad de E, ("Fbpasa") aumenta muy
poce con el aumento de la velocidad de Ej ("Pfk"), mientras que las velocidades de
E{ y E4 disminuyen (se hacen mas positivas, i.e. el flujo en el sentido D a A
disminuye). No se debe olvidar que estas son velocidades en el estado estacionario:
la suma de las velocidades de E,, E3 ¥y E4, i.e. la diferencial de cambio de C en el
tiempo, es cero. En la situacién experimental, en cambio, se trata de un estado
transitorio, con algunas cepas alcanzando lo que hemos denominado estado semi-
estacionario. Es facil extrapolar de este analisis a una situacién transitoria. En este
caso, el curso temporal de la concentracion de C subird con una pendiente mayor y
alcanzara un maximo mas aito a valores mayores de E,, i.e. similar a la situacién
observada para fructosa-1,6-bisP2,

Uﬁ rasgo interesante de la curva de curs; temporal de la concentracién de
fructosa-1,6-bisP en la cepa con Pfk-2*, es que siste%étican‘iente observamos una
tendencia a aplanarse, alrededor de los 10 min, como si fuera a establecerse en un

estado semi-estacionario similar al que alcanzan las otras cepas. Sin embargo, esta

2 Una nota sobre el modelo. Las tinicas premisas involucradas en este modelo son las
referidas a las magnitudes relativas de las constantes de equilibrio de las reacciones
involucradas. Con respecto a las catalizadas por Pfk y Fbpasa (E, y Eg), es claro que
ambas son tienen constantes de equilibrio dos 6rdenes de magnifud mayores que las
demdés reacciones de la glicdlisis [Lowry, 1971 #66]. Las catalizadas por fosfoglucosa
isomerasa (E,) y aldolasa (E,) tienen constantes de equilibrio cercanas al valor unitario
{Benevolensky, 1994 #107)]. Por su parte, los parémetros, cinéticos arbitrarios usados
no afectan cualitativamente sino sélo cuantitativamente los resultados.

P k2 [
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tendencia a un aparente estado estacionario, de alrededor de 5 mM, es muy breve
(cerca de 5 min) y ia concentracioén vueive a aumentar para alcanzar un maximo de 8
mM antes de caer, muy abruptamente, .al nivel basal. Esto sugiere que se requiere la
acumulacion de algan metabolito para que se gatille el ciclo futil. Un candidato muy
atractivo es fructosa-6-P, pero sobre la base de los datos presentados no podemos
sino ofrecer esto como una especulacion ilustrada.

Concluimos entonces que al aumentar la magnitud del ciclo entre fructosa-6-P
y fructosa-1,6-bisP aumenta la concentracién intraceluiar de fructosa-1,6-bisP,
cuando el flujo neto de masa es gluconeogénico. Exclusivamente sobre la base de
esta relacion, las distintas fosfofructoquinasas se podrian ordenar de la siguiente
manera en términos de fa magnitud del ciclo futil que estarian produciendo, en las
condiciones del experimento: |
Pfk-2* ) Pfk-2 ) Pfk-1 :

Con respecto a la concentracion intraéelula}" de fructosa-1,6-bisP cuando la
tnica fuente de carbono es glucosa, se obtuvo un resultado inesperado para la cepa
con Pfk-1, y para el cual no contamos con una explicacion satisfactoria. En efecto, en
esta cepa la fructosa-1,6-bisP alcanza muy rapidamente un méaximo de cerca de 8
mM para descender al nivel basal sin alcanzar un aparente estado semi-estacionario.
Las cepas con Pik-2 y Pfk-2*, en cambio, alcanzaron estados semi-estacionarios de 4
mM y 3mM, respectivamente. Como ya se indic, las tres cepas crecen a tasas muy
similares en glucosa (vc-;r Tabla 3), lo que indica'que la mayor acumulacién de
fructosa-1,6-bisP no se asocia siempre a un crecimiento mas lento, y que tal
asociacion depende de la direccién de! fiujo de carbonos.

Especulando sobre la posible causa de estos mayores niveles de fructosa-1,6-

bisP en la cepa con Pfk-1, se podria pensar que es el resultado de las

©
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concentraciones intracelulares de ADP y fosfoenolpiruvato, los dos efectores de esta
fosfofructoquinasa. Por ejemplo, es posible que en las condiciones iniciales (el
aumento es relativamente rapido) Pfk-1 tenga una actividad mucho mas alta que Pfk-
2 y Pfk-2*, lo que podria redundar en una rapida y transitoria acumulacion de
fructosa-1,6-bisP. No podemos descartar, sin embargo, que el mecanismo causal de
este fenémeno sea otro.

En conclusidn, estos datos permiten mostrar que: i) los niveles mayores de
fructosa-1,6-bisP observados en la cepa con Pfk-2* en gluconeogénesis no son
caracteristicos de la cepa per se, independientemente de la fuente de carbono; ii) que
niveles altos de fructosa-1,6-bisP no estan necesariamente asociados a crecimiento

lento,
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Figura 33 Modelo para efecto de ciclo sobre concentracién de fructosa-1,6-
bisP.

Panel A, concentracién normalizada de C en el estado estacionario como funcién de
la razén de actividades de Ej3 a E,. La concentracion normalizada corresponde a la
concentracion al estado estacionario de C dividida por su concentracién cuando la
razon E; a E; es cero. Panel B, velocidad de E,, E,, E3 y E, al estado estacionario
(V;) como funcién de la razén de actividades de E; a E,.
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3. Método de medicidn del ciclo fitil por marcacién por flujo inverso

Resumen

Se disefid un nuevo método para medir porcentaje de ciclo futil, basado en la
medicidon de la marcacién radiactiva de un compuesto cuando la marca
radiactiva proviene de una direccién opuesta a la del flujo neto de masa. Se
aplico el método a upa situacion in vifro en la que se puede medir el
porcentaje de ciclo fitil y la marcacion por flujo inverso independientemente,
para el par de reacciones catalizadas por Pfk y Fbpasa. Se mostrd, tanto
para una situacién de flujo glicolitico como para una de flujo gluconeogénico,
una relacién directa entre el porcentaje de ciclo futil y la marcaciéon por flujo
inverso de fructosa-1,6-bisP y fructosa-6-P, respectivamente.

Uno de los problemas que se enfrentd en el presente trabajo fue como medir,
al menos en términos comparativos, la magnitud del ciclo futil. Se han usado varios
métodos para enfocar este problema en el pasado. La pérdida de 3H de [5-3H, U-14C]
-glucosa-6-P se ha usado para demostrar la ocurrencia de ciclo futil entre fructosa-6-
P y fructosa-1,6-bisP en el musculo del vuelo del abejorro (Leite ef al., 1988), células
hepaticas (Clark, et al., 1974) y musculo esquelético (Challiss, et al., 1984). También
la razén 3H/M4C en las hexosas monofosfato tras metabolismo de [2-3H, 2-14C]-
glucosa-6-P se ha usado para medir un ciclo futil entre glucosa y glucosa-8-P en
musculo y cuerpo graso 'de polilla {Surholt y Newsholme, 1983). Sin embargo, la
interpretacion de las mediciones de destritiacion es problematica (Clark, et al., 1974),
y su aplicabilidad a organismos con tasas metabdlicas muy aitas, e.g. bacterias, no
ha sido demostrada. Otro enfoque ha sido medir la reubicacién de marca de 14C
asociada a posiciones particuléres de un compuestc;. Un caso de este enfoque es el
uso de la inierconJersién entre fos carbonos 1 y & de hexosas monoﬁ;;fato y hexosas
bifosfato para demostrar la existencia de un ciclo futil entre fructosa-6-P y fructosa-
1,6-bisP en hepatocitos de ratas (Katz y Rognstad, 1976) y en Tefrahymena (Borowitz
et al., 1977). Si bien en este método la interpretacién es més directa, las técnicas

involucradas ofrecen dificultades considerables. En ofros casos, usando el mismo
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enfoque, no se encontraron evidencias de ciclo futil en cepas mutantes de levadura y
E. coli en situaciones en que era esperable que tal ciclo ocurriera (Buiuelos y
Fraenkel, 1982; Chambost y Fraenkel, 1980). Sin embargo, las premisas no
demostradas que se requieren para interpretar estos resultados negativos hacen
cuestionable cualquier interpretacion. Mas recientemente, se ha medido la
interconversién de carbonos en levadura usando espectroscopia de resonancia
magnético nuclear con 13C, pero no se encontré evidencia de ciclo ftil para fructosa-
6-P y fructosa-1,6-bisP, mientras que los datos para fosfoenolpiruvate y piruvato no
pudieron ser interpretados como evidencia de ciclo por una aparente falta de
equilibrio de la marca en el oxaloacetato (Navas ef al., 1993). Finalmente, se ha
intentado usar la incorporacién de 32P; a la posicién 1 de fructosa-1,6-bisP como
medida de ciclo futil gluconeogénico entre fructosa-6-P y fructosa-1,6-bisP en las
mismas cepas utilizadas en esta tesis (Daldal y ﬁraenkel, 1983). Los autores no
encontraron evidencia de ciclo fati en ninguna cepa y, dado el profundo
desconocimiento que tenemos acerca del destino de grupos fosfatos proporcionados
exogenamente, asi como acerca de la tasa de recambio del ATP, habria sido
sorprendente que ello hubiera ocurrido.

En esta tesis hemos presentado un método, nuevo y comparativamente
sencillo, para determinar la ocurrencia de grados diferentes de ciclo futil. Hemos
fundamentado el método con mediciones en un sistema in vifro con enzimas
comerciales y condiciones controladas. En este sistema in vitro, hemos demostrado,
tanto para una situacion "de flujo neto glicolitico como para una de flujo neto
gluconecgénico, que hay una clara relacién lineal entre el nivel de ciclo futil y la
marcacion de un compuesto a partir de una fuente de marca ubicada en un punto

distal al origen de la masa. En ofras palabras, hemos creado una situacién en la cual

-
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la marcacién del compuesto en cuestion depende de la velocidad de la reaccion que
define Ila ocurrencia de ciclo fitil. En realidad, la simpleza del método lleva a
preguntarse por qué razén no fue concebido o usado previamente. Una razén posible
es que el método permite fundamentalmente hacer mediciones relativas del ciclo
futil, i.e. es Uutil solo en la medida en que se tienen condiciones con diferente
potencialidad de ciclo fitil, o altemmativamente, controles adecuados. A menudo este
no es el caso, particularmente cuando se trata de estudios metabodlicos en tejidos,
donde ademas la multiplicidad de tipos celulares complica la interpretacion de los
resultados.

En la seccidn siguiente discutiremos los resultados obtenidos al aplicar este meétodo a

la situacion in vivo en cepas con distintas fosfofructoquinasas.
4. Marcacion glicolitica de fructosa-1,6-bisP durante gluconeogénesis

Resumen

Se aplicé el método' de marcacion por flujo inverso para
estimar tasas de ciclo fafil durante gluconeogénesis en
cepas con distintas fosfofructoquinasas. Se encontré que
en la cepa con Pfk-2* la marcacion de fructosa-1,6-bisP a
partir de glucosa radiactiva, cuando el flujo de masa es
gluconeogeénico, es mas rapida y alcanza niveles maximos
mayores que en cepas con Pfk-1 o Pfk-2. En la cepa con
Pfk-1 la marcacion fue apenas superior a la encontrada en
una cepa sin Pfk.

En esta seccion discutiremos los resultados obtenidos ai aplicar el método de
marcacioén por flujo inverso, discutido en la seccidn previa, a la situacién in vivo de
cepas con distintas fosfofructoquinasas.

El curso temporal de marcacién de fructosa-1,6-bisP a partir de [U-

14Clglucosa, durante gluconeogénesis, presenta un rapido aumentp, alcanzando en
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todos los casos un maximo dentro del lapso de un minuto tras proporcionar el
trazador, con una disminucion posterior mas lenta hacia niveles basales. Este tipo de
cinética es esperable, pues si bien la marcacién del compuesto en cuestién va a
depender fundamentaimente de la velocidad con que la marca radiactiva llega a él, la
desaparicion de la marca depende también del grado de dilucién de las moléculas
marcadas en el compuesto frio. Como los niveles de fructosa-1,6-bisP son del orden
milimolar, la radiactividad especifica que alcanza la fructosa-1,6-bisP es bastante baja
(aproximadamente 106 mCi/mmol comparada con 304 mCifmmo! de la [U-
14C]glucosa usada).

Un aspecto sorprendente de los resuitados es que inclusc en una cepa que
carece de fosfofructoquinasa, hasta cerca de un 18% de la radiactividad se acumula
por algun momento en fructosa-1,6-bisP. Esto indicaria que hay actividad del ciclo de
pentosas, i.e. que carbonos de glucosa pueden alcanzar fructosa-1,6-bisP via triosas-
P que se han generado por actividad de Ia transquetolasa. Sin embargo no es posible
establecer, en las condiciones del experimento, si los carbonos de glucosa ingresan a
esta via por la rama oxidativa o por la rama no oxidativa de ingreso al ciclo.

Resulta claro qgue en la cepa con Pfk-2* ja marcacion de fructosa-1,6-bisP es
mas rapida y alcanza un nivel maximo mayor que en la cepa con Pfk-2, en la que a
su vez s mas rapida y mayor que en la con Pfk-1. Si se considera el lapso entre 0 y
3(; seg después de agregado el trazador, la relacion aproximada de las pendientes de
la curva temporal de marcacion es 4:2:1 (Pfk-2*:Pfk-2:Pfk-1). Si se supone que la
salida de marca radiactivé desde fructosa-1,6-bisP es muy lenta en relacion a su
ingreso, lo que es razonable dado lo expuesto en el pamrafo previo, entonces esta

razén entre las pendientes refleja la razén entre las actividades de las

fosfofructoquinasas en ese lapso.
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El analisis anterior supone que la radiactividad especifica de fructosa-6-F es la
misma en las distintas cepas, lo que no hemos demostrado. Sin embargo, hay
razones para estimar que esta variable tiene valores muy similares. Por una parte,
uno esperaria que mayores tasas de ciclo conduzcan a menores concentraciones de
fructosa-6-P en estado estacionario. Como ya hemos indicado, no fue posible
pesquisar esta prediccion debido a que las concentraciones de este metabolito son
menores que ios limites de replicabilidad del método usado para medirlas. De ser asi,
esto tenderia a aumentar la radiactividad especifica de fructosa-6-P en cepas con
mayores tasas de ciclo fitil. Por otra parte, como hemos discutido en ofras secciones
de esta tesis, un mayor porcentaje de ciclo tenderia a reducir el flujo de fructosa-6-P
a glucosa-6-P, y por ende a reducir el flujo inverso de marca de glucosa-6-F a
fructosa-6-P. Esto tenderia a reducir la actividad especifica de fructosa-6-P. Como
ambos efectos dependen de una misma variable, la actividad de Pik, los efectos
tenderian a compensarse. En todo caso, un analisis de los cromatogramas
correspondientes (ver Figuras 27 y 28) sugiere que éste es el caso, ya que el nivel
de marcacién de glucosa-6-P es siempre menor en la cepa con Pfk-2*.

Teniendo en cuenta las observaciones del parrafo anterior, los resultados de este
enfoque vuelven a ser coI;erentes con lo encontrado ta{f;to en el modelo in vitro como
en Ia medicion de niveles intracelulares de fructosa-1,6-bisP, i.e. que en una cepa
con Pfk-2* el ciclo fatil seria mayor que en una con Pfk-2, yﬂen ésta mayor que en una

-

con Pfk-1.

5. Produccién de CO, por diferentes cepas a partir de [U-14C]glicerol

Resumen
Se midi6 la produccion de 14CO, a partir de [U-14C]glicerol
en cepas con diferentes fosfofructoquinasas, y se encontré
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que la cepa con Pfk-2* produce niveles finales mas altos de
CO, que cepas con Pfk-1 o Pfk-2. Determinaciones de la
distribucién final de marca radiactiva en distintas fracciones,
indicaron que junto con destinar mas carbonos de glicerol a
CO,, la cepa con Pfk-2* destina menos carbonos a material
insoluble en PCA (moléculas grandes) y a material soluble
en PCA (moléculas pequefias).

Hemos mostrado en esta seccidn del trabajo que una cepa con Pfk-2* destina
una proporcion significativamente mayor (cerca de un 30%) de los carbonos
provenientes de glicerol a CO, que las cepas con Pik-1 o Pfk-2.

Una mayor proporcion de carbonos destinados a CO, implica una mayor tasa
total de respiracién. Tipicamente, se considera que ésta es una de las respuestas
predecibles de un sistema metabdlico sometido a un ciclo futil. De hecho, una mayor
tasa de respiracion ha sido usada como evidencia de la ocurrencia de un ciclo futil
(Chao y Liao, 1994; Navas, et al., 1993; Patnaik ef al., 1992). El razonamiento es
atractivo. Un ciclo futil involucra un gasto extra , y futil, de ATP. Esta demanda
extraordinaria sobre el ATP disponible debe ser compensada, y los mecanismos
regulatorios del metabolismo se encargan de aumentar el flujo de carbonos hacia la
respiracion, con la consecuente produccion de ATP. La premisa detrds de este
argumento es que el ATP es limitante, es decir que su disponibilidad determina la
velocidad de los procesos anabdlicos y de sintesis macromolecular, y por lo tanto la
mantencion de sus niveles es un principio rector de los mecanismos que regulan el
metabolismo. Baste sefialar que esta premisa, tan prevalente en la literatura sobre
metabolismo, nunca ha sido demostrada. De hecho, existen poderosas razones para
pensar que el ATP no es limitante para los procesos de crecimiento celular (Marr,
1991). Es por e"sta razén que en esta fesis este resultado no se considera ur';a
evidencia per se de la ocurrencia de ciclo futil, sino mas bien una consecuencia

posible del mismo.
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Como hemos mostrado en el desarrollo matematico de la seccién II. 12. i., es
posible esperar una mayor produccion de CO, a partir de tasas més altas de ciclo futil
meramente como consecuencia del efecto de "shunting” que puede tener un ciclo futil
sobre el flujo de carbonos de origen gluconeogénico. El modelo formaliza una idea
muy intuitiva: si como resultado del ciclo fatil a nivel de Pfk/Fbpasa, el flujo neto de
carbonos en la direccién gluconeogénica a partir de fructosa-6-P disminuye, el
consecuente aumento del flujo glicolitico de carbonos redundard en mayor
produccién de CO,. Esto es asi por la simple razén que los fres carbonos de las
triosas pueden convertirse en CO, a nivel de la reaccion piruvato a acetil-CoA y en el
ciclo de los acidos tricarboxilicos, mientras que de cada dos moléculas de triosas
convertidas en hexosas un maxime de dos (de seis) pueden liberarse como CO-, a
nivel de ia rama oxidativa del ciclo de pentosas. Hemos mostrado que el modeio
genera curvas de produccion de CO, en el tiempo similares a las observadas
experimentalmente.

No se pretende en esta tesis mostrar que el ATP no es limitante ni que una
mayor produccion de CO, no responda a una regulacion compensatoria para
recuperar los niveles de ese metabolito. Mas bien, queremos mostrar que hay ofras
formas de explicar el mismo fendmeno, y que tales formas generan predicciones
coherentes con la hipbtesis planteada.

En términos del balance final de radiactividad proveniente de 14C-glicerol, o en
realidad de los carbonos de ese origen gluconeogénico, hemos encontrado que los
mayores niveles de CO, producido se logran a expensas principalmente de carbonos
que la célula destina a moléculas mayores, insolubles en PCA, i.e. a productos del

anabolismo, y en segundo lugar a moléculas pequefias, posiblemente productos

excretados como lactato o acetato. Este resultado es bastante trivial, si se considera
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lo grueso del fraccionamiento realizado y los destinos posibles de los carbonos que la
célula usa. Sin embargo, es interesante hacer notar que cuando Ia célula destina una
mayor proporcion de carbonos a respiracion, lo hace a expensas de otros destinos
posibles, por ejemplo el de producir moléculas precursoras, cuya disponibilidad puede
ser tanto o mas limitante como la de ATP para los procesos de sintesis

macroemolecular y, eventualmente, el crecimiento.

6. Produccién de CO, con glicerol como fuente de carbono y [1-14C]glucosa o

[6-14C]glucosa como fuente de radiactividad

Resumen

Se midi6 la produccién de "4CO, en resuspensiones de
cepas con distintas fosfofructoquinasas a las que se les
proporciond glicerol como fuente principal de carbonos y
una traza de [1-14C]glucosa o [6-14C]glucosa como fuente
linica de marca radiactiva. Se encontré que en las cepas
con Ptk-1 o Pfk-2 la produccion de 14CO, a partir de [1-
14C]glucosa fue mayor que a partir de [6-14C]glucosa. En la
cepa con Pfk-2*, en cambio, la situacion fue la inversa por
.casi todo el periodo de medicién, Se presentd un modelo
matematico que permite relacionar este resultado con la
hipdtesis de trabajo.

En realidad, los experimentos de produccién de 14CO, a partir de glucosa
marcada en el carbono 1 o en el 6, siendo la fuente de masa glicerol, surgieron de
una prediccién inesperada de un modelo de simulacién numeérica que se usé para
explorar las consecuencias de un ciclo fatil. En ese modelo, que simula la operacién
de una red de reacciones similar a la glicélisis-gluconeogénesis, se pesquisaron una
serie de posibles situaciones experimentales, buscando predicciones que fuera
factible verificar experimentalmente. Una de esas predicciones fue que un sistema
con mayor ciclo futil a nivel de las reacciones correspondientes a la interconversién

de fructosa-6-P y fructosa-1,6-bisP, produciria mayores niveles de CQO,. Este
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resultado, como ya vimos en la seccion anterior, coincide con lo encontrado para la
cepa con Pfk-2*, i.e. se verifica coherencia entre la hiptesis y [a observacion.

Buscando explorar méas detalladamente el mecanismo de este efecto, se
simularon una serie de experimentos en que la fuente de carbono era glicerol y la de
marca radiactiva era glucosa marcada en distintas posiciones. La prediccion mas
interesante resulté ser que a mayor ciclo fatil en la interconversién de fructosa-6-P y
fructosa-1,6-bisP, el 14CO, producido a partir de [6-14C]glucosa aumentaba en
relacion al producido a partir de [1-14C]glucosa, hasta que por sobre un umbral dado
el primero era mayor que el segundo. Esta prediccion resultaba curiosa, casi
improbable, en vista de que generalmente la diferencia 14CO, producido a partir de
[1-14CJglucosa menos e! producido de [6-14C]glucosa (el aqui denominado ACO,[1-
6]) es cero o positiva. Esto se basa en que, durante glicdlisis, la via oxidativa de
ingreso al ciclo de las pentosas puede producir CO, exclusivamente a partir del
carbono 1 de glucosa, y no existe una via conocida que produzca CO,
exclusivamente a partir del carbono 6 (Larrabee, 1989).

Lo extrafio de la prediccion se desvanece, sin embargo, al considerar que en
este caso la marcacion de CO, se hace en condiciones gluconeogénicas, i.e. el
sentido del flujo esta invertido con respecto a la glicdlisis. En estas condiciones, el A
CO,[1-6] no constituye una medida del flujo a través de la via oxidativa de ingreso al
ciclo de las pentosas.

Al examinar cuales son las caracteristicas del flujo en esas condiciones, asi
como las consecuencias del ciclo fitil sobre el mismo, en el contexto del modelo, se
llega al mecanismo que hemos formalizado en la seccién Il 11. iy Il 11, ii. La base

del efecto reside en la el destino diferencial de los carbonos 1 y 6 de fructosa-1,6-

bisP (provenientes de los respectivos carbonos de glucosa) en las triosas que son los
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productos de la reaccion de ruptura de esa hexosa, catalizada por la fructosa-1,6-

bisP aldolasa:

1 CH;
24 =0

HO —¢C¢ —H
Frixtosa-1,6-bisP
H—C ——OH

En otras palabras, el carbono 6 de glucosa termina en la molécula de
gliceraldehido-3-P y de alli pasa directo a las reacciones Eubsiguientes dela Qlicélisis,
mientras que el carbono 1 pasa primero por la molécula de dihidroxiacetona-P antes
de convertirse en ¢! tercer carbono de gliceraldehido-3-P. Como detallamos en el
modelo, durante gluconeogénesis esto tiene como consecuencia que la pérdida del
carbono 6 desde gliceraldehido-3-P (en términos del flujo a glicolisis subsiguiente) a
dihidroxiacetona es menor que Ia pérdida del carbono 1 desde gliceraldehido-3-P
hacia fructosa-1,6-bisP, simplemente porque el primer flujo de pérdida va en contra y
el segundo a favor del flujo de mésa predominante, i.e. gluconeogénico.

Por ultimo, hemos visto que si el efecto de un mayor ciclo fatil es aumentar el
flujo glicolitico a expensas del gluconeogénico, este efecto se amplifica, resultando
en que el 5002[1-6] disminuye, hasta eventualmente hacerse negativo. A
continuacion discutimos brevemente por qué hay buenas razones para pensar que un
mayor ciclo tiene como efecto disminuir el flujo gluco}eogénico.

Ya hemos discutido por qué es razonable esperar que un mayor ciclo futil

resultante de mayor actividad de Pfk durante gluconeogénesis reduzca la fructosa-6-



133

P disponible para reacciones gluconeogénicas subsiguientes. Esta reduccion de la
fructosa-6-P termina reflejandose en el incremento de la concentracion de fructosa-
1,6-bisP, que hemos mostrado ocurre in vivo en la cepa con Pfk-2*. Como la reaccion
catalizada por la fructosa-1,6-bisP aldolasa esta relativamente cercana al equilibrio en
condiciones fisiologicas (Babul, et al., 1993), este aumento de la concentracion de
fructosa-1,6-bisP debe a su vez resultar en un desplazamiento de la reaccién de
ruptura de la fructosa-1,6-bisP, aumentando su velocidad en el sentido inverso, en
este caso glicolitico. Por ende, es razonable esperar que el ciclo futil tendria ambos
efectos: aumentar el flujo glicolitico y disminuir el gluconeogénico.

Hemos mostrado que la cepa con Pfk-2* tiene un curso temporal del ACO5[1-
6] que pasa por un maximo negativo para después remontar a un valor proximo a
cero, mientras que las cepas con Pfk-1 y Pfk-2 tienen valores cercanos a cero al
principio para después remontar a valores positivos (Figuras 31 y 32). Es claro que
podrian imaginarse mecanismos diferentes que el aqui propuesto para generar este
efecto. De hecho, no contamos con un dato crucial para demostrar nuestro punto, la
medida de cuanto CO, se estd liberando exclusivamente en la via oxidativa de
ingreso al ciclo de las pentosas, y por el momento no resulta facil concebir cémo
realizar esa medicion. Por lo tanto, esta evidencia se ofrece dentro del contexto de
las ofras presentadas en la tesis, todas las cuales son coherentes con la 6currencia
de tasas de ciclo fatil mas aitas en la cepa con Pfk-2* durante gluconeogénesis, por

mayor actividad de la Pfk-2* en esas condiciones.
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7. Discusion General

i. Propiedades de las enzimas in vitro y roles in vivo

Uno de los temas més confrovertidos y menos resueltos que nos ha dejado la
‘Enzimologia es el que se refiere al rol in vivo de las propiedades cinéticas y
reguiadoras de las enzimas in vifro. Un vistazo al sobredimensionado volumen
"Enzyme Kinetics" de Segel (Segel, 1975) indica que éste claramente no fue un tema
gue interesara a los enzimdlogos. Como senala Atkinson: “...fitffe, if any, contact
between the parameters and equation of that type of enzyme kinetics and the study of
mefabolism and its control is yet apparent.”" (Atkinson, 1977). En general, la literatura
en este sentido se ha limitado a comentar cuan "adecuadas” son las magnitudes de
las constantes de afinidad y actividades maximas de las enzimas vis a vis las
concentraciones fisiologicas de los susiratos y productos, en términos de un control
"eficiente” del metabolismo (ver el mismo Atkinson). Si bien esto no deja de ser una
observacion necesaria, resuita claramente insuficiente para explicar bicldgicamente la
muitiplicidad de conductas cinéticas descritas in vifro. Y la verdad es que por muy
intelectualmente satisfactorio que resulte, por ejemplo, la existencia de enzimas
alostéricas, cuya actividad puede ser afinada in vitro por modificaciones relativamente
leves de ia concentracion de efectores, nadie ha demostrado que tales propiedades
jueguen un rol efectivo en el metabolismo.

Existe, sin embargo, una cantidad de estudios en bacterias y levadura, en los
cuales se ha caracterizado e} crecimiento y metabolismo en células en las que hay
vaﬁaéiones en la cantidad de una enzima, desde completa deficiencia a diferentes
grados dé exceso (Benevolensky ef al, 1994; Fraenkel, 1968; Fraenkel, 1986;

Fraenkel y Vinopal, 1973; Hillman y Fraenkel, 1975; Josephson y Fraenkel, 1974;

Kupor y Fraenkel, 1972; Zablotny y Fraenkel, 1967). En general, al eliminar una
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actividad totaimente, se observan las consecuencias esperables a partir de la red
conocida de reacciones del metabolismo de carbono. Si no hay vias alternativas, las
bacterias no crecen en sustratos cuyo metabolismo pasa por la enzima eliminada. Si
las hay, pueden crecer, aunque a veces mas lentamente. Por ejemplo, ia eliminacion
de fosfoglucoisomerasa en E. coli no afecta el crecimiento en glucosa, porque hay
flujo a través del ciclo de las pentosas, aunque la tasa de crecimiento es menor
(Vinopal et al., 1975). En levadura, en cambio, mutantes de esta enzima no crecen en
glucosa (Clifton et al., 1978). Similarmente, mutantes de E. coli que carecen de
fructosa-1,6-bisfosfatasa no pueden crecer en sustratos gluconeogénicos, como
glicerol o acetato (Fraenkel y Vinopal, 1973), mutantes que carecen de fructosa-1,6-
bisP aldolasa son incapaces de crecer en azlcares (Bdck y Neidhardt, 1966} y
mutantes sin triosa-P isomerasa requieren glicerol o ﬁbosa§ para crecer en sLlstratos
gluconeogénicos (Fraenkel y Vinopal, 1973).

Los casos en que se ha aumentado la cantidad de una enzima en particular,
via el gen clonado en un plasmidio, son mas escasos y, en general, no han
contribuido a entender cémo funciona el control de las vias metabdlicas. Por ejemplo,
incrementos de hasta 50 veces en la cantidad de fructosa-1,6-bisP aldolasa tuvieron
escaso efecto s:'Jbre el flujo de glucosa y sobre el grado de equilibrio de las dos
mitades de fructosa-1,6-bisP en resuspensiones de E. coli (Babul, et al., 1993). En
levaduras, células con niveles elevados de fosfoglucoisomerasa no difieren de células
con niveles silvestres (Benevolensky, et al., 1994). Por otra parte, cepas de E. coli
con niveles incrementados de la fosfoenoipinivato carboxiquinasa o la
fosfoeﬁoipimvéto sintetasa crecen mas répido en succinato o piruvato,

respectivamente, que cepas con niveles silvestres, sugiriendo que estas enzimas son

limitantes en esas condiciones (Chao ef al., 1993). Tambien se ha intentado crear un
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ciclo fufil, sobreexpresando simultdneamente la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y la
fosfoenolpiruvato carboxilasa en E. cofi, y aunque no se demostrd la ocurrencia del
ciclo esperado, se redujo el rendimiento del crecimiento y aumenté el consumo de
oxigeno y glucosa (Chao y Liao, 1994).

Mas escasos aun son los estudios en que se explore el efecto metabdlico de
enzimas con propiedades alteradas. A pesar de que se han obtenido una serie de
formas mutadas de Pfk-1 de E. cofi, entre ellas una sobre la que fosfoenolpiruvato
actiia como activador en vez de inhibidor (Berger y Evans, 1990; Hellinga y Evans,
1987; Lau y Fersht, 1987, Lau et al, 1987), nunca se ha descrito algin efecto
metabdlico de estas variantes. También existe una variante de la fructosa-1,6-
bisfosfatasa de E. coli que es insensible a inhibicion por AMP, pero cepas con esta
enzima no difieren en su crecimiento en una variedad de fuentes de carbono de la
cepa silvestre (Sedivy ef al.,, 1986). En sintesis, hasta el momento no existe ninguin
estudio que demuestre un nexo operativo entre propiedades reguladoras de una
enzima del metabolismo de carbono y el metabolismo o crecimiento celular.

En esta tesis creemos haber hecho una contribucién interesante en este
contexto. Partiendo de la observacion de un fenotipo de crecimiento, hemos
correlacionado esa observacién con, por una parte, las diferentes propiedades
regulatorias de una enzima mutante dei metabolismo de carbonos y, por otra, con
una serie de caracteristicas metabdlicas in vivo de la cepa que tiene esa mutante.
Hemos establecido asi un nexo, el ciclo futil, entre propfedades cinéticas in vitro y
caracteristicas metabdlicas in vivo. Falta aun, y este es el eslabén mas interesante en
términos bioldgicos, establecer la conexion entre esas consecuencias metabdlicas y

el fenotipo de crecimiento. Es decir, ¢qué proceso critico se ve afectado por las
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consecuencias del ciclo futil? En lo que sigue, consideraremos brevemente este

aspecto.

ii. Metabolismo y crecimiento en bacterias

Hace ya un siglo que se planted el problema de cémo se regula el crecimiento
bacteriano y hasta ahora no hay una respuesta satisfactoria (Andersen y von
Meyenburg, 1980; Duclaux, 1898-1901; Marr, 1991). Monod demostré hace mas de
50 arios que la tasa y rendimiento del crecimiento de bacterias depende de la fuente
de carbono (Monod, 1942). Sin embargo, jamas se ha logrado predecir cuales seran
la tasa y rendimiento del crecimiento de una bacteria en una fuente dada de carbono.
Este desconocimiento resulta particularmente frustrante en vista del conoc.:imiento
bastar'1te completo que se tiene de las vias metabdlicas fundamentales.

El metabolismo de carbono produce tres tipos de factores que participan en el
crecimiento: precursores; moléculas que desempefan el rol de acopladores (ATP,
GTP...efc), categoria que también se denomina, erréneamente, como "combustible"; y
agentes reductores (NADPH y NADH). De la interaccion entre estos tipos de
moléculas en las reacciones anabdlicas resulta lo que conocemos como crecimiento.
Desde el descubrimiento de Bauchop y Elsden (Bauchop y Elsden, 1960) de que
bacterias lacticas tenian un rendimiento constante de 10,5 g de cé!'ulas por mol de
A"i'P, se ha pensado que es el rendimiento de ATP el que controla el rendimiento del
crecimiento y, por ende, la tasa de crecimiento. Otra manera de expresar lo mismo es

decir que el crecimiento esta limitado por la respiracién (Andersen y von Meyenburg,

1980). La idea seria que en la bacteria todo los sistemas de respiracién y fosforilacion

oxidativa estarian desarroliados a un méaximo, dado por ia proporcion maxima de
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membrana celular destinada a alojar las enzimas de esos sistemas (ibid). El
metabolismo, entonces se ajustaria a este limite, haciendo uso éptimo del ATP. Sin
embargo, Hempfling y Mainzer (Hempfling y Mainzer, 1975) midieron la tasa de
respiracién para mantencién, y encontraron que ésta variaba con la fuente de
carbono hasta 25 veces. La respiracién para mantencién refleja los requerimientos
energéticos para funciones no asociadas a crecimiento. Como bien sefiala Marr
{(Marr, 1991), es dificil entender que, siendo el ATP limitante, se encuentre este rango
de variacion en los requerimientos para funciones no asociadas al crecimiento, o en
el rendimiento del ATP. Adicionalmente, otros autores han encontrade que el ATP
requerido para biosintesis, que puede calcularse a partir de las vias metabdlicas
conocidas, es mucho menor que el que se produce o, en otras palabras, pareciera
que las células no son tan eficientes en el uso del ATP (Gunsaius y Shuste‘r, 1961;
Stouthammer, 1979).

La contribucion tedrica mas interesante y reciente en este contexto es la de
Marr (Marr, 1991), quien hace un iluminador reanalisis de evidencias previas, para
propener que la tasa de crecimiento de bacterias estaria determinada por el flujo de
metabolitos precursores y de los mondémeros de ellos derivados y no por el flujo de
ATP. Su propuesta esta a la espera de una demostracion experimental.

En esta tesis hemos encontrado varias evidencias que apuntan a que uno de
los efectos del ciclo fitil es desviar el fiujo neto de moléculas desde una direccion
gluconeogeénica hacia una glicolitica. Al mismo tiempo, debe haber un consumo
mayor de moléculas de ATP asociado al mayor ciclo futil. En otras palabras, con la
evidencia presentada no es posible responder cual es el factor limitante para el

crecimiento de la cepa con Pfk-2* en glicerol. Puede ser el flujo de uno o mas

precursores hacia una via anabdlica critica o la dispo;iibilidad de ATP para
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biosintesis. En el primer caso, las vias que podrian estar involucradas son aquellas
que requieren moléculas de cuatro, cinco y seis carbonos. En particular, el ciclo de
las pentosas podria estar severamente afectado, ya que requiere hexosas, en la
forma de glucosa-6-P y fructosa-6-P, para la sintesis de ribosas y sus derivados,
entre ellos los elementos estructurales del material genético. De hecho, fructosa-6-P
representa un punto en el metabolismo de carbonos en el que se cruzan los destinos
glicolitico (via la Pfk), gluconeogénico (via la fosfoglucosa isomerasa) y el ciclo de las
pentosas (via la transquetolasa). En el analisis de Atkinson (Atkinson, 1977), que
suscribimos, es en los puntos de ramificacién en los que se ejerce el control de los
flujos metabdlicos. En este contexto, la actividad de la Pfk durante gluconeogénesis
generaria una demanda sobre la fructosa-6-P que resultaria critica para las otras vias
que estan compitiendo por este metabolito. ‘
Nuestro grupo de investigacion esta abocado actuaimente a explorar el nexo
gue falta entre ciclo futil y crecimiento, i.e. los efectos del ciclo faiil sobre el ATP

disponible y sobre los flujos anabdlicos requeridos para la biosintesis y el crecimiento.
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V. CONCLUSIONES

1. En un sistema de ensayo acoplado in vitro, que simula condiciones de flujo
gluconeogénico, Pfk-2* presenta un potencial mayor para generar tasas importante de
ciclo fatil entre fructosa-6-P y fructosa-1,6-bisP, con Fbpasa, que Pfk-1 y Pfk-2. Esta

diferencia resulta de que Pfk-2* no es inhibida por MgATP.

2. En condiciones gluconeogénicas, una resuspension celular de una cepa con Pfk-2*
genera concentraciones intracelulares significativamente mas altas que cepas con

Pfk-1 y Pfk-2. Esto no ocurre cuando la fuente de carbono es glicolitica.

3. En condiciones gluconeogénicas, la velocidad y nivel maximo de marcacion
radiactiva de fructosa-1,6-bisP a partir de [U-14C]glucosa son mayores en una cepa

con Pfk-2* que en cepas con Pfk-1 o Pfk-2.

4, Usando glicerol radiactivo como fuente de carbono, una cepa con Pfk-2* produce
niveles significativamente mas altos de CO2 radiactfivo que cepas con Pfk-1 o Pfk-2.
El aumento de carbonos destinados a CO2 en la cepa con Pfk-2* se hace a expensas
de una disminucién en los carbonos destinados a material macromolecu(ar e

intermediarios menores.
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5. Durante gluconeogénesis, una cepa con Pfk-2* produce méas CO2 radiactivo a partir
de [6-14C]glucosa que de [1-14C]glucosa, situacion inversa a la observada para cepas

con Pfk-1 o Pik-2.

6. Todas las evidencias experimentales indicadas apoyan ia hipétesis de que el
fenotipo de crecimiento lento en fuentes de carbono gluconeogénicas propio de cepas
con Pfk-2* seria consecuencia de la existencia en estas cepas de tasas importantes
de ciclo futil entre fructosa-6-P y fructosa-1,6-bisP durante gluconeogénesis. Esto

seria consecuencia de que Pfk-2* no es inhibida por MgATP u otro efector.
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