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RESUMEN

Tradicionalmente se ha abordado el estudio del control del metabolismo analizando las
propiedades de los componentes de un sistema (enzimas, transportadores y otros) aislados del
sistema completo. Durante las dos ultimas décadas se han desarrollado algunas teorias para
analizar el comportamiento de sistemas metabolicos completos con una aproximacion sistémica,
entre ellas la llamada andlisis del control metabolico. Esta teoria considera los sistemas
metabolicos como un todo; asi, la respuesta del flujo original (6/) a un pequefio cambio en la
actividad de una enzima (de) sera entonces consecuencia de todas las variaciones de las
concentraciones de intermediarios. Esta respuesta puede ser cuantificada por el coeficiente de
control del flujo. En este trabajo se intentd determinar qué grado de control ejercen en la
regulacion del flujo de la via directa de sintesis de glicogeno las enzimas UDP-glucosa
pirofosforilasa (UGPasa) y glicogeno sintasa (GS), usando como modelo experimental los oocitos
en estadio VI de rana Caudiverbera caudiverbera.

UGPasa cataliza la reacciéon UTP + glucosa-1-P < UDP-glucosa + PPi. Esta es una reaccion que
se encuentra en todos los organismos hasta ahora estudiados. Ademas de su funcion clave en la
sintesis de disacaridos y polisacaridos, la enzima es esencial en la sintesis de la parte carbohidrato
de glicolipidos, glicoproteinas y una variedad de metabolitos secundarios.

La actividad de UGPasa en extractos crudos de oocitos de C. caudiverbera se midid en el sentido
de la formacion de UDP-glucosa por electroforesis capilar. Las corridas se realizaron en un capilar
no protegido de 57 cm de longitud y 50 um de didmetro, a un voltaje de 22 kV. La sefial del
nucleodtido se determind a 254 nm. Cuando se aplicd el método para medir la actividad de la
enzima en extractos crudos se obtuvo una curva de tiempo lineal durante un tiempo experimental
apropiado. La reaccion reversa se midid por el método espectrofotométrico, acoplando y
cuantificando la formacion de NADPH a 340 nm.

La actividad endogena de la enzima en oocitos resultd ser alrededor de 12 mU/oocito. La enzima
presenta actividad maxima a pH 8,5. En relacion a las constantes cinéticas para los sustratos de la
reaccion reversa, se encontrd que la enzima tiene cinética sigmoidea para pirofosfato, con un Ko
de alrededor de 460 uM y un ny mayor que 2,0. La cinética para UDP-glucosa es hiperbolica, con
una Km,,, de 50 pM.

Para la determinacion del coeficiente de control de la enzima se procedid a inyectar en los oocitos

cantidades crecientes de UGPasa pura. Se usd la enzima comercial de Sigma. Dado que ésta
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contenia impurezas, se procedié a purificarla por medio de una columna de exclusiéon molecular.
La enzima microinyectada en los oocitos permanecid activa durante el tiempo que duraban los
experimentos. El coeficiente de control para la enzima UGPasa en la via directa de sintesis de
glicogeno fué 0,15 y en la via indirecta, 0,05.

La glicogeno sintasa ha sido considerada tradicionalmente la enzima reguladora de la sintesis de
glicogeno, pero estudios in vivo han puesto en duda esta afirmacion. No existe enzima comercial
disponible y no fue posible obtener enzima pura en la concentraciéon adecuada para la
microinyeccion. Como alternativa se procedio a la activacion de la enzima por medio de glucosa-6-
P. Los experimentos para determinar el efecto de la glucosa-6-P sobre la GS se realizaron
microinyectando diferentes concentraciones de glucosa-6-P. Después de 8 min se procedio a la
microinyeccion de UDP-[U-"H]glucosa 3 mM. Después de 12 min de incubacidn, se midié la
radiactividad en glicogeno. La activacion maxima de la enzima fue entre 2 y 3 veces a 2 mM de
glucosa-6-P inyectada. El efecto del éster fue transitorio, siendo maximo entre 5 a 10 min. Para la
determinacion del coeficiente de control se microinyectaeon diferentes concentraciones de glucosa-
6-P. Después de 8 min de incubacion los oocitos recibieron [U-"*C]glucosa (6 nmoles). Después de
12 min incubacién, se midio la radiactividad en glicogeno. El coeficiente de control para GS en la
via directa de sintesis de glicogeno fue igual a 0,01.

Los coeficientes de control de las otras enzimas de la via han sido previamente determinados en el
laboratorio. Para hexoquinasa resulté ser de 0,6 y para fosfoglucomutasa de 0,2. Segln el teorema
de la suma, la suma de los coeficientes de control de todas las enzimas en una via metabdlica es
igual a 1.

Para el caso de la sintesis de glicogeno, la suma de los coeficientes de control de las enzimas en la
via directa en oocitos de anfibio fue 0,96. Esta es la primera vez que se determinan todos los

coeficientes de control de una via metabolica completa en un sistema in vivo.

Xl



ABSTRACT

Traditionally metabolic control and regulation has been studied by analysing the properties of the
system components (enzymes, transporters and others) isolated from the whole system. During the
last two decades, new proposals have emerged to analyze the behaviour of complete metabolic
systems with a systemic approximation. Among them is the so called Metabolic Control Analysis.
This approach considers the metabolic system as a whole; thus, the response of the original flux
(0J) to a small change in the activity of one enzyme (de) will be then the consequence of all the
variations of the intermediate concentrations. This response may be quantified by the flux control
coefficient. The aim of this work was to determine the involvement of the enzymes UPD-glucose
pyrophosphorylase (UGPase) and glycogen synthase (GS) on the control of the flux through the
direct path way for glycogen synthesis. Oocytes stage VI from C. caudiverbera were used as an in

vivo experimental model.

UGPase catalyzes the reaction UTP + glucose-1-phosphate << UDP-glucose + PPi. This is a
reaction found in all the organisms so far studied. Besides its key function in the synthesis of
disccharides and polysaccharides, the enzyme is essential in the synthesis of the carbohydrate part

of glycolipids, glycoproteins and a variety of secondary metabolites.

The activity of UGPase in crude extracts from C. caudiverbera oocytes was measured in the
forward formation of UDP-glucose by capillary electrophoresis. Separations were performed in a
non protected capillary of 57 cm long and 50 um diameter, at a voltage of 22 kV. The signal of the
nucleotide was determined at 254 nm. When the method was applied to measure the enzyme
activity in crude extracts, a linear time curve was obtained during an appropiate experimental time.
The reverse reaction was measured by the spectrophotometric method, coupling and quantitating

the formation of NADPH at 340 nm.

The endogenous activity of the enzyme in oocytes was about 12 mU/oocyte. The enzyme presents
maximum activity at pH 8,5. In relation to the kinetic constants for the substrates of the reverse
reaction, it was found that the enzyme has sigmoidal kinetics for pyrophosphate, with a K5 of
about 460 uM and a ny higher than 2.0. The kinetic for UDP-glucose is hyperbolic, with a Km,,, of
50 uM.
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To determine the control coefficient of the enzyme, increasing quantities of pure commercial
UGPase, were microinjected into the oocytes. Because the enzyme was not homogenous, it was
purified by molecular exclusion. The microinjected enzyme inside the oocytes remained active
during the time of the experiments. The control coefficient for UGPase in the direct path way for

glycogen synthesis was 0.15 and 0,05 in the indirect way.

Glycogen synthase has been traditionally considered the regulatory enzyme of glycogen synthesis,
but studies in vivo have questioned this statement. There is no commercial enzyme available and
it was not possible to obtain pure enzyme in the proper concentration for microinjection in our
laboratory. As an alternative, activation of the enzyme by glucose-6-P was chosen. The
experiments to determine the effect of glucose-6-P on GS were carried out by microinjecting into
the oocytes different concentrations of glucose-6-P. After 8 min, microinjection of 3 mM UDP-
[U-*H]glucose was performed. After 12 min incubation, the radioactivity on glycogen was
measured. The maximum activation of the enzyme was between 2-3 times at 2 mM glucose-6-P.
The effect of the ester was temporary, being maximum between 5 to 10 min. To determine the
control coefficient into the cells, different concentrations of glucose-6-P were microinjected . After
12 minutes incubation, the radioactivity in glycogen was measured. The control coefficient for GS

in the direct pathway for synthesis glycogen was 0.01.

The control coefficient of the other enzymes of the pathway have been previously determined in
the laboratory. For hexokinase it was 0.6 and for phosphoglucomutase, 0.2. According to the
summation theorem, the sum of the control coefficients of all the enzymes involved in a metabolic
path is equal to 1. In the case of glycogen synthesis pathway, the sum of the control coefficients of
the enzymes in the direct route in amphibian oocytes was 0.96. This is the first time that all control

coefficients for a complete metabolic pathway are determined in a system under in vivo conditions.
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I.- INTRODUCCION

1.1.-  Analisis del control metabdlico

Tradicionalmente se ha abordado el estudio del control del metabolismo analizando las
propiedades de los componentes de un sistema (enzimas, transportadores y otros) aislados del
sistema completo. En este enfoque suele usarse un modelo que postula que la velocidad del flujo
de una via metabdlica especifica estd dada por una enzima particular, llamada la enzima limitante o
marcapaso. Por lo tanto, si se quiere modificar la velocidad del flujo, se manipula esta enzima,
dejando de lado el comportamiento global de la via metabolica.

Durante las dos ultimas décadas se han desarrollado algunas teorias para analizar el
comportamiento de sistemas metabolicos de manera sistémica, entre ellas la llamada andlisis del
control metabolico. Esta aproximacion fue formulada originalmente en los trabajos de Kacser y
Burns (1973) y Heinrich y Rapoport (1974). Los postulados de este analisis se pueden resumir en

las siguientes generalizaciones (Kacser y Porteus, 1987; Meléndez-Hevia et al., 1987):

a) el control del flujo se distribuye en todos los componentes enzimaticos de la via.
b) varias enzimas pueden ejercer control significativo del flujo
c) la distribucion del control puede variar con el cambio del estado metabolico de la célula o

por cambios en las condiciones del experimento.

Esta teoria considera los sistemas metabolicos como un todo, donde la respuesta del flujo original
(6J) a un pequeiio cambio en la actividad de una enzima (Je) serd entonces consecuencia de todas
las variaciones de las concentraciones de intermediarios. Esta respuesta puede ser cuantificada por

el coeficiente de control del flujo (Kacser y Porteus, 1987; Cornish-Bowden, 2002).

Si C7 es el coeficiente de control, J es el flujo en estudio y e es la actividad de la enzima en

e

particular,

NG
8




La ecuacion puede reordenarse de la siguiente manera:

El coeficiente de control del flujo queda definido como la tangente a la curva de flujo ( dJ / de )

versus la concentracion de la enzima. Esta definicion es igual a:

Cj_éan
¢ OSlne

Segun esta ultima expresion, el coeficiente de control de flujo es la pendiente de la tangente en un

grafico de In del flujo versus el In de la cantidad de la enzima.

El control del flujo puede ser compartido cuantitativamente por todas las enzimas de la via.
Estudios rigurosos de varios sistemas metabdlicos muestran que la suma de los coeficientes de
control de flujo de las enzimas participantes en una via es igual a 1 (teorema de la suma , [Kacser y

Porteus, 1987; Cornish-Bowden, 2002]).

El analisis del control metabolico ha resultado ser una concepcion poderosa para entender la
coordinacion celular y la conexion entre procesos de variado tipo que ocurren en la célula en
tiempos y circunstancias diferentes, ya que analiza sistemas completos.

Para estudiar el control del flujo en una via determinada y calcular los coeficientes de control de
las enzimas participantes es necesario entonces variar la actividad de una enzima en particular y
analizar el efecto de esta perturbacion sobre el flujo. En este trabajo se estudiara in vivo la
regulacion del flujo en la via directa de sintesis de glicogeno. El sistema experimental elegido
corresponde a los oocitos de rana. Para modificar la actividad endoégena de la enzimas a estudiar, se
microinyectaran cantidades variables de una determinada enzima, o bien se activara la enzima

endogena por microinyeccion de un modificador alosterico.

1.2-.  Eloocito de rana

Los oocitos de rana son un modelo ideal para el estudio del metabolismo de la glucosa. El gran
tamafio de los oocitos (2 mm de diametro y 3 pl de volumen) permite microinyectar facilmente
enzimas, glucosa y otros metabolitos (Radojkovic y Ureta, 1982; Ureta et al., 2001). Permite

ademas hacer mediciones metabolicas en células individuales. Mediante microinyeccion es posible



alterar la actividad de una sola enzima, lo que permite la mediciéon del coeficiente de control
correspondiente (Ureta et al., 2000). Ademas, en trabajos previos del laboratorio se han descrito las
condiciones Optimas para la medicion de flujo en las vias de sintesis de glicogeno (Preller et al.,
2007). Los oocitos en estadio VI (segun la clasificacion de Dumont, 1972) se obtuvieron de los

ovarios de la rana chilena Caudiverbera caudiverbera.

1.3.- Vias metabdlicas para la sintesis del glicégeno

El glicégeno es la forma en que la glucosa se almacena en las células animales como reserva
energética. Los oocitos de rana metabolizan la glucosa preferentemente hacia la sintesis de
glicdgeno (95%) y alrededor de un 5% por la via de las pentosas-fosfato (Ureta et al., 2001). Se ha
demostrado que los oocitos sintetizan glicogeno tanto por la via cldsica o directa como por la via
indirecta; ambas vias operan simultdneamente en la misma célula (Kessi et al., 1996). La operacion
preferencial de una u otra via depende de la concentracion de glucosa disponible para la célula

(Preller et al., 2007).

La via directa de sintesis consta de las siguientes reacciones:

hexoquinasa

glucosa + MgATP > glucosa-6-P + MgADP

fosfoglucomutasa

glucosa-6-P > glucosa-1-P

UDP-glucosa pirofosforilasa
glucosa-1-P  + MgUTP > UDP-glucosa + PPi

glicogeno sintasa

UDP-glucosa + glicogeno, > UDP + glicogeno,

1.4.- Laenzima UDP-glucosa pirofosforilasa

La UDP-glucosa pirofosforilasa (E.C. 2.7.7.9). Esta es una enzima clave en el metabolismo de
carbohidratos, pues produce UDP-glucosa, precursor de oligo y polisacaridos en todos los
eucariontes y procariontes estudiados. Esta enzima es regulada por diversos mecanismos a nivel de

transcripcion y traduccion (Kleczkowski et al., 2005).



Se han desarrollado varios ensayos para la medicion de la actividad enzimatica, tanto en el sentido
de la sintesis de UDP-glucosa como para la reaccion reversa. Para ambos casos existe un ensayo
espectrofotométrico. El método espectrofotométrico para medir la enzima en el sentido de la
formacion de UDP-glucosa, utiliza la UDP-glucosa deshidrogenasa como enzima auxiliar
(Sowokinos et al., 1993). También se ha descrito un radioensayo, que utiliza glucosa-1-fosfato
radiactiva como sustrato. El producto radiactivo UDP-glucosa es adsorbido en carbon y luego
eluido para su cuantificacion (Turnquist y Hansen, 1973). El primer método presenta las
dificultades inherentes al uso de grandes cantidades de enzima auxiliar en extractos crudos. El
segundo, presenta los problemas clasicos relacionados con la manipulacién de radiactividad.

La necesidad de contar con un método desprovisto de las limitaciones anteriores nos llevo a

ensayar la actividad de la UDP-glucosa pirofosforilasa (UGPasa) por electroforesis capilar.

1.5.- La enzima glicégeno sintasa

La enzima glicogeno sintasa (E.C. 2.4.1.11) cataliza la incorporacion de glucosa en glicogeno a
partir de UDP-glucosa. Esta enzima ha sido ampliamente estudiada en nuestro laboratorio, y se han
comparado las actividades tanto in vitro como in vivo (Baez et al., 2003). La enzima en esas dos

condiciones no presenta los mismos parametros cinéticos.

Se ha descrito que la actividad de la enzima es regulada por diversos mecanismos. Uno de ellos es
un mecanismo de fosforilacion-desfosforilacion, siendo la forma desfosforilada la activa en
ausencia de glucosa-6-P, a diferencia de la fosforilada, que sélo es activa en presencia de ése
metabolito (Mersmann y Segal, 1967). Otro es activacién alostérica por glucosa-6-P. Esta
estimularia a la fosfatasa-1, que desfosforilaria a la GS y la activaria; ademas la glucosa-6-P
produce un cambio conformacional en la enzima (Cadefau et al., 1997). Por ultimo, se ha
demostrado relocalizacion subcelular de la GS en presencia de glucosa-6-P (Fernandez-Novell et

al., 1992).

Recientemente se ha descrito un mecanismo regulatorio a través de degradacion mediada por el

proteosoma, y que seria dependiente de las proteina malina y laforina (Vilchez et al., 2007).

Por el hecho de ser una enzima muy regulada, se ha pensado que la GS va a ejercer un gran control

en la via de sintesis de glicégeno. Estudios realizados por Shulman et al. (1995) y Ureta et al.



(2001) indican que es la HK y no la GS la que ejerce un mayor control en la via de sintesis de

glicogeno.
1.6.- Estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio

En estudios preliminares hechos en el laboratorio (Dra. Ana Preller) se ha medido el coeficiente de
control de la hexoquinasa para la via directa de sintesis de glicogeno, en oocitos estadio VI de C.
caudiverbera. El valor encontrado fue de 0,6, confirmando el hallazgo de Ureta et al. (2000) en
oocitos de Xenopus laevis. Este resultado sugiere que la hexoquinasa ejerceria el mayor control
sobre el flujo de esta via metabolica. El 0,4 restante debiera distribuirse entre las demas enzimas de
la via. En la Tesis de pregrado de Diego Quiroga (Quiroga, 2006), se determind el coeficiente de
control para la fosfoglucomutasa, resultando igual a 0,2. En dicha Tesis ademas se realizd una
caracterizacion parcial de las enzimas PGM y GS. Falta determinar el coeficiente de control de la
UGPasa y de la GS, ademas de conocer las caracteristicas cinéticas de la UGPasa puesto que atin

no han sido determinadas en oocitos de anfibio.



Il.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1.- Hipdtesis
El control que ejercen la UGPasa y la GS sobre la velocidad del flujo en la sintesis del
glicogeno por la via directa, es muy bajo o nulo, lo que se refleja en un coeficiente de control

muy pequefio.

2.2.- Objetivos

Objetivo general

Determinar qué grado de control ejerce en la regulacion del flujo de la via directa de sintesis de
glicogeno las enzimas UGPasa y GS, usando como modelo experimental oocitos estadio VI de

rana C. caudiverbera.

Objetivos especificos

- Determinar la actividad endégena de UGPasa presente en oocitos estadio VI.

- Realizar una caracterizacioén preliminar de la enzima de oocitos: pH 6ptimo, y

determinacion de las K, aparente para los sustratos UDP-glucosa y pirofosfato.

- Medir el coeficiente de control del flujo metabolico en la via directa e indirecta de

sintesis de glicogeno para la UDP-glucosa pirofosforilasa.

- Medir el coeficiente de control del flujo metabdlico en la via directa de sintesis de

glicogeno para la glicogeno sintasa.



I1l.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Reactivos.

Glucosa-6-fosfato, glucosa-1,6-bisP, DTT, PPO, POPOP, estandares de peso molecular, Sephacryl
S-200, Sephacryl S-500, UDP-glucosa y UDP-glucosa pirofosforilasa fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co. Tris y NaCl, fueron obtenidos de Winkler Ltda. La enzima PGM se obtuvo de
Roche. EDTA, acrilamida, bisacrilamida, y TEMED fueron obtenidos de Gibco BRL. La DEAE-
celulosa (DE 52) de Whatman. [U"*C]glucosa y [U"*C]glucosa-1-fosfato de Amersham UK.

3.2.-  Animales.
Ejemplares de la rana chilena Caudiverbera caudiverbera se adquirieron de un proveedor
comercial y se mantuvieron en el laboratorio en un estanque con agua potable, alimentadas

semanalmente con higado de vacuno (Preller, 1988).

3.3.-  Obtencion de células.

Se utilizaron oocitos de C. caudiverbera en estadio VI de maduracion de acuerdo con el criterio de
clasificacion de Dumont (1972). Inmediatamente de extraido, el ovario se colocaba en solucion
salina de Barth (NaCl 88 mM, CaCl, 0,41 mM, KCl 1mM, NaHCO; 2,4 mM, Mg,SO4 0,82 mM,
Ca(NO3), 0,33 mM y Tris-HCI 10 mM (pH 7,6) a temperatura ambiente. Antes de ser utilizados,
los oocitos se separaban utilizando pinzas finas, procurando seleccionar células de tamafio similar.
Los oocitos seleccionados se depositaban en una placa con solucion de Barth para su posterior

utilizacion (Béez, 2000).

3.4.- Medicion de la actividad de la HK
La actividad enzimatica se determiné midiendo el cambio de absorbancia que se produce a 340
nm, al acoplar la reaccion llevada a cabo por la HK a la reaccion de deshidrogenacion de glc-6-P,

de acuerdo al siguiente esquema:

hexoquinasa

glucosa + MgATP > gle-6-P + MgADP + H'




glc-6-P deshidrogenasa
glucosa-6-P + NAD’ 6-fosfogluconato + NADH + H'

La velocidad de formacion del NADH se registraba en un espectrofotometro Unicam UV2-100 a
28°. El medio de reaccion tenia un volumen final de 1 ml, y contenia los siguientes reactivos
(concentraciones finales): Tris-HC1 80 mM (pH 7,5), KC1 100 mM, MgCl, 12,6 mM, ATP 5 mM,
glucosa 1 mM, EDTA 1,6 mM, NAD" 0,5 mM y 0,5 U de glc-6-P deshidrogenasa. La reaccion se
iniciaba al agregar ATP. Una unidad de HK (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza

la formacion de 1 umol de glc-6-P en 1 min a 28°.

3.5.- Medicion de la actividad de la PGM

Una cierta cantidad de oocitos se homogeneizaban en un Potter Elvehjem usando amortiguador
Tris-HCl 100 mM pH 8,0 en una proporcion 1 : 3 (v/v) (volumen de oocitos/volumen de
amortiguador). Se consider6 que cada oocito tenia un volumen de 3 pl, segin lo descrito en
trabajos previos de Ureta et al., (2001). Luego se centrifugaba la muestra durante 1 h a 40.000 rpm
en una ultracentrifuga Beckman modelo L5-50 B rotor Ti 50. Se obtenia un liquido sobrenadante
en el cual se determinaba la actividad enzimatica midiendo el cambio de absorbancia que se
produce a 340 nm, al acoplar la reaccion llevada a cabo por la PGM a la reaccion de

deshidrogenacion de la glc-6-P, de acuerdo al siguiente esquema:

fosfoglucomutasa
glucosa-1-P + Mg’ > glucosa-6-P

glc-6-P deshidrogenasa
gle-6-P + NAD" > 6-fosfogluconato + NADH

La velocidad de formacién del NADH se registraba en un espectrofotometro Hewlett Packard
modelo 8453 a 24°. El medio de reaccion tenia un volumen final de 1 ml, y contaba con los

siguientes reactivos (concentraciones finales): imidazol 30 mM pH 7,5, MgCl, 3,3 mM, NAD"



0,85 mM, EDTA 0,9 mM, glc-1,6-bisP 0,015 mM, glucosa-6-P deshidrogenasa 0,33 U, glc-1-P 1,5
mM (Davies et al., 2003). La reaccion se iniciaba al agregar glc-1-P. Una unidad de PGM (U) se
define como la cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 pmol de glc-6-P en 1 min a 24°.

3.6.- Medicion de la actividad de la UGPasa.

Método espectrofotométrico.

Se modifico el método espectrofotométrico descrito por Martz et al. (2002) para la medicion de la
actividad de UGPasa en la reaccion reversa. El ovario completo se homogeneizaba en una
proporcion 1/2 (p/v) con solucion salina de Barth. El medio de ensayo contenia: UDP-glucosa a
una concentracion saturante de 1 mM, MgCl, 5 mM, NADP" 0,6 mM, pirofosfato de sodio 3 mM,
glucosa 1,6-bisP 0,02 mM, BICINE 50 mM (pH 8,55), fosfoglucomutasa 0,5 U, glucosa-6-P-
deshidrogenasa 5,6 U y alicuotas de liquido sobrenadante. Se cuantificaba la aparicion de NADPH
a 340 nm en un espectofotometro UNICAM, modelo UV 2. Una unidad de UGPasa se define como

la cantidad de enzima requerida para reducir 1 pmol de NADP/min.

UDP-glucosa pirofosforilasa

UDP-glucosa + PPi > UTP + glucosa-1-fosfato
fosfoglucomutasa
glucosa-1-P + Mg’ > glucosa-6-P

glucosa-6-P deshidrogenasa
glucosa-6-P + NAD" > 6-fosfogluconato + NADH + H'

FElectroforesis capilar

Con el objetivo de medir la actividad en la direccion de la sintesis de UDP-glucosa, el ensayo
comenzaba al homogeneizar los oocitos en un tubo eppendorf (utilizando un bastén de vidrio con
punta esmerilada) en 100 pl del siguiente medio de ensayo: BICINE 50 mM (pH 8,55), UTP 8
mM, MgCl, 10 mM, glucosa-1-fosfato 10 mM. Después de incubar a 30° durante 10 min, la
reaccion se detenia calentando a 100° por 5 min. Posteriormente se centrifugaba 30 min a 14.000
rpm y 50 pl del liquido sobrenadante se colocaban en un tubo eppendorf de 0,7 ml para cuantificar

la actividad de UGPasa por electroforesis capilar.



Para asegurar la linearidad del método en muestras provenientes de extractos de oocitos, diferentes
cantidades de células se homogeneizaron como se describié anteriormente y se incubaron 10 min a
30° deteniéndose la reaccion como se describid previamente.

Con el objeto de detectar sefales de otros nucleétidos que podrian afectar la medicion, se
sometieron al mismo procedimiento soluciones de los nucledtidos UTP, UDP, UMP, ATP, ADP,
AMP, GTP, CTP, y UDP-glucosa.

Se utilizo6 el procedimiento descrito por Wilson et al. (2007) para la determinacién de nucledtidos,
que usa el modo de separacion CZE (capillary zone electrophoresis). Las determinaciones se
realizaron en un instrumento Waters, usando un capilar no protegido de 57 cm de largo con 50 pum
de diametro, y un voltaje de 22 kV. La sefial del nucleotido se determiné a 254 nm.

La mejor resolucién se alcanzd con amortiguador tetraborato 20 mM (pH 9,2), a una temperatura
de 25°, alcanzando una corriente de alrededor de 36 pA.

El capilar se regeneraba durante 5 min con NaOH 0,5 M y 5 min con H,O desionizada cada vez

que se iba a medir una muestra.
3.7.- Medicion de la actividad de la GS

Una vez obtenidos los oocitos se homogeneizaban en un Potter Elvehjem usando amortiguador A,
en una proporcion 1 : 2,5 (p/v). El amortiguador A contenia Tris-HCI 50 mM (pH 7,8), EDTA 5
mM, DTT 1 mM, sacarosa 100 mM, y NaF 100 mM (concentraciones finales). Luego se
centrifugaba la muestra durante 15 min a 10.000 rpm en una centrifuga Sorvall modelo RC-5 rotor
5534. En el liquido sobrenadante obtenido se determinaba la actividad enzimatica.

La actividad de la enzima se midiéo usando un radioensayo que cuantifica la incorporacion de
glucosa marcada en glicogeno a partir de UDP-glucosa radiactiva. Una unidad de GS (U) se define
como la cantidad de enzima que cataliza la incorporacion de 1 pmol de glucosa (proveniente de la
UDP-glucosa) a glicogeno en 1 min a 32°. El ensayo se llevo a cabo segun lo descrito por Baez et
al., (2003). Se agregaban 50 pl del liquido sobrenadante del homogeneizado de oocitos a tubos
eppendorf que contenian en un volumen de 25 pl los siguientes reactivos (concentraciones finales):
Tris 30 mM (pH 7,8), EDTA 3 mM, DTT 0,6 mM, NaF 60 mM, UDP—[6—3H]glucosa 3 mM
(50.000 a 100.000 cpm) y glc-6-P 3 mM. Al terminar el tiempo de incubacién (10 min a 32°), se
agregaba a cada tubo 500 pl de KOH 30% y luego se incubaba por 30 min a 100°. Posteriormente,

10



el contenido de cada tubo se vertia a tubos de vidrio y se adicionaban 100 pl de Na,SO4 2%, 40 ul
de glicogeno (5 mg/ml) y 2 ml de etanol 96%, y se dejaba precipitar el glicogeno durante toda la
noche. Al dia siguiente, los tubos se centrifugaban a 5.000 rpm por 2,5 min en una centrifuga
Sorvall modelo RC-5 rotor 5534. El pellet resultante era resuspendido en 2 ml de agua y
reprecipitado por 8 hrs con 6 ml de etanol 96%. Finalmente, los tubos se centrifugaban
nuevamente a 5.000 rpm por 2,5 min obteniéndose un nuevo pellet, el que se resuspendia con 1,2
ml de agua. Para medir la radiactividad, se tomaban alicuotas de 1 ml, las cuales se colocaban en
viales y se mezclaban con 5,5 ml de liquido de centelleo. La radiactividad incorporada en
glicégeno se midid en un contador de centelleo Packard modelo 1600 TR.

Para medir la actividad enzimatica de uno o mas oocitos, se utilizé el mismo protocolo anterior con
algunas modificaciones. En tubos eppendorf que contenian un volumen de 50 pul de la mezcla de
ensayo, los oocitos se homogenizaban (1, 2, 3 y 4 oocitos por tubo) usando un vastago de vidrio.

De aqui en adelante se repitio el protocolo descrito anteriormente.

glicogeno sintasa
UDP-glucosa + glicogeno, UDP + glicogeno,;

3.8.-  Microinyeccién de enzimas y sustratos
Se utiliz6 un aparato de microinyeccidén por presion de nitrogeno modelo Narishige IM-200 y
agujas de vidrio previamente calibradas. Las microinyecciones se hicieron usando una lupa marca

Nikon tipo 102 y siempre en la zona ecuatorial del oocito.

3.9.- Preparacion de las soluciones radiactivas para inyectar
Los sustratos radiactivos fueron previamente evaporados utilizando un equipo de centifugacion al
vacio marca UniEquip, y posteriormente fueron resuspendidos en un volumen de sustrato frio que

permitiera alcanzar las concentraciones deseadas.

3.10.- Variacion de la actividad enddogena de UGPasa
Dado que la enzima comercial Sigma liofilizada no resulté ser homogénea por SDS PAGE, y que
ademas contenia una importante contaminacion de hexoquinasa, fue necesario purificarla. Para la

purificacion de la enzima se utilizé una columna de Sephacryl S-200 (2,1 x 73 cm). Se tomaban
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alrededor de 992 pg de enzima directa del frasco, se le agregaba 100 pl de glicerol y 200 pl de
amortiguador de corrida (100 mM Tris-HCI (pH 7,6), 100 mM KCI). La muestra se colocaba en la
columna previamente equilibrada con amortiguador de corrida. En el eluido se cuantifico la
actividad enzimatica de hexoquinasa y UGPasa. Los tubos con actividad de UGPasa se juntaron y
se concentraron para una posterior recromatografia en la misma columna de Sephacryl S-200. La
enzima recromatografiada se concentrd a un volumen de 100 pl y se le agregd 100 ul de glicerol y
200 pl de amortiguador de corrida. El conjunto de tubos con actividad enzimatica se concentrd

para su posterior microinyeccion en los oocitos.

La enzima concentrada se diluia en un volumen adecuado de H,O desionizada para obtener las
concentraciones de UGPasa requeridas para la microinyeccion. En cada experimento se
microinyectaban grupos de 10 oocitos con cantidades crecientes de la enzima. Como controles se
usaron oocitos no perturbados (sin microinyectar) y oocitos inyectados con solucion salina de
Barth. Después de inyectar la enzima, los oocitos se dejaban 1 h en soluciéon Barth y
posteriormente se microinyectaban con 6 nmoles de [U-'*C]-glucosa, condicién en la cual
prevalece la via directa de sintesis de glicogeno. Después de incubar 20 min bajo una atmosfera de

O, con agitacion continua y capturando el CO, desprendido, se procedia a aislar el glicogeno.

3.11.- Variacion de la actividad endégena de la GS

Dado que no se contaba con enzima pura en la concentraciones requeridas para la microinyeccion,
se decidio activar la GS intracelular microinyectando diferentes concentraciones del activador
alostérico glucosa-6-P. Grupos de 10 oocitos se microinyectaban con glucosa-6-P 2 mM (0,67 mM
intracelular). Después de 8 min, se microinyectaban [U-'*C]glucosa 6 nmoles. Luego de incubar

por 12 min, bajo una atmosfera de O, con agitacion continua, se procedid a aislar el glicégeno.

3.12.- Cuantificacion de CO,

Se realiz6 segun lo descrito por Ureta et al. (2000). Grupos de 5 oocitos se incubaban después de la
microinyeccion de glucosa, en 120 pl de Barth durante 20 min a temperatura ambiente en tubos
sellados. Estos tubos tenian un flujo continuo de oxigeno. EI CO, que se liberaba se recolectaba en
viales que tenian 600 ul de NaOH 0,3 N y gotas de Triton X 100. A estos viales se les agregaba 4
ml de liquido de centelleo y 300 ul de agua, y se contaban en contador de centelleo marca

PACKARD modelo 1600 TR.
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3.13.- Obtencion de glicégeno.

Para medir la incorporacion de glucosa marcada en glicogeno (flujo de la via), cada uno de los
oocitos incubados durante 20 min como se describidé anteriormente fue digerido en un tubo
eppendorf individual que tenia 200 pl de KOH 30 %, durante 30 min a 100°. Luego la mezcla se
coloco sobre pequefios cuadrados de papel ET31 Whatman filter, previamente numerados, que
tienen la propiedad de retener al glicogeno. Se esperd que cada papel se secara y se dejaron toda la
noche en alcohol 66 % a - 20°. Los papeles se lavaron 3 veces con alcohol 66 % a temperatura
ambiente, con agitacion durante 30 min. Los papeles se secaron sobre toalla de papel, y luego se
sometieron a luz infrarroja. Finalmente se colocaron en viales con 4 ml de liquido de centelleo, y
se conto la radiactividad en un contador de centelleo marca PACKARD modelo 1600 TR (Ureta et
al., 2000).

3.14.- Determinacion de proteinas
La concentracion de proteinas de las distintas preparaciones enzimaticas fue medida por el método
de Bradford (Bradford, 1976). En algunos casos se siguié la concentracion de proteinas por

absorbancia a 280 nm.

3.15.- Determinacion de la identidad de secuencia entre UGPasa de Saccharomyces
cerevisiae (baker’s yeast) y UGPasa de Xenopus laevis.

El presente estudio utiliz6 el programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) para el alineamiento
de secuencias de aminoacidos de UGPasa de levadura y de rana. Se utiliz6 el programa Bioedit
como interfaz grafica (Hall, 1999). Las secuencias se obtuvieron de Genbank con los siguientes

numeros de acceso: AAH77213 (Xenopus laevis) y 2124302A (Saccharomyces cerevisiae).
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IV.- RESULTADOS

4.1.- Métodos de medida.

Medicién espectrofotométrica de la actividad de la UGPasa

Se utilizo el método espectrofotométrico descrito por Martz et al. (2002) para la enzima de plantas.
Se hicieron controles que permitieran validar el método para medir la actividad enzimatica en un
extracto de oocitos. Ademas, se verifico el pH al cual la actividad enzimatica era 6ptima (ver
caracterizacion parcial de la enzima). Es importante mencionar que las mediciones se realizaban el
mismo dia que se obtenia el extracto. La actividad de la enzima en el extracto celular se mantiene

casi en un 100% después de una semana a 0°.

La figura 1 muestra la actividad de la UGPasa medida en funcion de la concentracion de enzima.
Se puede observar que hay un aumento lineal de la actividad de la UGPasa en funcion del
volumen de liquido sobrenadante agregado. A partir de estas mediciones se pudo comprobar que la
medicion espectrofotométrica no se veia interferida por compuestos presentes en el extracto de
oocitos. Como controles, se hicieron mediciones retirando por separado cada uno de los reactivos

necesarios para la reaccion.

Figura 1. Actividad de la UGPasa en
funcion de la concentracion de
enzima. La actividad de la enzima fue
medida en el liquido sobrenadante
al ° obtenido después de centrifugar un
homogeneizado de oocitos como se
describe en Materiales y Métodos.

Actividad UGPasa ,mU

0 . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 70

ul de liquido sobrenadante
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Actividad UGPasa, U/ul liquido sobrenadante

Es importante mencionar que este método usa como enzimas auxiliares la PGM y la glucosa-6-P
deshidrogenasa. Se realizaron los controles que permitieran demostrar que estas enzimas en el
volumen de liquido sobrenadante utilizado no fuesen limitantes. Para ello se dejé constante los
volumenes de liquido sobrenadante utilizados y se aumento la cantidad de cada enzima auxiliar por
separado. No se observaron cambios en el valor de la actividad enzimatica de la UGPasa. El
ensayo mide la enzima en el sentido de la reaccion reversa (formacion de glc-1-P). Se intentd
realizar la medicion espectrofotométrica de la enzima en la direccion de la sintesis de UDP-
glucosa. El método utiliza la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa (UDPGDH). En Ia literatura se
describen 2 metodicas para medir la actividad de la UGPasa utilizando UDPGDH como enzima
auxiliar (Aksamit y Ebner, 1972). Uno de ellos es el método one step (Aksamit y Ebner, 1972).
Este método utiliza de 4 a 6 U de enzima acoplada (un frasco de enzima comercial contiene 2 U).
Se intentd entonces disminuir la cantidad de la enzima acoplada. Para ello utilizamos 5 ul de
liquido sobrenadante de oocitos de rana (generalmente en la determinacion espectrofotometrica por
la via indirecta se utilizan 20 pl) y concentraciones crecientes de UDPGDH. Se observo que al
aumentar la concentracion de enzima auxiliar, aumentaba también la actividad de la enzima

UGPasa, no llegando a una cantidad de enzima auxiliar adecuada para la medicion (Figura 2).

Figura 2. Actividad de la UGPasa
en funcién de la concentracion de

° enzima auxiliar. La actividad de la

5t enzima fue medida en el liquido
sobrenadante obtenido después de

AL ° centrifugar un homogeneizado de

oocitos como se describe en
Materiales y Métodos. El medio de
3+ reaccion estaba compuesto por:
BICINE pH 8,55 50 mM; UTP 8§
mM; MgCl, 10 mM ; glucosa-1-P
2r o 10 mM; NAD" 6 mM; UGPasa (5 ul
de sobrenadante), y UDPGDH

1 o (distintas concentraciones).
La reaccion se comenzaba con
UGPasa y se seguia
0 Il Il 1 L L .
0,00 0.02 0.08 0.06 0.08 0.10 0.12 espectrofotométricamente a 340 nm.

Actividad UDPGDH, U
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El segundo método consiste en incubar la enzima con UTP y glucosa-1-P radiactiva. Una vez que
se detiene la reaccion, la UDP-glucosa formada es adsorbida en carbon activado, luego se eluye y
se mide la radiactividad (Carlson y Hansen, 1962). Este método estd descrito como gran
consumidor de tiempo pero muy sensible (Turnquist y Hansen, 1973). Este procedimiento no fue
probado, pero nos sirviéo de base para desarrollar un método basado en el uso de electroforesis

capilar para la medicion de la enzima en la via de formacion de UDP-glucosa.

Determinacion de la actividad de la UGPasa por electroforesis capilar en la direccion de la sintesis

de UDP-glucosa

Antes de medir la actividad de la UGPasa por electroforesis capilar, se hizo una curva de
calibracién para el producto UDP-glucosa (Figura 3). Como se puede observar, la curva obtenida
fue lineal hasta una concentracion de 3 mM, que se eligié como la mas alta puesto que la maxima
concentracion utilizada en los ensayos es | mM. Ademas se determind el limite de deteccion del
método, que resulto ser alrededor de 1 uM. Como se puede utilizar un minimo de 20 ul de muestra
para las mediciones, esta técnica permite medir pmoles de sustrato y producto.

Un control necesario para medir la actividad de la UGPasa por electroforesis capilar fue descartar
el efecto de la temperatura sobre la estabilidad del producto a medir, ya que la reaccion catalizada
por la enzima se detenia calentando el medio de ensayo a 100° durante 5 min. La UDP-glucosa fue

estable hasta 5 min a 100°.

Figura 3. Curva de calibracion para UDP-
glucosa. Concentraciones crecientes de UDP-
glucosa disuelta en el medio de ensayo, se
sometieron a electroforesis capilar en las
[ condiciones descritas en Materiales y Métodos. Los
resultados corresponden a 3 determinaciones + D.S.

1 1 1 1

0 1 2 3
UDP-glucosa, mM
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Por otra parte, se obtuvieron los perfiles de elucion de varios nucleotidos (Figura 4A); los
resultados obtenidos indican que la UDP-glucosa y el UTP (producto y sustrato de la reaccion

enzimatica, respectivamente), no se sobreponen entre si ni con los otros nucleotidos usados.
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Figura 4. A. Perfiles de elucién de nucle6tidos. Una mezcla de nucleodtidos se sometio a electroforesis
capilar en las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Los nlimeros en la figura indican el nucleotido
correspondiente y su tiempo de elucion. 1: desconocido 2: UDP-glucosa, 3: AMP, 4:ADP, 5:CTP, 6:UMP,
7:ATP, 8:UDP B. Un homogenizado obtenido al resuspender 2 oocitos en la mezcla de reactantes para la
medicion de la enzima en ausencia de sustratos y 50 pl del liquido sobrenadante fueron medidos en CZE.
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Ademas se determind la presencia de nucleotidos en el liquido sobrenadante de oocitos. Se observo

que no hay nucledtidos en la muestra que pudieran interferir con las mediciones de actividad

enzimatica (Figura 4B). La figura 5 muestra una curva de concentracion de enzima que se obtuvo

aumentando el numero de oocitos en el medio de ensayo. Se puede apreciar que dicha curva se

mantenia lineal hasta 8 oocitos, maximo ensayado.

Area UDP-glucosa (x10'4)

25

N
=]

[
13

=
o

o

o

namero de oocitos

©

10

Figura 5. Curva de concentracion de enzima. 2 o
mas oocitos de C. caudiverbera se homogeneizaron
en medio de ensayo y se incubaron durante 10
minutos. Después de detener la reaccion y
centrifugar, 40 pl de liquido sobrenadante se
sometieron a electroforesis capilar. Los resultados
corresponden al promedio de 3 determinaciones +
E.S.

Por ultimo se hizo una curva de progreso para la actividad de la UGPasa, cuyos resultados

muestran que la reaccion enzimatica es lineal al menos hasta los 20 min de incubacion (Figura 6).

Area (x10™7)

N

w

N

Tiempo, min
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Figura 6. Curva de progreso para UGPasa. 2
oocitos de C. caudiverbera se homogeneizaron
en medio de ensayo y se incubaron durante los
tiempos indicados en la figura. Después de
detener la reaccion y centrifugar, 40 pl de
liquido  sobrenadante se sometieron a
electroforesis capilar.



Esta técnica de electroforesis capilar tiene una gran potencialidad: permite cuantificar
simultdneamente la desaparicion de UTP y la aparicion de UDP-glucosa. Ademas puede ser
aplicada a otras enzimas que producen o consumen UDP-azicares, puesto que, como se puede
apreciar en el perfil de elucion, los diferentes nucledtidos son bien resueltos por esta metddica
(Figura 4).

Comparado con las metodologias clasicas, este método posee varias ventajas inherentes a la
electroforesis capilar: es un método simple, rapido, no muy costoso, tiene la posibilidad de
automatizacion y usa muy pequefia cantidad de muestra. Este ensayo se utilizd para medir la
actividad de la GS, pues no existia un método a través de electroforesis capilar para la medicion de

esta enzima (Wilson et al., 2007).

Determinacion de la actividad enddgena de la UGPasa

La actividad enddgena de la UGPasa se determiné en el liquido sobrenadante obtenido después de
centrifugar un homogeneizado de ovario. Se utilizé el método espectrofotométrico descrito en
Materiales y Métodos. Se encontré una actividad endégena igual a 11,5 £ 2,2 mU/oocito, lo que
equivale a 1,6 = 0,3 U/g de oocito, valor promedio correspondiente a 4 mediciones en ranas
distintas. Este resultado no estaba descrito en la literatura y fue comparado con las demas enzimas
que participan en la via directa de sintesis de glicogeno (Tabla 1). Se observa que la UGPasa tiene
una actividad relativa alta con respecto a la hexoquinasa y a la glicogeno sintasa, pero esta por
debajo de la fosfoglucomutasa (Radojkovic y Ureta, 1982). Ademas se observo una dependencia
de la actividad endogena de la enzima con respecto a las estaciones del afio (Quiroga, 20006),

observandose una mayor actividad en los meses de invierno.
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Tabla 1l

Enzima Actividad (U/g de Actividad

00cito) relativa

*Hexoquinasa 0,08 £0,01 1
*Fosfoglucomutasa 5,8+0,9 73
UGPasa 1,6 £0,3 20
*Glicogeno sintasa 0,6 £ 0,06 8

Actividad endbgena de las enzimas participantes en la via directa de sintesis de glicégeno en oocitos.
*Datos obtenidos de Radojkovic y Ureta (1982). Se tomo a la enzima con menor actividad con una actividad
relativa de 1.

4.2.- Caracterizacion parcial de la UGPasa de oocitos de rana.

Dependencia de la actividad de la UGPasa de oocitos del pH

En la figura 7 se aprecia el efecto que ejerce el pH en la actividad de la UGPasa. La medicion de
actividad enzimatica se realizo en presencia de 4 amortiguadores distintos para los diferentes pH.
Como se puede observar, el pH 6ptimo para la actividad de la UDP-glucosa pirofosforilasa fue de
8,5. Valores de pH optimo cercanos a 8,5 para la enzima UGPasa han sido descritos en la literatura
(Turnquist y Hansen, 1973), y en general la enzima tiene valores de pH Optimo levemente

alcalinos.
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Figura 7. Efecto del pH sobre la actividad de la UGPasa. 15 ul de liquido sobrenadante se agregaron al
medio de reaccion descrito en Materiales y Métodos. La actividad enzimatica se midié por el método
espectrofotométrico convencional, en presencia de pirofosfato 3 mM y UDP-glucosa 1 mM.

En la literatura se encuentran valores variables para el pH intracelular en los oocitos de anfibio. Un
trabajo de Cicirelli et al. (1983) habla de un amplio rango de valores de pH al interior de los
oocitos que estaria entre 7,06 = 0,01 y 7,93 £ 0,01. Esto valores ademas fluctuarian durante el
desarrollo del oocito permitiendo la activacion o inhibicion de ciertos procesos celulares (Cicirelli
et al. 1983). Es importante tener en cuenta este punto pues la enzima debe estar activa al pH
interno de los oocitos. Como vemos la enzima tiene un pH optimo de 8,5 in vitro, y los oocitos
tienen un rango de pH intracelular que va desde 7 a 8. Al observar la curva de la actividad de la

enzima con respecto al pH vemos que la enzima a pH 8 esta practicamente en su actividad maxima.

Caracteristicas cinéticas de la UGPasa

Se determind la Ky, qpp para los sustratos UDP-glucosa y PPi. La cinética para UDP-glucosa resulto
ser hiperbodlica con una K., .5, de 50 pM (Figura 8). Este valor es semejante a los descritos en la
literatura para este sustrato (Rudick y Weisman, 1974; Turnquist et al., 1974; Gustafson y Gander,
1972).
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Figura 8. Efecto de la concentracién de UDP-glucosa sobre la actividad de UGPasa. 30 ul de liquido
sobrenadante se agregaron al medio descrito en Materiales y Métodos que contenia concentraciones
crecientes de UDP-glucosa. Se usé el método espectrofotométrico convencional, en presencia de pirofosfato 3
mM.

Para el sustrato PPi se obtuvo una cinética sigmoidal, con valores para Ko s de 460 uM y ny de 3,65
(Figura 9). Esto no es particular de la enzima de oocitos de anfibio, pues la misma cinética fue
descrita para PP; en la forma II de UGPasa de musculo humano (Duggleby et al., 1996). Los
valores de K, y Ko s obtenidos nos sirvieron para corroborar que la concentracion de los sustratos
PP;y UDP-glucosa utilizadas en el ensayo eran saturantes para la enzima de oocitos, lo cual indica

que se estaba midiendo la maxima actividad posible.
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Figura 9. Efecto de la concentracion de PP; sobre la actividad de UGPasa. 30 pl de liquido sobrenadante
se agregaron al medio de reaccidon descrito en Materiales y Métodos. El medio contenia concentraciones
crecientes de PP; y UDP-glucosa 1 mM. Se usé el método espectrofotométrico convencional.

Estabilidad de la enzima en el tiempo

La figura 10 muestra la estabilidad de la enzima en el tiempo en 2 condiciones. Se observa que la
mantencion del sobrenadante a -20° conserva la actividad de la enzima por un tiempo mayor que a
4°. Por esta razon se decidio mantener el sobrenadante de oocitos a -20° y descongelar s6lo minutos
antes de los experimentos a realizar. Generalmente para las mediciones se usaba el sobrenadante el
mismo dia de su preparacion y los oocitos se utilizaban el mismo dia de su extraccion.

La enzima es mas estable a -20° que a 4°. En la primera situacion, se pierde un 50% de actividad a
los 20 dias, mientras que a 4° el 50% de la actividad se pierde alrededor de 5 dias. Es probable que
ésto se deba a la presencia de proteasas en el sobrenadante que degradan la enzima a 4°, pero no a

-20°.
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Figura 10. Estabilidad de la UGPasa en funcion del tiempo. La actividad enzimatica estd expresada como
porcentaje. EI 100% corresponde a la actividad medida el dia 1 de extraccion de oocitos. Los resultados
corresponden al valor promedio de 3 determinaciones = ES. Para esta determinacion se utilizaron 30 pl de
sobrenadante (ver Materiales y Métodos).
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4.3.- Coeficiente de control de la UGPasa.

Validacion de la microinyeccion de enzima de levadura: identidad de secuencias.

La UGPasa inyectada en los oocitos provenia de levadura (Sacharomyces cerevisiae). La enzima
de rana no esta disponible comercialmente y la purificacion aun esta en progreso en nuestro
laboratorio. Si bien la secuencia de aminoacidos de la enzima UGPasa de oocitos de C.
caudiverbera no se conoce, se utilizd la secuencia de UGPasa de X. laevis para comparar su
secuencia con la de levadura (Figura 11). La identidad de secuencias es de 50%, lo que indica que
la UGPasa es una enzima conservada. Segin los conceptos de Dickerson la gran identidad de
secuencias en especies tan divergentes en el tiempo nos sugiere que la funcion de la enzima es

indispensable (Dickerson, 1971).

Comparacion de secuencias:

10 20 30 40 50
UGPasal MSTKKHTKTH STYAFESNTN SVAASQMRNA LNKLADSSKL DDAARAKFEN
UGPasa2 - --————- MASG GMSHFQEAIR EELEGAMKAD LERILSTAPE SELEHTKKD-
Consenso F M L K
SN [ T UUT ey DRDRNDN DRy (RPN D R
60 70 80 90 100
UGPasal ELDSFFTLFR RYLVEKSSRT TLEWDKIKSP NPDEVVKYEIl 1SQQ--PENV
UGPasa2 -LAGFQKLFH RFLQEKGP-- AVDWGKIQRP PEDSIQPYEK IKAKGLPDNI
Consenso L F LF RLEK W KI P D YE 1 PN
S [ DT ey ) [ R [ e .
110 120 130 140 150
UGPasal SN-LSKLAVL KLNGGLGTSM GCVGPKSVIE VREGNTFLDL SVRQIEYLNR
UGPasa2 ASVLNKLVVL KLNGGLGTSM GCKGPKSLIG VRNENTFLDL TVKQIEHLNT
Consenso L KL VL KLNGGLGTSM GC GPKS I VR NTFLDL V QIE LN
SN (R DT UUTU e [RDRNDN PRI (RPN e R |
160 170 180 190 200
UGPasal QYDSDVPLLL MNSFNTDKDT EHLIKKYSAN RIRIRSFNQS RFPRVYKDSL
UGPasa2 TYNTDVSLVL MNSFNTDEDT KKILQKYSHC RVKIHTFNQS RYPRINKESL
Consenso Y DV L L MNSENTD DT KYS R I FNQS R PR K SL
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LRLVEITAQVP KAHVDEFKSV SKFKIFNTNN LWISLSAIKR LQEANAIDME
RL E AQVP K H DEFK KF  FENTNN LWI L A KR L E ME

SRR EEEEY UETE PR BEEEE PR SRR BT SR B
360 370 380 390 400

T1PNQKTITR DGHEINVLQL ETACGAAIRH FDGAHGVVVP RSRFLPVKTC
11VNPKTLDG G---LNVIQL ETAVGAAVKS FENSLGINVP RSRFLPVKTT
Il N KT NV QL ETA GAA F G VP RSRFLPVKT

e R e B JErrr EETE IR R IR R
410 420 430 440 450

SDLLLVKSDL FRLEHGSLKL DPSR-FGPNP LIKLGSHFKK VSGFNARIPH
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460 470 480 490 500

IPKIVELDHL TITGNVFLGK DVTLRGTVII VCSDGHKIDI PNGSILENVV
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UGPasal = Sacharomyces cerevisae
UGPasa2 = Xenopus laevis

Figura 11. Comparacion de las secuencias de UGPasa de S. cerevisae y X. laevis.
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Pureza de la enzima a microinyectar

La enzima a microinyectar es la UGPasa de levadura de Sigma Co. Para la cuantificacion del

coeficiente de control se requiere que la enzima esté pura. La enzima comercial, como se observa
en la figura 12, no es homogénea. El método de purificacion que utiliza la empresa Sigma Co. esta

basado en Munch-Petersen (1955).

Figura 12. Electroforesis de UGPasa comercial en gel de
poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturantes vy

reductoras. Antes de cargar las muestras, se les agregd la
mezcla desnaturante y se colocaron por 5 min a 100° Se

cargaron con jeringa Hamilton de 5 pl.
1: Estandar de peso Molecular 2: Enzima comercial Sigma, 20

ne.

P10

Por otra parte es esencial que ninguna otra enzima de la via se encuentre en la preparacion. Por esta
razon se determinaron las actividades de las otras enzimas de la via en la enzima comercial. Como
se observa en la tabla 2, la HK, est4 presente en un alto porcentaje en la enzima comercial, lo que
es especialmente relevante dado que ha sido descrita como la enzima con el mas alto coeficiente de
control (Ureta et al., 2000). Estos 2 resultados hicieron necesario purificar la enzima comercial. En

palabras de Racker: No gastes pensamientos puros en enzimas impuras.
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Tabla 2

Enzimas determinadas en UGPasa comercial U/mg de proteina

Sigma

UGPase 70,1
HK 7,7
PGM AL
GS AL

Enzimas de la via directa de sintesis de glicogeno presentes en la enzima comercial Sigma. Las
actividades de las enzimas se midieron como se indic6 en Materiales y Métodos. A.I. = actividad
indetectable.

Purificacion de la UGPasa comercial

El protocolo de purificacion uilizado por Sigma no tiene una etapa de filtracion molecular.
Considerando que el peso molecular de la HK de levadura es 100 kDa (forma dimérica), y que la
UGPasa es un octamero con un PM del mondémero de alrededor de 50 kDa, ello implicaria que
ambas enzimas pueden separarse facilmente por filtracion molecular. La tabla de purificacion nos
indica que la enzima se purifico 8,2 veces por este procedimiento (Tabla 3). Los resultados de las
cromatografias se muestran en la figura 13. Se puede observar que la recromatografia en Sephacryl
elimina completamente la contaminacion por HK. La figura 14 muestra el resultado de la

electroforesis de la enzima purificada.
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Tabla 3

Actividad Proteinas Actividad Actividad Veces
(U/ml) totales (mg) total (U) especifica purificacion
(U/mg)
Enzima 260 992 39 39,3 1
comercial
Sephacryl S-200 1,42 292.4 32 109.4 2,8
Recromatografia 0,84 49,5 16 3233 8,2
en Sephacryl S-
200

Purificacion de la enzima comercial de Sigma. El método de purificacion se describe en Materiales y
Métodos.
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Figura 13. Purificacion de UGPasa comercial Sigma. A. La enzima fue purificada por Sephacryl S-200
como se describe en Materiales y Métodos. B. Recromatografia en Sephacryl S-200
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Figura 14. Electroforesis de UGPasa purificada en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones
desnaturantes y reductoras. Antes de cargar las muestras, se les agregd la mezcla desnaturante y se
calentaron por 5 min a 100°. Se cargaron con jeringa Hamilton de 5 pl.

1: Estandar de Peso molecular 2: Enzima comercial 20 pg. 3: Enzima comercial después de ser
recromatografiada en Sephacryl S-200

Determinacion del coeficiente de control de la UGPasa

Coeficiente de control en la via directa de sintesis de glicogeno.

Para determinar el coeficiente de control que ejerce la UGPasa sobre la via directa de sintesis de
glicogeno, se aumento la actividad de UGPasa intracelular. Para ello se microinyectaron oocitos
con distintas cantidades de enzima UGPasa comercial Sigma purificada. El coeficiente de control
de la enzima resultdo ser 0,15 (Figura 15). Se hicieron varios experimentos con diferentes
variaciones de la actividad enddgena, llegando hasta 13 veces la actividad endégena con los
mismos resultados. Paralelamente se midié el control que ejerce esta enzima sobre la via de las
pentosas-P, cuantificando la glucosa incorporada en CO,. En este caso el valor obtenido fue igual a

0,01 (Figura 16).
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Figura 15. Coeficiente de control para la UGPasa en la via directa de sintesis de glicogeno. Cada punto
es el promedio de diez oocitos que fueron inyectados con cantidades crecientes de UGPasa y preincubados
durante 1 h a 20°. Posteriormente las células se inyectaron con 6 nmoles de [U-"*C]glucosa y se incubaron
bajo una atmodsfera de O, con agitacién continua durante 20min. Después se aisld el glicogeno y se
cuantifico la radiactividad incorporada en glicogeno. Los resultados corresponden al valor promedio de cada
grupo = el error estandar (n=10). Inserto. Calculo del coeficiente de control a partir de los datos mostrados
en el grafico.
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Figura 16. Coeficiente de control para la UGPasa en la via de las pentosas-P inyectando 6 nmoles de
glucosa. Cada punto es el promedio de diez oocitos que fueron inyectados con cantidades crecientes de
UGPasa y preincubados durante 1 h a 20°. Posteriormente las células se inyectaron con 6 nmoles de [U-
"C]glucosa y se incubaron bajo una atmoésfera de O, con agitaciéon continua durante 20min, colectandose el
CO; producido. Después se cuantifico la radiactividad del CO, Inserto. Calculo del coeficiente de control a
partir de los datos mostrados en el grafico.

Coeficiente de control de la UGPasa de la via indirecta de sintesis de glicdgeno.

Ademas se determiné el coeficiente de control de la enzima por la via indirecta de sintesis de
glicogeno inyectando en este caso [U-"*C]glucosa 0,5 nmoles. El coeficiente de control obtenido es

igual a 0,05. Los resultados muestran que la enzima UGPasa ejerce un control muy bajo sobre el

flujo en la via directa de sintesis de glicogeno (C eJ = 0,1 ) (Figura 17). Por otra parte, la enzima
no afecta el flujo por la via indirecta (C/ = 0,05 ) ni tampoco afecta el flujo por la via de las

pentosas-P (CeJ = 0,01 ) (Figura 18).
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Figura 17. Coeficiente de control para la UGPasa en la via indirecta de sintesis de glicdgeno. Cada
punto esel promedio de diez 10 oocitos que fueron inyectados con cantidades crecientes de UGPasa y
preincubados durante 1 h a 20°. Posteriormente las células se inyectaron con 0,5 nmoles de [U-"*C]glucosa y
se incubaron bajo una atmoésfera de O, con agitacion continua durante 20min. Después se aislo el glicogeno
y se cuantifico la radiactividad incorporada en glicogeno. Los resultados corresponden al valor promedio de
cada grupo = el error estandar (n=10). Inserto. Célculo del coeficiente de control a partir de los datos
mostrados en el grafico.
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Figura 18. Coeficiente de control para la UGPasa en la via de las pentosas-P inyectando 0,5 nmoles de
glucosa. Cada punto es el promedio de diez oocitos que fueron inyectados con cantidades crecientes de
UGPasa y preincubados durante 1 h a 20°. Posteriormente las células se inyectaron con 0,5 nmoles de [U-
"C]glucosa y se incubaron bajo una atmoésfera de O, con agitaciéon continua durante 20min, colectandose el
CO; producido. Después se cuantifico la radiactividad del CO, Inserto. Calculo del coeficiente de control a
partir de los datos mostrados en el grafico.
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Un control importante para estos experimentos fue determinar si la enzima inyectada permanecia

activa durante el tiempo que duraba el experimento (Tabla 4).

Tabla 4
Grupos de oocitos UGPasa UGPasa (mU endodgenas + mU inyectadas)
mU inyectadas / oocito  Experimental Tedrico esperado
Ooc. no perturbados 0 3,47
Ooc. inyectados con Barth 0 3,39
Ooc. inyectados con UGPasa 1,77 6,09 5,02
Ooc. inyectados con UGPasa 4,09 7,05 7,52
Ooc. inyectados con UGPasa 6,15 9,46 9,58
Ooc. inyectados con UGPasa 8,20 12,22 11,63

Actividad de UGPasa medida después de inyectar la enzima en oocitos. Para el calculo de los valores
teoricos esperados se parte de la base que la mU enddgenas / oocito son 3,43. Este valor corresponde al
promedio de las mU medidas en los oocitos no perturbados con las mU medidas en los inyectados con Barth.

4.4.- Coeficiente de control de la GS

El coeficiente de control para la GS no ha sido determinado. No hemos logrado obtener enzima
pura para microinyectar. Ademas no existe una enzima comercial pura. Las dificultades en la
purificacion radican en que la enzima, copurifica con glicogeno y si se saca el glicogeno,
degradandolo, la enzima se inactiva. No se puede microinyectar la enzima con glicogeno, pues su
consistencia viscosa impide la microinyeccion. Para abordar la determinacion del coeficiente de
control de la GS, hemos decidido activar la enzima endogena. Como sabemos la determinacion del
control del flujo se basa en el cambio del flujo mediado por un cambio en la actividad enzimatica.

En la literatura se han descrito al menos 2 activadores de la GS (litio, glucosa-6-P). Realizamos
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pruebas preliminares para observar si con litio la enzima en oocitos se activaba. Para ello
inyectamos concentraciones crecientes de cloruro de litio, o una concentacion fija de cloruro de
litio y se veia su efecto en el tiempo. No hubo activacion de la enzima con litio.

La glucosa-6-P es un activador alostérico de la GS (Baez et al., 2003) y se ha descrito que activa la
GS de oocitos de anfibio. Por lo cual probamos el efecto de la concentracion de glucosa-6-P sobre
la activacion de GS y también su efecto en el tiempo. El metabolito activa a la enzima hasta 3
veces su actividad endogena y el maximo de su actividad se observa a los 8 min. Por ello se
microinyecto glucosa-6-P para activar la GS y luego microinyectar glucosa, y asi determinar el

coeficiente de control de la GS (figuras 20).
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Figura 19. Efecto de glucosa-6-fosfato sobre la GS. A. Efecto de la concentracion de glucosa-6-P sobre la

activacion de GS. B. Tiempo de duracion del efecto de glucosa-6-P. La concentracion de glucosa-6-P
utilizada fue de 0,5 mM.

El coeficiente de control para la GS es muy pequefio, practicamente nulo. Este valor concuerda con
el determinado por Shulman et al. (1995) en musculo de conejo, lo que indica que esta enzima,

aunque es muy regulada no es importante en el control del flujo de la sintesis de glicogeno, a partir

de glucosa.
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Figura 20. Coeficiente de control para la GS en la via directa de sintesis de glicogeno. Cada punto es el
promedio de diez oocitos que fueron microinyectados con cantidades crecientes de glc-6-P (0,13, 0,25, 0,5y
0,75 mM, concentraciones intracelulares), y fueron preincubados durante 8 min. Luego, se inyectaron 6
nmoles de [U-"*C]glucosa en cada oocito y las células se incubaron durante 12 min. Posteriormente se aislo
el glicogeno y se cuantifico la radiactividad incorporada.
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V.- DISCUSION

5.1.- Caracterizacion cinética de la UGPasa de oocitos de anfibio.

Métodos de medida.

UGPasa cataliza la reaccion UTP + glucosa-1-P < UDP-glucosa + PPi, reaccion que se encuentra
en todos los organismos hasta ahora estudiados. Ademas de su funcion clave en la sintesis de
disacaridos y polisacaridos, la enzima es esencial en la sintesis de la parte carbohidrato de
glicolipidos, glicoproteinas y una variedad de metabolitos secundarios. Esta enzima no habia sido
caracterizada en oocitos de anfibio. Los valores de los pardmetros cinéticos, comparados con los de
otras enzimas de la via nos permitiran conocer a la UGPasa en su contexto metabdlico y entender
qué grado de control ejerce en la via metabolica.

El método utilizado para medir la actividad de la enzima se baso en el descrito por Martz et al.
(2002); con minimas modificaciones fue utilizado para medir la actividad en extractos crudos de
oocitos. Se observd una dependencia lineal entre actividad y sobrenadante de oocitos agregados.
Este método mide la formacion de glucosa-1-P, es decir, en el sentido contrario de como funciona
en la via de sintesis de glicogeno. Existe un método que permite medir la reaccion en el sentido de
la formacion de UDP-glucosa, que usa como enzima auxiliar UDPGDH (Aksamit y Ebner, 1972).
Sin embargo, para poder medir la actividad de la UGPasa se requiere de un exceso de enzima
auxiliar, entre 4 a 6 U de enzima por medida, lo que lo hace impracticable por su alto costo. Por
ello ideamos un método utilizando electroforesis capilar que permite separar y cuantificar los
niveles los nucledtidos presentes en la muestra. Se puede entonces medir la disminucion de UDP y
el aumento de UDP-glucosa. Se decidié cuantificar el nucleétido UDP-glucosa, ya que en la
corridas de electroforesis capilar su sefial es mejor definida que la de UDP. La curva de calibracion
de UDP-glucosa v/s el area de la sefal correspondiente a UDP-glucosa es lineal hasta 3 mM, que
es la méxima concentracion de UDP-glucosa usada en los ensayos. Se determiné también si otros
nucledtidos que pueden estar presentes en los oocitos podian interferir con la sefial de UDP-
glucosa. Se comprobd que dicha interferencia no existe. Se observd una dependencia lineal (hasta
los 20 min) del area de la sefial correspondiente a UDP-glucosa con el tiempo de incubacion de la

reaccion.
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Comparado con las metodologias clasicas, este método posee varias ventajas inherentes a la
electroforesis capilar: es un método simple, rapido, no muy costoso, tiene la posibilidad de
automatizacion y usa muy pequefia cantidad de muestra. Este ensayo se utilizo también para medir
la actividad de glicogeno sintasa (Wilson et al., 2007). La optimizacion del método para UGPasa,
aln esta en progreso, por lo cual para la caracterizacion cinética de la enzima se utilizo el método

espectofotométrico de Martz et al. (2002).

Actividad de la enzima en oocitos.

Para variar la actividad intracelular de la UGPasa en los experimentos de determinacion del
coeficiente de control, es necesario conocer la actividad endogena de la enzima. Existe una
diferencia estacional en los valores de la actividad enddgena de UGPasa. Entre Noviembre y
Marzo la actividad fue 11,5 + 2,2 mU/oocito, y entre abril y agosto, 4,3 = 0,7 mU/oocito. Este
comportamiento estacional también se observo en otras enzimas de la via de sintesis de glicogeno
de anfibios. Por ejemplo Quiroga (2006), observo actividades de PGM de 9,4 £ 0,9 mU/oocito
entre abril y agosto y de 41 + 3,1 mU/oocito entre septiembre y enero. Ademas estudios en higado
de rana, muestran variaciones estacionales en el metabolismo del glicogeno (Castifieiras et al.,
1977).

Si se compara la actividad relativa de todas las enzimas de la via directa de sintesis de glicogeno en
los oocitos asignando el valor 1 a la enzima con la menor actividad endogena (HK), se observa que
UGPasa tiene mas de 100 veces la actividad de la HK (Tabla 1). Si se correlaciona la actividad de
las enzimas que participan en una via metabolica con el coeficiente de control del flujo se observa
que a menor actividad de la enzima el control que ejerce sera mayor (Fell, 1997). En este caso se

cumple dicha correlacion, pues la HK tiene el mayor coeficiente de control del flujo.

Caracterizacion parcial de la UGPasa de oocitos de anfibio.

Se encontré un valor de 8,5 para el pH optimo de la enzima en extractos crudos de ocitos. Valores
de pH optimo cercanos a 8,5 para la enzima UGPasa han sido descritos (Turnquist y Hansen,
1973), y en general los valores descritos son levemente alcalinos. En la literatura se encuentran
valores variables para el pH intracelular en los oocitos de anfibio. Un trabajo de Cicirelli et al.
(1983) indica un amplio rango de valores de pH al interior de los oocitos que fluctuarian entre 7,06

+ 0,01y 7,93 £ 0,01. Estos valores ademas cambiarian durante el desarrollo del oocito permitiendo
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la activacion o inhibicion de ciertos procesos celulares (Cicirelli et al., 1983). Es importante tener
en cuenta este punto pues la enzima debe estar activa al pH intracelular. /n vitro la enzima tiene un
pH optimo de 8,5, y el rango de pH intracelular de los oocitos varia entre 7 y 8. Al observar la
curva de la actividad de la enzima con respecto al pH vemos que a pH 8 estd practicamente en su
actividad maxima. Por otra parte, la cuantificacién del coeficiente de control de la enzima se
realiza inyectando la enzima de S. cerevisiae, cuyo pH es optimo entre 6,5 y 8,0 (Turnquist y
Hansen, 1973), pero con actividad importante a pH 8,5. Se decidié6 medir la actividad usando el
método espectofotométrico y al pH dptimo de la enzima de oocitos.

La cinética para UDP-glucosa resulto ser hiperbolica con una K., ,,, de 50 pM. Este valor es
semejante a los descritos en la literatura. Por ejemplo, las enzimas de Acanthamoeba castellanii
(Rudick y Weisman, 1974), Sorghum vulgare (Gustafson y Gander, 1970), Bos taurus, Homo
sapiens 'y Oryctolagus cuniculus (Turnquist et al., 1974) presentan idéntico valor de K., ., para
UDP-glucosa.

Para el sustrato PPi se obtuvo una cinética sigmoidal, con un Ky s de 460 uM y un ny de 3,65. Esto
no es particular de la enzima de oocitos de anfibio, pues la misma cinética fue descrita para PP; en
la forma II de UGPasa de musculo humano (Duggleby et al., 1996). Los valores de K., y K¢ nos
sirvieron para corroborar que la concentracion de PP; y UDP-glucosa utilizados en el ensayo eran
saturantes para la enzima de oocitos. Es importante comparar los valores de K;, de la enzima de

oocitos de anfibio con los de la enzima de levadura cuya K., para UDP-glucosa es 35 uM.

5.2.- Coeficiente de control de la UGPasa de oocitos de anfibio.

Para determinar el coeficiente de control de UGPasa de oocitos se microinyectd la enzima de
levadura. No fue posible usar la enzima de oocitos, ya que durante la purificacion se inactiva
facilmente y el rendimiento es muy bajo. Por ello se decididé microinyectar la enzima comercial de
levadura. La UGPasa de animales es un oligdmero, especificamente un octamero (Kleczkowski et
al., 2004). La UGPasa de plantas en cambio es monomérica (Kleczkowski et al., 2004). La UGPasa
de levadura fue cristalizada recientemente y se obtuvo la estructura tridimensional (Roeben et al.,
2006). Al determinar el estado oligomérico de esta enzima se observo un octamero, por lo que esta

mas relacionada con la enzima de animales que con la de plantas.
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Si bien la situacion ideal para la medicion del coeficiente de control de la UGPasa de oocitos es
microinyectar la actividad endogena, eso no fue posible por las dificultades mencionadas. No
obstante, la enzima de levadura tiene un 50% de identidad de secuencia comparada con la enzima
de Xenopus (Figura 11), lo que indica que la enzima es muy conservada. Seria importante saber en
qué regiones de la molécula los residuos se han conservado. Si zonas responsables de la
interaccion con otras proteinas no son conservadas, una consecuencia seria la imposibilidad de
generar complejos multienzimaticos. La presencia de complejos multienzimaticos en la via directa
de sintesis de glicogeno en oocitos de anfibio no ha sido demostrada. Ureta y Radojkovic (1987)
realizaron experimentos de enfriamiento de la marca radiactiva para ver si en la via de sintesis de
glicogeno existe el fenomeno de canalizacion de sustratos. Se observdé que al agregar los
metabolitos no marcados de la via directa de sintesis de glicogeno se producia enfriamiento de la
incorporacion de la marca radiactiva de [U-'*C]glucosa en glicogeno, demostrandose que no existia
canalizacion y que por lo tanto quizas no haya formacion de un complejo multienzimatico en ésta
via en particular. Experimentos realizados por Ureta et al. (2000) muestran que HK de levadura
microinyectada es completamente activa al interior del oocito y que posee un alto control en el
flujo de sintesis de glicogeno. Ademas, en un experimento preliminar en nuestro laboratorio se
microinyecté HK de cerebro de rata, y se obtuvo un valor alto del coeficiente de control. Con ello
se demuestra que, independiente de la fuente de la obtencion de la enzima, lo importante es que
ésta sea activa al interior del oocito. Por ultimo, la suma de los coeficientes de control en la sintesis
de glicogeno en los oocitos mediante microinyeccion de enzima heterélogas, es practicamente 1, lo
que cumple con el teorema de la suma.

La enzima de levadura de Sigma no era homogénea y una de las mayores impurezas era HK. El
coeficiente de control para HK fue determinado previamente en nuestro laboratorio y se calculé un
valor de 0,6, es decir, aporta considerablemente al control del flujo. Por ello fue indispensable
eliminar esa impureza de la muestra de UGPasa. La UGPasa de levadura es un octdmero, con un
peso molecular de alrededor de 400 kDa. La HK de levaduras es mondémero de un peso molecular
de 50 kDa. Para separarlas se utiliz6 una columna de exclusion molecular. Con esta metddica se
logr6 obtener una UGPasa homogénea libre de HK.

El coeficiente de control de UGPasa se determind con los flujos medidos con glucosa 0,5 mM

(predomina la via indirecta) y también con 2 mM (predomina la via directa).
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El coeficiente de control para UGPasa en la via directa de sintesis de glicogeno resulto igual a 0,15
y en la via indirecta 0,05. Estos resultados indican que la UGPasa no controla el flujo por la via
indirecta y ejerce poco control en la via directa (Figuras 16 y 17), comparado con el reportado para
la HK.

La reaccion catalizada por UGPasa no participa en la via de las pentosas-P. Como control de
especificidad se determino el control que ejerce la UGPasa sobre ésta via. Para ello se determind el
CO; producido a partir de glucosa. El coeficiente de control para UGPasa en la via de las pentosas-
P fue igual a 0,01, por lo tanto esta enzima no tiene efecto en el flujo por esa via. La medicion del
CO; es especifica para la via de las pentosas-P, ya que se ha observado que el ciclo de Krebs no

esta operativo en el oocito estadio VI.

5.3.- Coeficiente de control de la GS de oocitos de anfibio.

Las caracteristicas cinéticas de la GS de oocitos de anfibio, y en particular de C. caudiverbera han
sido ampliamente estudiadas en nuestro laboratorio (Baez, 2000). Ademas se desarrollé un método
por electroforesis capilar que permite medir la enzima en extractos crudos de oocitos (Wilson et
al., 2007). La GS ha sido tradicionalmente considerada la enzima reguladora de la sintesis de
glicdgeno, pero estudios in vivo han puesto en duda esta afirmacion (Ureta et al., 2000; Shulman
et al., 1995). No existe enzima comercial disponible y aun no ha sido posible en nuestro laboratorio
obtener una enzima pura de oocitos a la concentracién necesaria para microinyectar. Como
alternativa para variar la actividad intracelular de la enzima, se procedio a la activacion de ésta por
glucosa-6-P, un conocido activador de la GS (Cadefau et al.,, 1997). Los experimentos para
determinar el efecto de glucosa-6-P sobre la GS se realizaron microinyectando diferentes
concentraciones de glucosa-6-P. La activacion maxima alcanzada fue de 2 a 3 veces a 2 mM de
glucosa-6-P inyectada (Figura 19). El efecto del éster era transitorio, siendo maximo entre 5 a 10
min (Figura 19). La determinacion del coeficiente de control se realizdé microinyectando diferentes
concentraciones de glucosa-6-P. El coeficiente de control para GS en la via directa de sintesis de
glicogeno resultd ser practicamente nulo (0,01). Es importante mencionar que la glucosa-6-P es
inhibidor de la hexoquinasa, y esta inhibicion es competitiva con respecto a ATP. Se podria pensar
entonces que el nulo control que ejerce la GS sobre la sintesis de glicogeno se debe a la

disminucion del flujo por inhibicion de la HK. Esto fue descartado ya que el efecto inhibitorio de
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la glucosa-6-P es revertido por la presencia de fosforo inorganico (Liu et al., 1999). Cuando la via
directa de sintesis de glicogeno esta operativa, la enzima UGPasa produce grandes cantidades de
fosforo inorganico. Ademas el oocito no perturbado presenta altas concentraciones de fosforo
inorgénico (alrededor de 3 mM; Colman y Gadian, 1976). Por otra parte, las concentraciones de
glucosa-6-P que se microinyectan son drenadas por la via indirecta de sintesis de glicogeno y la via
de las pentosas-P. Finalmente, la concentracion de ATP en el oocito es lo suficientemente alta (3,6
mM; Dworkin y Dworkin-Rastl, 1989) para revertir el efecto inhibitorio de glucosa-6-P. En
conclusion, la HK no estaria inhibida por glucosa-6-P en las condiciones en que se esta realizando
el ensayo.

Los coeficientes de control de las otras enzimas de la via ya han sido determinados en nuestro
laboratorio. Para hexoquinasa resulté ser de 0,6 y para fosfoglucomutasa de 0,2 (Quiroga, 2006).
La suma de los coeficientes de control de las enzimas de la via directa de sintesis de glicogeno en
oocitos de anfibio fue 0,96. Hasta donde alcanza mi conocimiento, esta es la primera vez que se

determinan in vivo todos los coeficientes de control de una via metabolica completa.
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VI.- CONCLUSIONES

e Se usd un método espectrofotométrico para medir la actividad de la UGPasa en la reaccion

reversa. Mediante este método se obtuvieron los siguientes resultados:

- Laactividad endégena de la enzima es de 11,5 + 2,2 mU/oocito entre los meses de
noviembre y marzo, y 4,3 £+ 0,7 mU/oocito entre los meses de abril y agosto.

- La enzima presenta cinética sigmoidea para pirofosfato, con Kos de alrededor de
460 uM y ny de 3,65.

- Lacinética para UDP-glucosa es hiperbolica, con Ky, app de 50 uM

e Se valido el método de electroforesis capilar para la deteccion y cuantificacion de UTP y
UDP-glucosa. Ello permiti6 la medicion de la actividad de la UGPasa en el sentido de la
formacion de UDP-glucosa. Este resultado permitira medir la enzima sin los problemas

que presentan los métodos espectrofotométricos y el radioensayo.

e UGPasa de levaduras microinyectada en los oocitos permanece activa durante el tiempo

que duran los experimentos.

e El coeficiente de control de UGPasa en la via directa de sintesis de glicogeno en oocitos de

anfibio resulto ser 0,15, sugiriendo que ejerce un cierto nivel de control en la via.

e El coeficiente de control de UGPasa en la via indirecta de sintesis de glicogeno en oocitos

de anfibio result6 ser 0,05, indicando que no ejerce un control significativo por ésta via.

e La GS se activo de 2 a 3 veces con glucosa-6-P microinyectada (2 mM). La maxima

activacion se observo entre 5 a 10 min después de la inyeccion del metabolito.

o El coeficiente de control para GS en la via directa de sintesis de glicogeno fue 0,01,

indicando que posee un control nulo en la via.
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e La suma de los coeficientes de control de las enzimas en la via directa de sintesis de

glicogeno en oocitos de anfibio fue 0,96.
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