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RESUMEN

Se elaboró un pnocedímiento de purificación de la

g I ucclqu inasa de h ígado de nata , basado en métodos usados

pneviamente en este laboratorio y en algunas variantes

desarnolladas en este tnabajo, las cuales nesultaron útiles pana

obtener un mayon rendimiento de la preparación enzimática.

Las etapas del procedimiento f ueron: a) homogeneización del

hígado y separación de un líquido sobrenadante por

centríf ugación a 105.000 S; b ) cromatograf ía en DEAE*celulosa;

c) pnecipitación con sulfato de amonio entre 45 y 80% de

saturación; d) filtración en Sephadex G-150 (sef aclex ) ;

e) cromatognafía cJe afinidacl en Sepharose*N-(6*arninohexanoil)-2-

amino-2-desoxi-D-Slucopinanosa (sefarosa-glucosamína) ; f) cromato-

grafía en DEAE-Sephadex A-50. En cada etapa se investigaron

diversas altennativas conducentes a una cienta optimización del

procedimiento. Fue especialmente importante la introcJucción de

glicerol a divensas concentraciones en cada etapa y durante el

almacenamiento de la enzima.

Mediante este procecl inriento, se obtuvo una prepanación de

glucoquinasa con alto grado de pureza, €ñ la cu¡al existía una

sola proteína contaminante, sepanada de la glucoquinasa en un

gel cle poliacnilamida al 10%. Conjuntos de secciones de

I

¡

I
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estos geles, donde se encontnaba la glucoquinasa, se emplearon

como antígeno para ínmunizar un conejo.

El bajo título inicíal del antisuero obligó al uso de una

inyección de refuerzo con enzima soluble de menor grado de

pureza (tres bandas en geles de poliacrilamida). El antisuero

f ina lnrente a is lado rnostró ser monoespecíf ¡co por las técn icas de

irrnlunrodifusión doble (n-rétocio de Ouchterlony) y de inrnunoelectrofo-

resis (método de los cohetes), pues se producía un solo arco de

precipitaci6n con glucoquinasa <Je distintas concentraciones y

grados de pureza (enzima de las etapas de sefaclex y sefarosa-

glucosarrrina). §e detect6 actividad glucoquinásica en los arcos

de precipitación.

La detennrinación del punto cJe equivalencia, utilizando una

cantidad fija de glucoquinasa y cantidades variables del suero

innrune senripurificado y recjonstitur ido, indicó que 100 ¡-rl de

antisueno titulaban 6,6 mU de enzima.

Con el antisuero inducido se calibró el método EL ISA ("enzyme

linked imnrunosorbent assay") para realizar la microinmuno-

titulación de glucoquinasa en extractos celulanes.
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ABSTRACT

A punif ication procecJ ure for rat liven glucokinase was wonked

out. The procedune was based irr previous rnethods used in this

laboratory, with sevenal variations developed in this wor"k that

proved to be useful to obtain the enzyme prepanation in highen

yields.

The steps of the procedure were the following:

a) homogenizatíon and separation of the supernatant fluid aften

centnif ugation at 105.000 S¡; b ) DEAE-cel lu lose chromatognaphy;

c) precipitation between 45 ancJ BA% saturation ammonium sulfate;

d) f iltration through Sephadex G-150; e) aff inity chnomatognaphy

on Sep h arose- N- ( 6-am i nohexanoy I ) -2-am i no-2*deox y-D-g I ucop y ranose

(Sepharose-glucosamine) ; f) DEAE-Sephadex A-50 chromatography.

Different alternatives wene investigated at each step in an

attempt to optimize the procedure. The use of glycerol at different

concentrat ions i n each step and duri ng enzyme storage was

particularly valuable.

With this procedune a glucokínase of high purity was

obtained, which had a single contaminant protein distínctly

separated after e!ectrophonesis in 10% polyacrylanride gels. A pool

of gel sections containing glucokinase was used as antigen to

immunize a rabbit.



Dt:e to the lc,w titer of the initial a¡"rtiseruni , a reinforcen'rent

<¡l lhe inirnunizatir¡n r&'as accomplished by the injection cf soluble

enzy'nie cf lolver purity (three L¡ancls of prote=in in polyacrylarri icle

S;els). -f he anti:;erunr f irrally isolaied was rrrc;nospecíf ic a:, assessed

by double immunc¡cJiffusion arrcl inrmunoelt:ctropho¡'etic technics,

since a sirnple precipitatíon arc was obEerved witlr glucok!n¿rse

¡rt c1 ifferent r:oncentrations and pruritic's (enzynie at tl-¡e Sepiradex

an<i Sefil-i ar'ose-5;luc.osar; ine stcps). Glucc-rkinase activitv was

r.ieterctecj in tlie,: f;rrlCipil.rlic-rn arcs,

The equir,'alence point u/as <Jertc¡r'rr;ineci lry ¡;sirrg a r:r-¡nst¿rrrt

arioL¡nt of glucokinase .¡nci variable amounts cf neconstituterd

seni i¡,rur'ifiecl irn¡rrunt: rier'uri . 'l ü0 f-ll of antriseruni ne{-Jtralizecj 6,6

mU of glucokinase.

V/itl¡ the indr-rcercj antiserurn the IL l5A nlethr:d was r:¡rlibr¿rtecj

r,,,hich perrriittecl to perfornr the nricnoinlfirL-rnotitulation of

c.¡ lurcc,kinase in tell extracts.

4



ABREVIATURAS

ersA . §-roa{búm(na bovína

Coornassie G-250 : Azul brillante de Coomassíe G

DEAE-celulosa : dietilaminoet¡l-celulosa

DTT

EDTA

EDC

FMS

Glc

GK

G_6_P

6-PG

GlcNAc

NBT

PB5

PEP

Tr is

TNBS

: dit iotreitol

: ácido eti lendianrinotetraacético

: I -et i l-3- (3*climet i lam inoprop i I )-carbod i im icla

; fenazina-metosulfato

: glucosa

: giucoquinasa

: glucosa-6-fosfato

: 6-fosfog I ucona to

N*acetilglucosamina

Azul de nitrotetnazolio

solución de fosfato-sal íno

fosfoenol p i nuvato

Tris ( h idroximet i I ) amí nornetano

tr i n i trobenceno-su I fonato

I
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L A. lNTRODUCCION

1. La glucoquinasa de hígado de rata

La fosforilación de la glucosa es la primera neacción

necesanía para iniciar su metabolismo, sea hacia la vía

glicolítica, la síntesis de glicógeno, la vía de las pentosas o la

de los ácidos urónicos. Las enzimas denominadas hexoquinasas

(f .C. 2.7.1.1) , pnesentes en la mayoría de las células, catalizan

la siguiente neacción:

D-glucosa +tvtgATP ..-.-----._---. D-glucosa-6-fosfato+MgADP + H+
Hexoquinasas

Los estudios de Walker (1962, 1963) revisten un significado

especial en el conocimiento de esta neacción en mamíferos pues,

mediante un análisis cinético, lograron distinguir en el hígado

de nata y de cuy adultos, la presencia de dos enzimas
_,fosforilantes de glucosa, una de *,n alta (= 10 " M) y otra de

K baja (= lO-5 tr,l). En el laboratorio de Sols, pon otra pante,
m

Viñuela gL al . (1963) separaron, mediante pnecipitaciónes con

sulfato de amonio, dos fnacciones proteicas con actividad

fosforilante de glucosa: una caracterizada por una K*, alta para
_)glucosa (= l0 - M) que denominaron glucoquinasa y otra de baja

_q
K._- (=10 " M) que sería una hexoquinasa como la que se conocía

m

en muchos tejidos animales. L-a presencia de una glucoquinasa de

K alta en el hígado conf inmaba los nesultados de DiPietno et al.
ilr
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(1962). Al año siguiente González et al. (1964) separaron mediante

cromatograf ía en DEAE-celulosa, cuatno isoenzimas capaces de

fosforilan la glucosa en el hígado de nata, las que denominaron

A, B, C v D, de acuendo a su onden de elución. Estos resultados

fueron confinmados mediante electroforesis en geles de almidón

por Katzen et al. (1965). La isoenzima D o glucoquinasa se la ha

encontrado en el hígado de la mayoría de los mamífenos, en los

anf ibios y en los neptiles inferiores (r^ef . en Ureta , 19BZ). La

isoenzima D ha sido denominada glucoquinasa (f .C. 2.7.1 .2)

debido a que se pensó que tenía una especificídad algo más

restningida pana la glucosa (Walker, 1963; Salas et al., 1965;

González et al., 1967) que las isoenzimas llamadas en gnupo

hexoquinasas (Viñuela et al., 1963) y que utilizan muy bien

fructosa, aunque con K, supenior a glucosa (González et al.,

I964, 1967) . Trabajos recientes de este laboratorio han mostrado

que la glucoquinasa también fosforila fructosa, con una V*.* 215

veces superior a la V*.* con g lucosa peno con una Kr, mayor

( t 250 mM) (Cárdenas et al., 1981; Cárdenas, 1982). Tanto las

hexoquinasas como la glucoquinasa utilizan muy bien manosa y t

algo menos ef icientemente, 2-desoxiglucosa (González et al., 1964;

1967). Otras pnopiedades distinguen a la glucoquinasa de las

otras hexoquinasas. Presenta una función de saturación sigmoidea

con respecto a glucosa, siendo sus parámetros cinéticos nH = l r5

y K^ " = 7,5 mM (pH 7 15) (Niemeyer et al., 1975; Stoner y
vrJ

Cor"nish-Bowden, 1976; Cárdenas et al., 1979, Cárdenas, 1982), en

7



can-rbio las hexoquinasas A y B tienen cinética michaeliana y

hexoquinasa C es inhibida pon exceso de sustrato (González

El:, 1964, 1967; Uneta, 1976, 1982).

La glucoquinasa posee un peso molecular de alrededor

50.000 (Holroyde et al., 1976b; [4accioni, 19751, Cárdenas et al.,
'1978; Maccioni y Babu I , 1980) en contnaposición con las tres

hexoquinasas cuyo peso molecular es atnededor de 100.000 (Ureta.

1e82).

Las hexoquínasas se encuentnan en núrnero y proporciones

diversas en todos los tejidos de la rata, peno la glucoquinasa

parece ser una típica enzíma del hepatocito (Sapag-Hagar et al.,

1969; Reyes y Cándenas, 1980; Reyes et ai", .!980, 1981; Reyes,

1eB2).

La glucoquinasa representa apnoximadamente el 85% de la

capacidad del hígado para fosfonilar glucosa (González et al.,

1964) y tiene una nespuesta adaptativa frente al contenido de

hidratos de canbono de la dieta y al nivel de las secneciones del

sistema endocnino, especialmente insulina y slucagón (nev. de

Niemeyer y Ureta , 1972; Niemeyer et al., 1975; Weinhouse, 1976).

En este laboratonio se ha encontrado que las vaniaciones en

los niveles de la glucoquinasa hepática, pon efecto cle la dieta y

de alteraciones hormonales, conresponden a cambios en la cantidad

de enzima, según lo demuestna la inmunotitulación con el

antisueno específico en aninrales sometidos a diversas condiciones

experimentales (Clank*Tunri et al., 1974| 
^
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Z. Purificacién de la glucoquinase

El proL:lerna c¡e i¿¡ nurificaciérr rJc !¡i glr-lcoquinasa ha

preocuoaclc a var,Lls Slrupos Ce investígiadores clesde su

<jescubrinric:nto. !lr-r pr:rificacií:rr Dresenta r-llfl::r-¡ltariers, las qLre

de-'rivan prirrci¡:rr. lnrente lj* sll pec;ueñ,a caritidad y s!,t

irrestah:iliciad. 5e añ.lcje i¡r cl iíicultad dr,: r,er-.ur.ar.ia de otras;

er-r;,-ín"ras fosforil¿lntes rie qlucos¿ir, lalr-.:s ccr]'iü i¿r licxoqr,iinasa C y

ia N-"acetiiglt-rcr:s,ir: ina*quin¿rs;:; euÉ iriteni'ici^er: erl el ensayo

rr-'s¡:ectrofotométrico. fr:trc¡ ios r:i:,jetivcis para u!::t*:'ier giuccquirrasa

en estaclc puro, o ai ntefio!, fft uy prrrificad;,t , ¡.:oclr'ían mer¡cioriarse

el es.t.ucJio der l;rs prcrpiedacles cinétic¿rs r¡ lei c¿rractenización

estructural y fi:;icocl rlírnicri" ütrc, ci:jetiv'o l-¡a :idr¡ r.rstucliar ios

mecanismcrs responsables cle l¿r variaciórr {ie la cantir.JacJ de

enzima utiiizancio !a inrr¡r¡nof¡rer":i¡:itar:ión €si-)t¡(-'íiica, Dara lo cual

se requierr: Lln anticLrerpü ri]ü!roespecífir:c r;r<;drrc¡clcr contra una

enz i nra hon.rogénei: .

Resr,.¡mimos a c<;ntint,¡¿rr:ií:r: l¡:.rs intenlos rje pttríficación rle

Elucoquinasa, en orr:ien cr¡:ni;l6gico, en clil,er.sos l¡:boratorios.

1) Viñuela gl "?_!_: 
(i9631 lc,graron r-roparan por" n¡*ciir: de sulfatc¡

cJe enionio las rJ<-,:;,¡,TP: hcxo¡;a-"fr:sfotransfer.¿.rsas, c.ünirr se r"iiencic;nó

an ter ic¡r.men tel 
"

2) Gorrzá lez gi- a! : {196/+) lcgr;rrrrrr seperar nrediirnt-e cnr:rnatcgr-af ía

en DEAE*celL-rlosa la¡ cLif.tro isoen;rirrras ca!:¿,"ces cle fosfor-i!;rr

gluct-rsa en el híqacl*,

3) Saias _* "1.|. (1965) prr:s;r,rrlirron Lm pr-otocólc c-Je pur'!fic¿rción rJe
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la g!ucoquinasa cie hí5¡aclo cltr'r cunejo, lnr;ranclo urla pr.e¡:anación

con una actividacj espec"íflca rJe 2 U/rna; <Jr proteína ¡'necl iante

f racc ionarnie¡-.ito cún et<rnol , ctr-'ünratcEr^af í'ei e¡'r i")[liÉ-S,* pl-¡adex y

prercipitaciones con sulfaic¡ cle ar:'orrio.

4) Babul y hl icnreyer (19b5) Ce:'criLiir,.rr;n !..i nij purrif ir:ación ¡:arcial

de giucr,iquin;. s¿l dt-" i-lígriria cle r'¿:l¡ rr,edi¿ri^¡te crcrn¿rtognafías

cc¡n sec u t i vas en carhox irriet i I -Í!ep h;.rcle.x , üF*AE-ce I r.¡ losa e

hiciroxilapeltita 5,- logrelron obtener ,-rr'¡e prirpii;"ación con una

activiclacl els¡:ecíf ica r-le 5r'7 U/rng ,Ce ¡:roteínil .

5) Parny y Wal[<er (1966] descr'íbieron e! rnisrnc¡ año Lrn métocJo cle

prrrific;rcióri de l¿r g¡ lucoquinasa cie lrígerdr: cJe r'¿rt¡: cor-r el q,Je se

llegaba a L¡na activi<JaC e:;pecíf ica cJc, 8,? lJ/mg cle pn'oteína,

tr-ab»ajarrdo con colun.r¡ras rJe intclr^c¿rrrrbic iór¡ico )r preclpitaciones

con sulfato de ar¡ronir¡.

6) Pilkis (19;Z) lcgró rnejcrai" los mditorlos eNisienie$ para ia

enzima cle hígado de rat¿i mr:diante la irlr:lusién de l¿r

crornatografía en Sephadex G-10ü y ur'lü" sep:ar'ación cún

electroforesis en geles cle a. lml<..jón. h--qta pr^oparación <Jaba una

actividad e-qpecífica cle 29,4 t-.linig clr: prcteir"ra \, prer,entaLla vaí"ias

bandas cJe pnoteínas r:n un llel dc, ¡:roliacril¿,rnrir:ia "

?) Grossn'ran et aI. ( 1974) lc¡r'irrorr urlii []r€j;.]ane-cíén de

Elr-rcoquinasa cor-l un¿i ar:tiviciacj esper:i.iica Ce ü0 L)/n'g cje ¡:noteína,

usando las ni ismas metódic¿rs; flrr trlriüres" pero introrJuciendo

gracl ientes extendidos de fr:sfato cJe ¡-rotersic, que aLrr¡entan la

resoluciórr en la elr-¡ción desde columrr¿rr-; cle inirrcemi:io iónico.
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8) Chersher et gl_: (lgZ:) irrtnoci L-ijeron la pr:,sib.rÍlicl;,;cJ Cel uso cJe

la cronratcgrafía cje afinidacJ Lron g¡ir:r:i':s;irriina lig¡arla a Lrna

n-,atriz sól i<1a, en Llrlet comunic¿*ción prelintinar sin datos Ce:

pr-inif icación ni detalles cjel métodr¡.

9) tuiaccioni (1375) y l\,'laccior-:i ¡, BaL'lLrl {197fi, 1S80} tog¡';rrc,n rrna

pr"epanac ión honrog¡ént:": cJe 5¡ i ,-;coc¡ u in¡rs¿¡ cle h íga<Jo cJe perro cor)

una actividacl especificn de 88 U/rng c.le ¡':noteína, utilizanclo

crorriatografíe de íntercambin iónico (nf,qt *celul,rsa), filtración en

Sephadex G*100 v crcr!'ratcgra{ía de afir-r itJad en !llucasamina lipada

a sefarosa.

10) Holroyde g! §l:. (lS7e,a,Lr) cle:;cribierrcn ur"r rnétod,: pana

pur"ific"ar giucoqr-rinasa cJe hígac1c de r¿:ta cün alto rencl imiento,

en qL¡e erl pnso clave consistí'¿r L:i-r Lrna cronratcer¿ifía de aflniciacl

en Seplrarose-l{-{6-aminohexanoiI )*Z*anrino*Z-clesoxi'D*giucop irancsa

(sef arosa*g I i.rcosanr ina ) , clbten irnd¡ ("rnü r.:r'r:r-inl;: hcnrogénea , con

activirJacl específ ica de 150 ¡-i,,'r'rq de ¡.:r"oteína "

3. An t i:ugtg_ ,gff rg-§-[fg,.s[Ufff

El probien:a de las r'el¡rE;ir:nes entre ia glucocluinasa y las

irexoqur i nasas en h ígarJo " esí cümo tarrrb iérr el c;.rntlio en I a

nlclécu!a cle glucor;r-;irr¿rsa er¡ el clirso r-ir.. la r:vt¡luci6n y la

ne I ac iór¡ en tre ! as ene imas cle C if eren tr:s espec ies , l-ra preocupaclo

a investigadore.s de distinios laboratc¡ric,s (Pilkis et gl", 1968;

Clank-Turri et al., 1974; F,li*meyer et ai., 1975; Ureta, '1982).

Estos tópicos fuei-on aborcJados v cl iscuiicJos ciesde un prnto de

vista innrunológico por Piikis et ai. (1968), utilizanc1o corria

I

I

t-
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herramienta un antisuerc¡ contra glucoquinasa de hígado de rata

producido en conejo. También Clank-Turri et ?]: (1974) prepararon

un ar¡tisueno inyectando en cabra una glucoquinasa de nata

semipurif icada. En ambos tnabajos y en estudios no publicados

de CIank-Tunri, Espinosa y Niemeyer, se mostr'ó que el antisueno,

por una parte, ho reaccionaba con las hexoc¡uinasas y t por otra,

inhibía y precipitaba a la glucoquinasa de mamífenos y a la de

tortuga, pero no a la glucoquinasa de rana.

Posteriormente, Sperrce y Pitot (1979) índujenon un antisuero

contra glucoquinasa de hígado de rata en cuyr con el cual

nealizanon inmunotitulación de la enzima en estudios de regulación

h«¡rmonal en cultivos pnimarios de hepatocítos de nata. Al año

siguiente, Sibrowski y Seitz (1980) utílizaron un antisueno de

conejo para estudiar el recamL¡io de la glucoquinasa en natas

nor-males y supranrenalectomizadas.

En nuestro tnabajo se ha lognado la obtención de

glucoquinasa de hígado de rata con alto grado de pureza y muy

estable, con actividad específica. 80 U/mS cJe proteínar €ñ

cantidades suficientes para inducir un antisueno específico. Este

antisuero ha sido caracterízad<¡ y ciertas técnicas han sido

ca i ibnadas como para hacer la nr icnoinmunot itu lación de la

glucoquinasa en extractcs de hígado y de hepatocitos eislados.



B. MATERIALE§ Y METODOS

1. Reactivos

De Sigma Ci¡enrical Co.$''1c,, U.5.A" se obtur.¡ic-lrr-,n ios siguientes

reactir"ros: ATP. ADp, acril;rnricl*, azul i:]r"ili¿rrr 1e cle Coomassie G,

ciorhidr¿rto de glucosarr; irra, Cl-{-Sepha,rrose 4t3,¡ DTT, DfA[-Sephac]ex

A*50, [.DC, FMS, fosfatns-;a alcaliria tipo Vl i rie lntc.stino de

ternera, glLico-sar f-rlicrrol, g!ucosa-6*:<.¡sf¿¡tr:-"cje:,l"ridrogerre:;a t¡po

Vll cle Ievadura, glr-rcasa-6-fr-,sfatc¡, lartaii<¡-cle:;hridr^o5¡enas;i tipr:

I I de múscr.¡lo cJe cone.io, 2-mercapt<-.retanr:1, I\Atll-{-. N/+DP, [.]-acetil*

g I ucosant i rra , i!BT , I'i, Nr-rrret i I en-i: i s-acri i e rrr i da r p-D i trclf'en i I l'csfai to,

PEP, proteína .4 saluble cJe qt_epLytj!"S-:!: 3![gr]i, pir-ur,,aro-

quinasa tipo I I cie nrús;cuIn cle conejo, prr'<;teasa c1e StrepInrnyc.es

Sflsg!: ti¡:o XVi (L-'ona.se'), ¡'il,iof lavir¡a, Sepl--rarosr: 48, Seph.rciex

G-100 ¡z G-150, Tris. De Ia:.triian Ciremicals srj obtuvo TNBS. De

whatman, lv4aiclstone, !r:r¡lerterra, se cb¡tuvcl LlIAE*celulosa

microEranular (DE-52). De Nlerck. Dar-i'ns1.acI , Ale:nlania Federal, se

a<lquirienon áciclr: barbitúrir:o, ED-f ,4,, l-lcI04, H-[:]ü/+] KCl, Kl-{?p04,

MSClr, M9Sü0, I'JaCl, urea, []e Fharmac-ia F ine Cherrr icals, Uppsala.

Suecia, se contplré agarc,sa A y C.

13
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2. Animales c1e e;r.¡:erri¡rentación

Se emplei:ron r',..r1.as albinas nr¿:chos rJe la colcnia del lnstituto

de Nr:tr-ición y Tecno!ogia cle lo5 A!ir-nentos de Ia Universicl¿d cje

Chile. Los aniniales, dr* 2C0 a 25ü g cir: Deso, se mantenían con

dieta conier^cial c:n pella (Al*Lai: Llcla") y alJua ad libitum. Se

lc.s daba a beber soir-rción cJe glucosa al 1Ct% rJesCe 2 días antes

cJe su muerte.

3. Determinaci6n de activicJacies enzirr¡áticas

a) La activided fr:s'forilante <Je glucosa sre cleterr¡r in¿iba

espectrofotornétrícanrert trir a 3¿r0 nm nrerjiante el acclpiamientc¡ cie !a

reacción de fosforilaci6n de glL:cosa ccn l¿r cleshiclrogeri.rción de!

g I urcosa-5-f osf ato f ornracJo, c:r^r ¡:r'esenc ii: de g I i-rcosa-6-f osf ato-

cjeshidrogcna:;a i,'lrlAtli,. Il esr]L,elná cle ncaccí,:nes es el siguier.:te:

G!ucosa + lilgAi-P --.-*+ Glucr",sa-6-fosf ato + MgADP
l'leNoquinases

Glucosa--6-f osf ato + l'iADP -'*.- -ts 6*.Fosfoc;luconato + NADPH^
G I ucosa-6-fosf ato-desh i drogenasa

La velocidad cie fcrn,aciórr cicl I'iADPhZ se rcgistraba a 30" en

un e:spectrofotór¡etro Gi!ford modeio 2400, utílizarrcio un coef icienie

oe extinciórr niolar cle 6"2?C) l/mr:l.cn-i a 3lrü nrn. Il mecl io de

reacción contenÍa, en r1r) vulr..¡niÉn cie ü,5 ml (concentraciorres

f inales): Tnis-HCi B0 rnM (pl1 8,0); i(Ci 100 r¡rM; MgCi, 12,6 nrM;

ATP 5 mM; EDTA I , ü mM i ü,4 U/rnl cle Silucosa-6--fcsf atr:-

deshicli^ogenasa. Se utiliznL:a giuco..;a i00 nrlu4 p¿lr¿r meci ir la

actividacl fosforilarrte tr:tal {g;!ucoquinasa '1- hexocluinasas) V
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glucosa 0,5 mM para las hexoquinasas" La glucoquinasa

conresponde aproximadamente a la diferencia entre ambas

determinaciones. La reacción se iniciaba agregando la pneparaci6n

enzimática" Un sistema sin ATP se usaba como blanco para medin

la actividad glucosa-cleshidrogenásíca de !a enzima auxiliar. Una

uniclad (U) cle glucoquinasa se clefinió corrro la actividad de

enzima qrre cataliza la fosforilación de 1 ¡-rrnoi de sL¡strato en 1

min a 30o en las condiciones de ensayo.

b) La actividad de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa se

determinab¿r mici iendo a pll 8,ü el NADPll2 formado en un nredio

que contenía: Tnis-l-1Cl , FjDTA, MgClrr KCI y NADP en las mismas

concentraciones qLre en el er-¡sayo para glurcoquinasa, además de

g Iucosa-6*fosf atc¡ I rnM.

c) La activiciad fosft¡r'ilante

cJeternrinaba espectrofot,:mótrican'lente

N-acetílglucosamina se

340 nn"], midiendo la

de

a

velocidad cie formación de ADP a 30o, al acoplar la reacción con

la oxidaci6n de NADH2 en presencia de fosfoenolpiruvato, pinuvato-

quinasa y lactato-deshidrogenasa. El esquenra de reacciones es el

siguiente:

MgATP + N-Acetilglucosamina 
-.--+ 

N-Acetilglucosamina-6-P + MgADP
GlcNAc-quinasa

MgADP -1 Fosfoenolpiruvato ---+- Piruvato + MgATP
Pi ruvato-qu i nasa

pi¡uvato + trlADHc ..-.-._....-._- Lactato + NAD
L ac t af o-desh i drogen asa

EI mecl io de reacc iórr con ten ía (concei-rtraciones finales) :
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Tris-HCl B0 niM (pi-l 2,5); f"{r;Cr, i2 r-j-rll; EDTA, I rnM; ATF 5 mM;

fosfoeni:lpiruvato l rnll; I,lAt-tfl, l,i5 r-i',ll; KCI i00 mlr,l; DTT 2 mM;

2 U/ml cJe ¡:irr-tvato-quinasi*; 2 l-l,i¡1 dr: !actato*cieshiclroqenasa;

N-acetilglucr.rsanr ina 0r7 mM !/ alicr-rc¡tas cJe la mue$tra enzimátíca.

tln sisten¡a sinrilar sin el su$iret() se r:saLra coñro hlanco"

4. 9.tSgg-".tS:_9S_ q.i"1 gl lgg
La concentración de prr.,ieínas s.ie detenrn i naba por los

si guierrtes métocJr:s :

a) En los ex.tractos crudos y en las fra¡-ciones o[¡tenidas c1e

las cromatog]rafías en DEAE-celulosa ;r sefaclt:x, lc¡s niveles

aproxirnados de prr:teíners se rJetecl.aban por absr:r'l:arlcia a 2BA nm.

b) L-a cüncer.!tración cie proieinas Cel cünjunto cle las

'iracciones selecr:ionaclas ries¡:i:és cje cada cr<;matografía se

cieterminaba nrecj iante el rnétccjr¡ de Warbr:rg y Christian (l94.1 )"

<leducier¡cJo la concent¡*aci6n c.le prr:teína:; cJe las ler:turas de

¿rbsorbancia a 26A y 28ü n¡r.

c) F-n ia:; fi'accii:ries; obtenicJ¿rs de las cron-ratogratías er"|

sefarc¡s¿r-5:;lucosan¡ina lcs niveles cle prr:teír'ras se cleternrinaron con

e I micrométc¡cjo de Br¡r¿ifcrcJ (1976) , que utiii;r;r el Coomassie

G---25A."i 00 rilg <Jel colürante sa cl isolvían en 50 n¡l de etar'¡ol al

95%; a esta so!uciórr se agregaban 100 ml cle áciclo fosfórico ai

85% (p/") y luego se llevaba con egua a un voiumr.:n f inal de 1

l. A 0,1 rr¡l cJe la solución cle proteír'la se agregaba 'l rnl clel

reactivo y se leía i¿i absorl:anci": a 595 nm antes de los 20 r¡in.

d ) Detecc ión de proteínas en ge les de pc. I iacri I am ida . Los
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geles se sumergen en una solución que contiene: Coomassíe G-25O

al O,O4% y ácido perclónico 3,5% {p/"). Las bandas de proteína

se tiñen de azul después de tiempos vaniables, según la cantidad

de proteína existentes (Reisnen et al., 1975).

e) Detección de proteínas en placas de aganosa. Las placas

se sumengen en una solución qurj contiene: negro de anrida 0r1%,

ácido acético Or42 M, acetato de sodio 0,,42 M, glicerol 15%.

5. Otnas determinaciones

La glucosa se determinaba con 3,5-dlnitnosalicilato (Guía de

Pnácticas de Laboratotio, Departamento cle Bioquímíca, Facultad

de Medicina, Univensidad de Chile). A 0,5 ml de muestra se

agregaba 1 ml de solucién de 3,s-clinitrosalicilato al 1% V tartnato

doble de sodio y potasio al 30% en NaOH 0,4 M; se calentaba a

100o por 5 min, s€ completaba a 5 ml con agua clestilada y se

deternrinaba la absorbar¡cia a 54ü nm.

La concentnación de KCI y ortofosfato se determinaba midiendo

la conductividad de las soluciones en un conductímetro Radiometer

modelo CDM 2f "

6. Prepanación y negeneración de los mateniales cromatográf icos

En el procedimiento de purif icación se utilizaron columnas

con cJiferentes tipos de soportes cromatográficos corno DEAE-

celulosa, Sephadex G-100 y G-'150, DEAE-Sephadex A-50 y sefarosa-

glucosamina (glucosamina unida a una n'ratriz de CH-Sephanose

48). Estc¡s geles se prepararon y regeneranori según los métodos

descritos por los f abricantes.
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Mientras no eran utilizeidos, se cil-rar"<,lab¡rn a 4o en Lrna

solución de fosfato de potns,ic'iCl m¡\i (pH'7,0) y KCI 50 rnM, a la

que se agregal-ra azi<Ja cie socjio A,ü2Üi para evitar la

c-ontanr inac ién rn icrob iana .

'7 . tf .p*¡r|ggjón _ de ._ l"C_*:q}i|;S"rg-:g]L.A:g'"ltt {Sr:plrarc,se-l"i- (6-anri nc-

l'¡e.x a no i I ) - 2-a nr i no- 2"-desox i - D- g i i-icr:ip i ra n osa )

5e lavaban b0 g de CH-Sepltarose: 4B (qr-re 'yJa posee ei ácido

6-*aniinohexanoico t-¡niclo) co¡': NaCl 0,5 M (200 nrilC cie sefarosa) y

poster-iormente con agLia dest í iacl a. Se cJeier-minab,¡ Ia concentr¿lción

cJe grupos c¿irbox il icos para cr-rnccer I a capac i cl.."rci del cjeri vadc>

para fijar ¡; lucosani irre. Pa¡'a esto se f-¡ aci¿r una tituiación

potenciométrica cie la .cefarosa sustitr'ricja con l(OH 50 rnM,

encontrándose a lrededor de 'l 0 uritol /n,l cje Eei . Posteriormente se

lavaba con agua clestílada y se procedía a la uni6n del ligando.

La mali-íz clesaireadi: se colocaba eri L-r¡-l vaso y se agregaba

una solucién cie glr-rccsanrina 1fu1 á pH 4,5, Posteric;rmenie se

agregaba carbocliiniícla ([üC) sólicia c:uya concentraciórr finai era

Ce 0,1 M, mantenierlrJo dr-rrarr te este proceci !rniento el pt-l 4,5 con

KOH 0,3 N. Luego de pe-rrrlaneüen constante eI pl"l por t h, la

reacción se ciejabar iranscurrir por 4B h a terr¡peratura anrbiente,

agitán<lose espor'árJicamenie" ül glel se lavaba con una solución

de acetato <Je soclir: C,1 M ipH 3,5) {:n t.laCl i I,¡i y !uego con t{aCl

0,5 f\,'1.

Para ver"if icar la pre-.encia de gnupos üi"rr iñüs lit¡r es debiclo a

la probable reacción rje lo:= hiclroxilos del azúcar: eñ lugar ciel

t_

i

i

I

l

t_

I

t_

t_

I

t_

i

I

i

I
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amino, con el grupo carboxilo de la CH-Sepharose 48 se aplicaba

la pnueba del TNBS. A 0,5 ml de gel se agregaba 1,8 ml de

tetnaboratc¡ de so<Jio saturado y 3 gotas cJe TNBS al 1r5%. Luego

de agitar se esperaba 30 min, se centrif ugaba y se lavaba con

agua destilada. Los grupos aminos primanios dan una colonación

con el TNBS que varía de amaril lo a naranja, tdependiendo de su

concentración. Si se comprobaba la existencia de tales grupos se

pnocedía a acetilar la sefanosa-glucosamina con anhidrido acético

(Z ml de anhídrido acético por nrl de gel apnoximactamente),

manten íendo el pH sobre 61 0 con NaOH a I 20% y la tempenatura a

4o, agregando hielo. Posterionmente se lavaba con ácido

clorhídrico 0,2 M durante 60 nrin, NaCl 0,5 M y bastante agL,¡a

destilada. A través de la prueba del TNBS se controlaba que la

acetilación de los grupos aminos fuera completa. Esta matniz se

diluyó con Sephanose 4E en la proponción de 2:1, quedando la

concentración f inal probable de ligando en 6 ¡:mol/ml de gel .

Para la regeneración de la sefarosa-glucosamina después de

su uso, la matriz se manten ía en unea 6 M - KC I 2 M durante 30

a 60 min (500 ml por cada 100 ml de gel), operación que se

repetía. Luego se lavaba con bastante agua destilada, dejándola

postenionmente en amortiguador fosfato de potasio i0 mM (pH 7,0)

- KCI 50 mM.

B. Electrofonesis en geles de poliacrilamida

La electrofr:resis en geles de poliacrilamida se realizaba de

acuerdo a I método de Grossman y Potter (197t+). La ub ícación de
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la activicl¡rc.l glucnquinásica en lcrs gel€rs de pr:liacrilamiCa se

logra[:a surrerc']iendo erl gel en una mez.,:la (6 ml) sernejante a la

lrsad¿r en el ensraVCj Ce activír:larci , a la r--.1;.'rl se acl icíc¡naba

fenazíne--rnetosulfato (f¡lS) V ¿¡2,.-ti r--le i-¡itro?etr'¡;¡:olic, (NBT) (Katzen

gt al., 19€)5). La ¡'nezcía contenía los siguientes cornponentes:

Tris-HCI 7r+ mM (plJ 8,0); MgC!", 10 rnM; KCI 40 nrl'4; FDTA 1 mM;

NADP 0,5 ml'4; glucosa*"6*fosfat<.:*t,lr:sl-ricJroser!¿isa 0,2 L|/ml; alucosa

'lC0 mM; ATP 5 rnM; FMS 0)004 n:r¿frnll ltllT 0,0/r rc:<],/¡¡11. Ei blanco

se hacía sun-renüiendo e! g*i en Lrner mezcl¿r de reacción sin ATP.

9" rc$q.iól d.l =rel. ¡ 
"ry"r]r1§__g$_tg_Lucrsrlúl*asa.

Se innrunizó un conejo l-¡enrhra albino n'r ant,:,nido en un vit,ero

con alin-rento )i ¿lgua -*! I-ibi-tum. 01rr: conejo manteniclo en las

nrisnras condicíones propor'cionó ei suei-ü contrc¡1. 5e inyectó Lrrr a

enzima proveri ier¡te cJe geles cie pcliacrilamicJa (!os cuales haL:ían

sido car'gacios con rnr,restras obteriicias de cr-üi-riatografía en DEA.f-

Sepl-radex ) cl ue [rrt::;ent¿iL>an dos b¿rrrcjas rJe proteínas. Los geles

fueron cargadtis con 2 LJ carJa L1nc, canticJ¿rd qLre no provocaba

cl istorsíén err el gel l./ que con el co!o¡'ante cie pnoteínas

(Coornassie G--250) se teñía en pocos scgunclos. Una vez

identificada la bancla en ¿+l üel, se cortaL¡a. se lavai¡a el trozo

unos :;egundos err ¿irnortigutrdor fos;fato (pH ? rZ) 20 rnM - NaCl

0,15 M, se sac¿ibe cilr') pinza:, \/ se gu;.:r"claba en un vaso ¿t 40"

Is;tas rodajas, ccr"respoi-lci ientc's aprüxi¡-nadanrente a 150 Ll cie

g I ucogu i n¿rsa , se liornr:genr.-: izar-r'rn en un rrcrterro cün la m i srra

soiución y se inyectaron al r::one.jo, siguiendo el siguiente
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protocolo de inmunización.

Día 1 : Un extracto de gel (corresponciiente a ?5 U de enzirna ) ,

emulsionado con ígual volumen de coadyuvante completo de Freund,

se repartió en 10 dosis de 1r¡rl que se inyectaron en el tejido

subcutáneo de la pare<1 del abclomen y en los músculos del dorso

y de los muslos.

Día 60: Un extnacto de gel (correspondiente a 38 U de enzima ) ,

emulsionado con igual volumen dc. coa<Jyuvante incompleto de

Freund (total 5 ml) se reparti6 en 5 porciones iguales que se

inyectaron en el tejido subcuténeo de la pa.rerd del a[:clonlen y en

los músculos de los muslos.

Día 7Az Se repite la openación del día 60.

Dia 140: Como el ensayc, ínmunr:lógico reveló un antisueno con

bajo título, se hizo una nueva inyección con enzima parcialmente

pura. Se inyectó por vía intramuscular una preparación con 36 U

de gl ucoquinasa proveniente de una recromatografía en sefarosa-

g I ucosamina y que pnesentaba 3 bandas en un gel de

poliacrilamida.

Obtención del suero: A los 10 días de la última inyección se

extrajeron 6 m I de sangre de I a oreja del conejo, donde se

comprobó Ia presencia de anticuerpos. Dos días más tarde se

sangró completamente el animal. La sangre recién extraída se

colectó en f rascos estéri les, se incubó 30 min a 37o y se dejó

luego tocJa la noche a 4o, para que se netrajena el coágulo. El

sueno (60 ml) se separ ó del coágulo y se centrifugó a 1.500 npm
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en una centnífL¡g¿l clínica internatiorial nrocielo CL para elimirrar

los glóbulos r-ojos. A! sLleno se lr: a5;rec-;é azici¿: de sc¡dic, al Or1%

y se conservé a 4o.

Una aiícuota cle 5 nr i ciel suero :;e urtiliz6 semipurif icado,

para lo cual se le ir:cr-ibí¡ il 5€,'por'30 n¡irr pal'ü inactívar el

conrplementr: y lr-iego se le agregó ur] vcli:rnen ig;ual cje sulfeto de

anronio satr-¡rado. Después rJe centrifrrgar p!]r' 20 nrin a 15,000 rpnt

en el cal¡ezal 40 de la Spincr¡ nrorJelo L, el precipita<Jo se

cl isolvió en ¿lnrortigt-iaclor fosf¡itr; (pH 7r?) 20 n:lr4 - l§aCl 0,15 M

hrasta alcanzar su volumeri ir^r iciai y lue5¡c, srj dte¡liz6 ciurar¡te 24

h en la misrrra -.,c, lución con azi<i¿r al ürA2%. Ljna fraccil-,n de un

sLler'ü control obtelnido cJe! conejo no inrrri;'riz:arir¡ se trató de igual

maner.l . Estr;s sLr€ri'os rec;onstituidos f r;eron usados para los

estudios de inl'-r iL¡ición rje la:r ei'lzinra" Las otras pruebas se

rea I izaron cori sr.¡eros corlrp letos.

10. MétocJos cle caracterízación del antisuero

a) lnmr-rnocJifusiórr" 5e sislur ió el procecl inriento descritr: en

Hudson y Flay ( i 979) . 5e disol vía agarosa a ! 1% en una sol ución

que corit,ení¿r arnoi tiguacior de fo:;fato 5 mM (pl-l 7 rA), EDTA 0,5 nrM

y azida sócl ic.e 0,02fr. Se pneparcban clacas p<ir¿l inn-r t,.¡nodifusión

a5Tregando 3, 5 r;r ! cje I ¿i agarasa iuncJ i cla sobre un portaobjeto.

Una vez solidificacJ;r se perforaban er) el glel pocitcrs de unos 15

ul de crap¿lcic1ad, erl una <1 is¡-rcsición hrtlxr;qoiral, en los cuales se

colocaL¡ar-¡ las muestr'as !:ior' analizar. §e Cejabain dif unr-l ir ar-rtí.,ien<:

y antisr:e:r'c, por' 4A h a 4o, col*t-:anrJo la pl.rca tln una cánlara
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i:úmeda. Las placas se lavaban dur¿:nte 3l'r en Lrña soiución cclrr

amortiguador de fosfato cle pctasio 10 rnM {pi-l 7,C) , i'iaCl 0}4 l'4 y

EDTA 1mM. Se de.j aban tcda i¿r noche *n s;*lución ¿fmcrtiqu.rcjora

cie fosfato cie potasic 10 rnlJ qLle contenía NiaCl C¡,2 M v fDTA 1mM

y finalniente se lavaL:an var'ía:; vüces rion fr.JL.ia r:lesrila<Ja. Todr:

el proc-ecl inliento se realizab;: a 4u " Para ia tli-lción de actividad

enzimática, ias nl¿:cas !avacJas se inr-ubaban iur-ante 30 rnirr en

un medio semejante al risadc: con ios llcit:c cle poliacrilamid¡:.

Para la tinción de proteína:; r:e r-.rsí; ile.Jro cle ;:rrr;;da.

b) lnrnunoelectr-oforesis (nrótocio cJe 1oE cohetrs, 'trocketsr'). Se

siguió el nrétodo conro se descnibe en Ht-rtjsorr r¡ l-"1¿ry (1979). Se

preperra ban p lacas cle agaí'osa C er-r ia <:,¡a L,* ¡'rarl, l- i,-,ro,r"po.aat"

el antisuerc¡. 2 ml cle un gel de agarosa C disrrelta al 1% en

arTrortiguacJor barbital pH 8,6 (barbiturato de :;r¡dicr 75 rnM, ácicio

barbítúrico 15 nrM) se funcl ían en un baño cie agua hirvienclo, se

dejaban enfriar a 56" y se n'lezclab,¡¿rrr con ür2- rnl c{e suero y 0,8

rnl cle amortigua<.lor <Je fc-'sfatc¡ 10 mi\t * f.iaCl 0,15 N{ que se

mantenían a la misn,a ternperatura. La rnezcl¿1. se vaci.aba sobre

un portaobjetc colocacJc¡ en ui'ra ffre:jii ni'¡r:lacle. Una vez

solidif icado, se hací.rn en el ge! 4 pocillos qu? se iir:nelLran con

clistintas cantidades; de glucr:<1 uina:.¿r o crirl er¡zin¡a de distinto

grado de pureza. Esta ¡:iaca s;e sometía a electrr;foresis, l-laciencjo

pasan Lrna corriente de 5 mA por cacl¿: portaobjetr: durante 3,5 h.

Las cámaras cle los eleclrodc¡s se lienat:¿rn cor-¡ amortiguador de

barbital. Una vez terminada la electroforesis, la ¡:lac;a se sornetía



ai mismo traiamle¡'rto de lavado y tinr-:ión al que f t¡ercn sorr-retici¿ s

las placas cle inr':'r unoclifusión antes rrerrcianacias,

c) Microínrnunoensayo ccn e! métodr¡ [L l§A. Se rtlalí26

esencialmente según ir:E; ¡rrc.rcerJin¡ientos ciesairoi laclos por Engval l

), ccrlaboradr:res (Errgr.,all y Per'lrrranr-r , 19V2; Errgvall y Rouslahti,

1979). El nricroirlrnunoensi-:ryo se llevaL:a a cabo en placas de

polivinilo activacJas con glucoquinasa (act" esp. 1,55 U/*S cJe

proteína) nrediante ei slguiente proceCimierr to: 5C pl cle

.qlucoquinasa pür- pocillo se clejaban a ternperatura ambiente por

4 h, al cabo de las cuaies Ea ¿lclicion.rl-ran 100 ¡l pon poci!lo de

una solirción cie PBS (NaCl 136 rrlü, l.Cl 2r'i rn?/t, anrortiguador de

fosfato B ¡-rrMr LrH 7,3) con BSA 1%, par'.i salL¡r'ar el plástico con

u11 antígerro ne reiacíonadr¡. La plerci,r así tratada rre lavaLra 3

veces cün PnS con Tlveen-20 al Ar1%. 5e har:ían diluclones seniacias

Ce arrtisuero y de sLjero controi en ;)BS r.on B§A al 1% y se

agregaban 50 F ¡ cJe suer-'o o lar. ce iclas " l-a p laca se dejaba

incubar 2l: a terrrperatur'a arnoiente ¡z iuego se lavaba 3 veces

con PBS crin iween-20 y se agregabarr 50 pl clel conjugr'rc1o

proteína A - fosfat¿.rsa aicalina cJiluido 1:200 (?n PBS con BSA 1%.

5e ciejaba incubar 3 h a 37o y se lavaba 3 veces. La actividad

de la fcsfat,asa alcalina se rnedía agregr.indo 50 Fi de una

solución cle p-nitrofenilfosf;ito (l mE,,'rnl ) en arnortiguador

carbonato 0,05 ll1 (pH 9,6) que contenía JtilgCl"-, 1n-rM. 1ie incr-¡b¿rba

por t h a teniperatLlrir anlbiente y se cietenía ia r"e¿rcción

agregando 50 pl de NaülJ 3 fi4" La reacción es la siguiente:
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Para la ¡:repiaración c.iel conjuEadr: plcrleína A - fosfatasa

alcalina se enr¡:leó báEicanrente el prr.rcedimiento de Crowther y

Abu Elzeín (i980). Se cliaiizarún 5 m5; cle fos;f atasa alcalina (900

U/mg cle proieín;:., Sign'¡a) contra ¿1r1rürtiguerdor de fosfatr.¡ de

potaqio 0,I M (pH 6rB), cün ei objeto Ct¡ remover ei si¡lfato cle

amonio. Luego se agne!árc¡n 2,5 mlj Ce prote:ina A y se llevó a

2 mi con el an'rontiguaCor fosfato, 5e a!lregarc)!'l on seguirln. gota

a gota, 0,15 mi cle qlLrtaralclelrício al i% !, sr:r agitó suavernrente;

se dejó a teniperaturra amhier¡tc dr-¡r¿:r¡te.: 2 l"l " F- | corr jugacJo formacJo

(proteína A -- fosfalasa aicalina) se cl ializí: conlra 5l cje pBS

cl ur ante la noche a 4". Se centrif uqó el cl iali:rado a 20.000 rpm

durante 30 min a 4ü par¿J r'eruiover lo:; i:gregarJos fornracir:s. i: I

sobrenaci.:nte se guarcló ¿1 l+"', conri icién en que conservíf srl

actividad inicia! ¿rl men{rs por 3 rneses.

I
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L

t_
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L

I

p*hlitrofenilfosfat<l+[.i2o@p-lditr'cit,enol+P-
FE:sfatas,a ¿llca !ina

El p-nitr ofenol prodr-rcicio se nrlcJió a 4ti5 nlli {.

Para medir ia ¿ii-:sorb¡irlci¡r ¿-! 405 ririr, el c:ontr.:niCc;

se diluyó a 550 ¡-rl con ltiaüt-l i5ü rriv1.
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C" RESULTADOS

I . Etapas ha!_i t uSJSf*_un la_-pt"¡nif icjl-c i Én 9S_ig_:i-USggU na?g

Todas las nranipr:laciones f ueror"r realiz¡:cJas i-i !+o ), el pH se

rr¡icl ié a esa terrperattrra. Il proct:climiento tipo está descritt¡

para un conjunto de hígacics Ce 6ü ratas, a pesar de que el

rnótc¡do <ja el misri-ro resr:lt¿iclo al ser" aplicado a canticlacJes

menones de tejido, ajr-:sterndo !¡s pr-opor'ciones.

1. Preparación cle los exlractos crul clr>s

Los higados cJe 6ü ratas f¡:err:r.¡ horirogeneizacjc¡s ¿rl SAY¡, b/")

en Lrna sr:luciéil A que coritenía {concer, tnacir;¡res f irrales) : f..:sfato

cie pote.sio 10 nrM (pl-{ 7,0), t(Cl 120 nr[4, g¡lucosa "100 nrM, ED]'A

1 mlv4 , Z-ML 10 rnM" Posteriorr¡ente se inclu¡ ),ó Elicerol al 5%

lv/v) en tocJas !as solucione:; amortig;L-racloras para estaL:ilizar la

enzinia 5r rnejc,rar' así el r..:ndi¡¡liernto. Ii l-icnlogeneizado se

centr-ífugah,a a |ü5.000 g cjr"lrante: 60 mir¡. El soh¡renaclante

resultarr te se f iltrabra a través rje lana cie vidrio.

2. Crornatoqraf ía cle intercarnbio iánico en DEAE*ce lulosa

Il s;obrenacJante obtenicio ún el paso previc se apiicaba

simultáneamente a 2 colc¡mnas de DEAf*celulosa; previan¡ente

equilibrac.las con sc¡luciór¡ A. Se prel'er"ía hacen esta duplicación

a tnabajar crJn Lln¿t columna única rJe rltayoi" tamaño,

especialrnentr.: clebicJo al fitenor tiemí:r¡ cie la cron-ratografía,

Despuí:s cje ler aplicaciíin de la enzimrr, las cr:lt¡nlnas se lavaban

26
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c()n la solución amortiguadora Ce eqr:ilii:rio l-rasta q,,¡(: ia lectura

a 2BA nm cJe! eluatc', era ilrenor qi..re 0,.l5. I)osterior"nrente se

desarrol I aban I as col r-lmt¡¡,is cori un gr;:d i entc¡ I i nea i cle

concentración de KCl. Se reuní¿r el cr:njurr to rje ias fraccior¡es Ce

ambas colurr¡nas que conteníal-l una activid¿:d de glucr:quinasa de

aproxir¡acjanlente 0, 1 Ulml o rnás ! co!:-ro se i lustra con un

experinrerrto tipíco en ler f igura 1. [:n este y er¡ los sigr".r ientes

gráf icos de crürrratcgr af ía:; l¿¡s fraccícn*s cle glucr:quirrasa

selecc!onarjas se señalan en'ar'e dos fiechas"

El pr ocecl irr¡ íentn tenía ui'¡ rr::ndirniento af--rrcxinracJo de 45 a

5A% al no emplc,ar g!icer ol; desrJe que se enr¡:ezó a usar g!icerol

al 5% en ei líqr-rido de lavaclo y Ce eiur:ión ei i"cinclimientr:

a.umentó en fc,rn'ra sistemátis:a a L¡ n 65%. La pLrr"ificación h.rbitual

ena cle alrecjec1or de 20 veces (ectiviclad es¡"recífica de C)r20 a

0, 30 U7'rng cie pr<.,teína ) .

3" Precípitación con sulf¿rto de amonio

Al líqt.riclcl recolectada cie la crornntcgrafía en DEA[*-celulosa

se agregaba sulfato cje amon¡o sóliclo h¿rst¡¡ el ¿r5% de satr¡r'ación

(25,8 g,/100 nrl a 0")r rnarrtenienclo un pH de 7,0 con hídr'óxido

cle amonio concentnado. Una vez disuelto el sullato de amonio se

dejaba dur.rnte 12A rnin y se centrifr-rgaha 30 min a 13.000 rpnr

en irna centníf uqa Soi^vall nrodelc RC*28 en {..¡i"l cabezal GSA 5V75"

Al sobren¡r<Janir: se agregaba nuevarnentc sr-r!fato cle amonio hasta

el 8A% de saturaciuirr (.22rG gllü0 nrl a ü') y se cenfrifugaba 30

rnin a 13"000 rprri , después de varias hora-. cle equilib,rio
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Número de la lracción

rlggt'" _r- . qfg¡gt%Iaria *§jq1=lg:g1t!,lr_*lqljSg 9 qEAE .c*]r
del extrac'bo crudo. A una csl.urlna- rle 70 c:m rie alt;ura y 3 cm de

diárnetrr¡ c1e DEAE*celulosar , ec,ul"l ibrada c'()rr solr.rc-i ón A, se agregó un

e',xtracto crudo, eu€ contenía 47C U cle g-1 ucoquinasar y 31 ,108 C de

proteína. La col umna se laví: con 4 I de la sol r-¡c j.í:n arnorti guaclor-a cie

ec1ui.1i br.io y se desarrol.'l-ó con un grarliente .lineal formado por 1a.

mezcla de 1,5 I de sol.r-¡ción A y 1-,5 I de irna solr.rción de composici ón

r;irnil-ar pero con KCl 0,5 M. Se cclecterron f'racc j.ones de B ml y s,e

selecci<-,naron las fra«:ci ones in<Ji.cad¿rr; entre 1e,s fleclras. Se reunió

rlescie el tubo 128 a1 1"98, recupei'ánrit;se en e1]os e1 55% de las
unitlades rie glucoquÍnasa colocacia. Se obtuvo Lrria pr:epírr'ación con una

activi dad r:specí,ficer de 0, 30 U/n¡¡ de proieína. El. r¡áximo al-redecio¡'

riel- tr-rbo ?2O ccr"respüncería a ll-.¿icet i-.'lg)ucosarnina--cluj.nasa (Cár"denas,

1982) . Actjvidacl fr:sforilante neclicla con glucosa 0,5 mi{ (¡) cr 100 mM

(c).
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(generalmente toda la noche). Si bien el objetivo principal de

esta etapa era concentrar la muestra para la etapa siguiente,

se obtenía habitualmente una cíerta purif icación (1,5 veces) sin

gnan pérdida de la enzima (70% de rendinríento en la etapa ) .

Además, SO elimínaba gran parte de la N-acetilglucosamina-

quinasa que ena un contaminante persistente en la f iltnación en

sefadex y que interfería en estudios cinéticos y de otna

naturaleza realizados con enzima en la etapa de sefadex.

4. Filtración en Sephadex G-150

El sedinrenio obtenido de la precipitación con sulfato de

anrorr io se cJividía en tres fracclones, eue se disolvían en

solución B, la cual contenía fosfato de potasio 10 mM (pH 7,0) ,

KCI 300 mM, EDTA 1mM, DTT 1mM. Solo en

preparac iones se agregó g I icerol a I 5%.

las últimas

Se f iltnaba en una columna de Sephadex G-150 (sefadex) que

había siclo equilibrada con el misnro amortiguador. La f igura 2

muestra un resultado típico. Las fracciones activas (más de

0, 1 U/ml) obten idas en este paso se concentraban en un

u ltraf i ltrador Amicon con membnanas PM 10.000.

En las fracciones escogidas se determinaba, además de

glucoquinasa, la presencía de N*acetilElucosamina-quinasa y cle

g I ucosa-6-fosfa to-desh i drogenasa , que son contarr,inantes

habituales, aunque ya en pequeña cantidad, que se pretendía

eliminar en las etapas siguientes de purif icación por su

ínterferencia en el ensayo fino cle glucoquinasa.
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Figura 2. Filtraci6n en Sephadel G-150. En una coLumna de 115 cm de

altura por 2,6 cm de diámetro enrpacada con Sephadex G-1"50 equiJ"ibrada

con solución B, se colocó un tercio de1 sedimento obtenido entre ef

45 y eI 8O% de saturación cle su.lfato de amonio, disuelto en B ml del

amortiguador de equilibrio y sacarosa al 2A%. La solución contenÍa

110 U de glucoquinasa y 234 mg de proteínas. Se eluyeron las
fracciones con la misma solución y se colectaron 3,5 m1 por tubo con

un flujo de 0,3 m] por min . En el conjurrto c1e las fracciones

indicadas se recuperó el 86% de 1a activic'lad colocada y se cbtuvo

una preparación con una actividad específica de 2 15 lJ/mg de proteína.

S,glucoquinasai D,N-acetilglucc¡samina-quinasai A, glucosa-6*fosfato-
deshidrogenasa.

I
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I

El rendimiento de esta etap{r er'¿i ha[-¡itualnrente de L]n 85 a

90% y la purif icación era cJe una:: 6 vec*s, consigr-riénclose

actividades específ icas cle entre l,B ), 2,8 Urlrng r,je proteína.

s. gfs1ggg¡efe_9,_ef-,!t'.,1. ¡

La muestra proven iente de sef ac.:lex srí. ciir¡ i.;J íe e r"r f raccíones

que contenían entre 60 y 70 U Ce glucoqr-tin¡:sa, las que se

cromatografiaban en forrr¡a inCepen«:J iente en Sepharose-N-(6-

aminoheNanc¡il)-2*amino-2-desoxi-D-glucopiranr.,sa (sef arosa-glur.'osa-

rrrina). La muestra se ,Jiluía er¡ sr¡lución B sin KCI l^!asta oblener

la concentración desead¿r de l(Cl, que era §leneralnrente de 50 a

62 mM, cifnas qLre se obir-¡vienon <Jelspués Ce vat'ir:s ensayos que

se cjescriben nlás adetranrte. Lue-'g3c se ;iplicnba a L:na colury¡na

equilíbracla con solución C. Ista conlernía fosfato cie poiasi<:

i0 rnM (pH 7,0), KCI 50 rnlr/, IDTA 1 nrM, DTT 1 rnl'4, slicerol

20%. Se lavaba con 10 vo!úmenes cie ia sc., lucién de equilibric¡.5e

eluía la enzirna inciuyencJo glLrcosa 1l\'1 en la sc¡lucién C, sú

colectaban las fr¿¡ccic,nes y se juntaban i¿i:; rnás ¿rctivas (rnás de

0,05 U/ml). 5e nrantenía un f lLrjo constante cle 30 rnl/h en todas

las operaciorres. En esta etapa el rendirniento habituai era de

8ú% y la activicJac! específica alcan;iaba a unas 30 U/m,J de

proteína ( 10 veces de pr-:rif icar: ión en l¿. etapa ) . Después cJe Ia

e!ución con glucosa se eluÍa la colurnna con soluición C a la qLle

se aumentaba la concentración de KCI l-r¿rsta 300 n¡M pana eluin

otnas proteínas retenidas en la rn¿rtr-iz. Entre estas er¿1 habituai

1

encon t rar una pequeña f racc ión dr: I a g I ucoqu irrasa
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todavía retenida, conro se rr! uestra en la cr-on-'atograf ia tipo cie Ia

figuira 3, Adu-nlá:; sje eluíei err esta forrrra la l'.i.-acetilglucosamirr a-

quinasa que r;enía cürno corrt¿lrninarrte de la glucoquinasa y cle

la que no había vestigios en las ir-acciones eluiclas con glucosa

I M" La enzima mantenia ur'ra rtrarl esiabilieJ¡:cl al ser incluido

el glicercrl 2A% en las solucioners usacJas, Se v¿rrió el glicerol

entre 5 y 20% sin tener un efectc¡ en el resultado de la

cromatograf ía nrisrrra, peno sí en Ia n-,antención cle la estabilidacl

de la enzinia rjurante sr.: eln¡acr:nanlierito, ccmo sü muestra en la

figura 4.

6. lfgneigslaf ía en üEll_E-sspha-{.il_A:$

La crcmatografía err sefarcs-¡a-glLi,:r:nrrnrina rJaha cor'r'ienternente

una prepar acién qLre exl-¡ihía 5 i:arrdas cie prcteína:; en un gel

de poliacnilarrr icla, Esto nos hizcL ensayai- cc,mo etapa siguiente

c1e puri ficación una crornatcgrafía de i nterc¿irrrb i o ión ico en

columna <Je DE¡lil-:-Sephadex A--50, cróiria tograf ía que es usacJ¿¡ €:n

las pnimeras etapas en algunos de !os trabajos; sot¡re pr"rrificacién

de g!ucoqr:inas¿r (5alas et 3i ., 1965; Parr5, y V/alker, 1966;

Pilkis, 1972; HolroycJe et ql., 1976b).

Para esto, una rrl uestna e glucoquinasa proveniente cle

sef arosa*g lucosamina, se conceritró en L¡na micr'ocolunlr¡a de 200

¡rl cle Df AE-celu!osa microgranrular y posteriornrente se diluyó

hasta alcanzar Lrna concentraciíln Ce KCi cle 100 rnM. Se colocó

en L¡na colurnna de DF-AE-Seph¿lcie>l A*.50, equilibrada ccn solución

g que cr:ntenía: fosfato cie potasio i00 n'rfi (pH 7,C), EDTA 1 mM,
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KCI
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Fj,gur¿r 3" Crc,matografía dg 4fiq{tÉ_sl_§g@. En una

cclunina de t? crn cle al tura por 2r4 cn dc¡ diárnetro de sefarosa-glucosa-
mina, equilibraria cc)n so1u.c j-én C, se col.ocaron §5 I-f Ce glucoc¡uj-n¡asa

proveniente de Sephadex G*1.30. §e colectó el frente cle la columna y

ef lavado para examinar las fracci-cnes Ce proteína:: que no erarr

retenidas en l-a co-l-umna" Posteriormen.te se ei.r.ryá 1a enzima aI incluir
glucosa 1 l4 en la solución C" Se colectaron 6,6 rnl por tubo con un

fh:jo de 30 m1/h. En eL conjunto de las fracciones indicadas entre
1as flechas se recurperó el 80?/. de la ¿rctiviciad solocada y se obtuvo

una preparación üon una actividad específica de 30 U/mg de proteína.
En segui da se real-iz6 Lln¿i segunda elrrción incl"uyendo KC1 3O0 mM en

la solución C, como se indj"ca,
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Figura 4. Efecto protector de1 glicerol en la actividad de Ia
glucoquinasa. Se empleó una muestra de enzj.ma purificada proveniente

de 1a etapa de sefarosa-glucosamina (act. esp. 30 U/mg de proteÍna),
1a que se mantuvo a 40 en solución B, pero con glicerol 5% (¡), LO%

(O) y 20% (o). A los tiempos j.ndicados se tomaron aIícuotas para la
determinación de la actividad.
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I.'1gC I. 1 mi\'4, DTT 1 ml'v1, 9lL¡cosa 50 mi','l y !l i icerol Z0%, 5e
¿

eluyeron las proteínas al aplicar Lin graclíente lineaI entre '] 00

y 500 ml'1 de fosf ato <Je potasiú con un volumen tota I de I ¡ . Las

fracciones que contenían la enzinla se ¡-eunieron y la actividacl

necuperada conr"espondió ¿rl BA% de la cc, locad* en la colurrri a

(f iS. 5). Esta n;i,;estra tenía una ac¡ir,,'it1acJ específ ica cie 79

U/mg cle proteína y el análisis eiectrofc;réticri rrr':straba 2 baridas

cJe proteínas. Con e I ob jeto cJe conoc€]r mejr:r este t ipo cle

preparación se realizarün geles rje proliacriiamida a distintas

ccncentraciones, 14, 12, i0 \, 7% (f iq, 6). 5e observó quo la

distancia entrÉ la -glucoquinasa y el conterr; inante pernranecía

constante a tr¿ivés de !os can'ibir.,s de, conceni¡'¡.,¡ciérr clel gel. Estr:

inclicaba qL,e sería ir¡út¡l r-rn paso de purific.rciórr ulterior" por

f iltr ación en geles, pues el cr:rr tanrii-rante dei:ía tenrr un peso

nrc¡lecular serncjante a la glucoquir¡asa,

Hubo difer'errcias cuantitativas respecto de la intensidad

relativa de las bar'¡das al conip¿1rar el resr:ltacJr: cie Cistintas

columnas Ce DEAE-Sephadex A-50, como se lruestrer en la figura

7. El rencJimiento tarnbién varió y alcar¡zó f-r¿rsta Ll n 95% en

algunas ocas;iones. Le glucoqr.rin¿¡sa sierripre resuitó en ftrayor

proporción qLre el contanrin¿rnte, por !c'que esta clonratognafía se

incorporó corrlo rutina en la purif icación.

La Tabla I resun"re los nesultaclos de rrn pnctocolo cJe

purificación eue, c.on pec;ueñas variaciones, se repitíó fielnlerrte.



iA

2ü

50 1üO 25ü

Núrnero de la fracciin

Figura 5_. Cromalogr!!_fía en _!§4§:§.gph41§¡ A-5O_. A r-r!')a r:c¡.lumria rle 24

cm de al-tura y 1 , 6 cni de cliárnetro de l.l§A[-Sephadex A-5ü , eqr"ri. J i"brada

con solución D, se agr'egarorl l-0O L} de gluc'ccluinasa cle ]a eta¡ra cje

sefarosa-glucosamina. Lriego Cel. 1ava13o, se riesa.r'roll-ó r.rn gradiente

I ineal de concentraciones de fosfato de potr:s;Ío fo:r'r¡ado por 50ü ml

de solución D y 500 rnl de una so"l-ución de cr:niposi ciérr s; j.mi.l.ar pero

con fosfato de potasio 50ü ¡¡M. Se coleci,aron fr'¿,rcciones de 4,2 ml y
en l.as fracciones ind j cadas errtre l.as flechas sre i'*::cuperó el. 8O?6 cie

.'l a act.ividad glucoquirásica colr:cada. Se c¡b+..uvo una pÍf:::!rerr's,qi$¡1 con

r.ina actjvidaci específica de 80 U/mg de proteír:ei.

3 1,5

7E
f
ñ.9 1,O

P.(ú

E
Nc
o
gñ4
(U vrvp

o

oc
É
L

E

LUp
';
O
:]

13(:
l"r

-f^
I\J

l



37

%101214

I

+

L_

I Figura 6" Glucoquinasa purificada sometida a electroforesis en geles

con distintas concentraciones rie poliacrilamida. Se utilizó una

muestra de glucoquinasa proveniente de DEAE-Sephadex A-5O. La

electroforesis se desar¡'o1ló como se describe en Métodos, salvo que

se emplearon las concentraciones de poliacrilamida indicadas. Los

geles fueron teñidos con Coomassie G-250 para visualizar proteínas.
En los geles la banda inferior corresponde a Ia glucoquinasa.
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Figura 7. Electroforesis en geles de poliacrilamida de glucoquinasa

purificada. Las muestras, p::ovenl-entes de distintas crornatografías

en DEAE-Sephadex A-5O, se s<¡metieron a electroforesis en gel de

poliacrilamida al tA%, como se describe en Métodos. En los geles 5 y

8 se tiñó la actividad enzimática y en los restantes Ias proteÍnas.
E1 gel 5 se corcié simultáneanente con el 4, y eI B con el 7 . Los

geles 1, 2,3, 6, 9 y 10 también tuvieron un gel control en los
cuales se tiñó l"a actividad de GK. El tubo 1l- es un ge1 con

dodecilsulfato de sodio y 2-mercaptoetanol según Laemmli (fSZO). Con

frecuencia este procedimiento permite observar indicios de otras
proteínas de mayor migración.

#il|
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7. Contnol de pureza de las prepanaciones

El contnol de pureza de las diferentes preparaciones de

glucoquinasa se realizó mediante electroforesís en geles de

pol iacri lamidar pon el método de Grossman y Potter (1974)

descrito en Métc¡dos. La tinci6n de pr oteínas se efectuaba con

azul bnillarrte de Coonrassie G y la tinción de actividad con

gl ucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (reducción del azul de

nitrotetrazolio), según Katzen et al. (1965). El análisis

electroforético de la preparación de glucoqulnasa en las etapas

consecut i vas cie DEAE-cel u losa , Sephadex G-1 50, sefarosa-

glucosamina y DEAE-Sephadex A-50 se muestna en la f iguna 8.

ll. Etapas de purif icación altennatir;as

Con el objeto de obtenen un mejor resultado se intentaron

algunas modif icaciones a los ¡:rccedimientos en uso hasta llegar

a I método descri to.

1. Sustitución del Sephadex G-l00 por Sephadex G-150.

La sust itución del Sephaclex G-100 por Sephaclex G-150 dio

buenos resu ltados r ya que la act iv idad g lucoqu inásica se

encontraba en un menor volumen y había un aumento de la

actividad específica en el conjunto de fnacciones seleccic,nadas,

por lo que se establecíó corno nutina la f iltración en Sephaclex

G-l 50.

2, Variaciones en la cromatografía de afiniclad

a) Fuerza íónica. Con el objeto de conocer el comportarriento
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Figura 8. Electroforesis con glucoquinasa en sucesivas etapas de

purificación. Geles de poliacriJ.amida aL lA%. De 1 a 4, tinción de

proteínas con Cooinassie G-250. 5, tinclón de actividacl según Katzen

et al . (L965). Los geles coresponden a l-as etapas: 1, DEAE-celulosa

(2oo pe); 2, Sephadex G-l-50 (r-5o pc) i 3, sefarosa-glucosamina
( so ¡-rg ) , a y 5, Df,AE-Sephadex A-50 (+o 

¡rS ) . Los pc corresponden a

proteínas totafes. Las actÍvidades especÍfi.cas de las preparaciones

son Las de la Tabla f.
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cle la cromatografía de afinidad frente a soluciones de diferente

fuerza iónica, una columna de sefarosa-glucosamina equilíbnada

con amortiguador C, se cargó con una n¡uestra prover¡iente de

cromatografía en Sephadex G-1 50, y fue somet ida a lavados

sucesivos en los cuales la concentr"ación de KCI se elevó en

forma paulat¡na. En el primer lavado se incluyé KCI 50 mM, que

se elevó en lavados sucesivos de al menos 3 volúmenes de

columna a 52, 54, 56, 58, 60, 64 y 70 mM. Se eligió una

concentración de KCI de 62 mM para nuevos ensayos, pues el

lavado con esa concentrac¡ón eliminaba gran cantidad de

proteínas contanr i nantes; a I a vez era una concentración

suficientemente alejada de la necesania para eluir la enzima en

forma no bíoespecíf ica, cuyo límite inferior estanía cercano a

70 mM. La f igura 9 ilustra una de estas cnomatoEnaf ías, en que

la elución se realiz6 con glucosa 1 M - KCI 62 mM.

b) Agentes eluyentes. Con el objeto de obtener una enzima

con mayor grado de pureza se sometienon a prueba distintas

Ideas que panecían tener posibilidades de éxito, eñ la elución

de la glucoquinasa desde la columna de sefarosa-glucosamina.

Algunas de ellas se descr-iben a continuación:

i. Elución con N-acetilglucosamina. Cuando una enzima está

unida en fonma bioespecífica a la matniz, puede ser eluida con

un sustnato análogo, uñ inhibiclor o un cofacton. Por esto se

eligió como alternativa de elución la N-acetilglucosaminar eu€ es

un ínhibídor competitivo con respecto a la glucosa en la neacción
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Fig,ura 9. CrornÍ_t.o$raj5a*¡4__ggf1¡1irale__ggi l
gin_glsc9§_e_J_I_._I9l_9i_¡]t. A una coh:nrna de B cm tle ¿rl'l;rrra por 2,5

crn de diánretro de sefaros¿r-glr"rcosar;j.na, equili'nrarua con soluclón C

con KCl 62 mt'l , se cc'loc¿r¡"on 30 IJ dr,: gl u.coquinasa , proveni ente Ce 1a

cel u¡¡, de sefadex, dilr.ri da con amc-rr'tÍguador C ha.sta tene."r lrna

concentración de KCI de 82 rnM. i-,a colLirrne se 1avó con 300 ml del
arnortiguador cle equilj-brio y se r:1uyó incl.uyendo en el aniortlguaclor'

glucosa 1 M. Poste¡' j.ornente se real izó una segunde: ef ución s j"r¡

glucosa , pero elevando -l ¿i concentrac:i ón del K01 del. amortiguador de

eqtrilibrÍo hasta 300 mM. Se colect¿rrc,r¡ fraccj.r.;nes de 6 ml y se

seleccionaron las fracciones indicaclas eI) 1a flgr-rra (l;ubos 6 ar 24

inclusives). La recupe::'acií:n fue dc+l. 82% y se alcanzó ulra activicj.ad

específica de 25 U/mg de prr:teína.
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de glucoquinasa y presenta una alta afiriíci¿rd pcr la enzíma,

pues su ,ai es del orclen de lC-4 ¡¿ (0,11 * 0,15 nrM) (Cárdenas,

1982).

En un ensayo (Fis. 10) se Lrsaron dus; columnas pequeñas cJe

sefar-osa-giucosanrina que se trataron en fc;r'ryra paraieia, una cle

las cuale:s actuó como cr:ntrcl y fue eluida con g;iucosa (A) 1r la

otra con l.l-acetilgiucosarnir¡a (B). Despuás de ser equilibrades

con solución C con KCI 62 rnM, se cclocarorr 6 Ll cJe gturcoquirrasa

provenientes de SephecleN G-150 en c.rcla una. Ltrego de lar.¡ado

e>;haust ivo se procerJió a la elu¡cíón. Se l:izr¡ conro de costumbre

una segunda elución con KCi 300 rnl\.i en :¡oir-¡ción C (F;S. 10).

En la columna control sr: obtt".,vo una prreparación con una

actividad específica cle 30 l)/ntg cie proteína y iJn e6% <ie

r-endinriento. En la cc;lumna eluida con N-acetilglucosamina se

obtuvo, etr cambio, una enzin;a cr)n una actividad específica de

solo 15 t.l/rng cle proteína y un r.enc.l inrie¡nrto cje SO%; adenrás, la

fracción de enzima eluida co¡-r KCI 300 rrll era mayo!^ que en la

columna tral.ad¿-r con g lrrcosa y cc)rrespondía a L.in 1B% de la

actividacl colocada L.n la columna. La electrc;foresis en gei <ie

poliacrilarnicja mostró la presencia de nuri"terosas, aI menos nueve,

bandas clc- plroteínas corrt¿lnlinantes) contrastando con las

habituales cinco de la elución corr glucosa (FiS. 11)"

En resL.ln-ien , el pr"ocedinrientc.¡ ensayadr: no of neció n ingurna

ventaja soL¡re la elución cc)n glr-rcosa, pero si reforzó la iclea Cel

canacter bioespecíf ico de la unión macromolécu¡ la-ligandor ya qire



J, E,

L

n

=r
f
a
.9
.(!
E.t
N
C
q)

r3
ñp
2
O

t-

15300 15

Numero de la fraccion

Figura LO. Elución con N-acetilgLucosamina de 1a cromatografÍa en

qg{¡¡rgsg_§]g§g§emina. La f igura ni:estra 1r:s perfiles de elución de

dos col-umnas de 5 cin de altura por' 1,? crn de di.árnetro, equilibradas

con amortÍguarlor ü cnrr KC1 62 mM, eíl 1as que §e col-ocaron 6 U de

glucoquinasa proveniente <1e §ephadex G-150. Las coli¡mnas se ]avaron

exhaustivamente y se desamoilar,:n incluyendo en una, ¡1lucosa L M {A)

yr eo la otra,N-acetilglucosamina. 1O mM (B). Se colectaron fracciones

de 3,3 rnl..y se mantuvo un fi-ujo cr:rtstante de 40 ml por h.
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A

Fisura 1"1. Elecllo{greqjq___ e]}*_*g.SlgE qie __pgl¿eg:lgllg_de _ la
gl-ucoquinasa _¡:_1. t¡idq cgn @. Se muesrtra.n las

electroforesj.s en geJ es de poliacr:i. 1ar;icla rle gl.lrcoquinasa oL:t;enicii¡.

r¡1 ef r-¡ir' 1a ccrlumna de sefarcsa-giuc:osaniirrrr con glucosa 1 M ( A ) o

con li-acetilg.lucosanrina l0 nrl,f (ll). (A) Se colocc-¡¡'on l-,5 tl de

g1.r-rcocluinasar y se tiñó so-l o para pr-cl i-eínas . (B ) Se ccrl r,c:aron 0, 3 U

de enz,j.nra y se tiñó un ge1 para erctivjdad (f ) y otro para ¡;rol,eínas

\¿ ) .
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la enzima retenida era eluida en forma relativamente selectiva

con un ligando soluble que competía por la enzima con el

ligando inmovilizado.

¡¡. Elución con glucosa y urea. La inclusión de urea junto a

la glucosa en el eluyente corresponde a la idea de defonmar o

distorsionar la conformación de la glucoquinasa o cle alguna de

las proteínas contaminantes, de nlodo que se alterana la netención

o la elución de ellas. Se usó urea en una concentración de

0,5 M, concentración en la cual la enzima marr tiene su actividad

(Cárdenas, 1982), tanto en la muestra como dunante la elución

(Fig. 12). En estas condiciones hubo una retención parcial de

la glucoquinasa, pues el lavado contenía el 55% de la actividad

colocada en la colunrna. La fracción netenida y poster"ionmente

eluicla correspondía a un 32% de la activídad colocada y

presentaba una activi<Jad específ ica de 4r5 lJ/mg cle proteína.

Los resultados indicaron, entonces, que el pr ocedimiento diseñado

no era adecuado, lo que se confinmó en la electrofonesis en gel

de poliacrilamicla, que reveló ta presencia de un número mayor

de bandas, al menos siete ¡ y una de ellas con gnan

concentración en relación con el método habitual (Fis. 12)- .

¡¡¡. Elución con Elucosa y ATF.5e probó también la elución

de la enzima por la acción concertada de los dos sustratos.

Para esto se equilibró la columna de sefarosa-glucosamina con

amontiguador C que contenia KCI 62 mM y se cargó con

gl ucoquinasa proveniente de Sephadex G-1 50. Después de un
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Fi.gura 12. CromatografÍa.en q-olyryB_gg_gg{gl9sli-glucosamina; elucióq
con glucosa y urea. En una columna de sefarosa-gl.ucosamina de 7,5 cm

de altura por 1 12 cm de diámetro, previamente equilibrada con

amortiguador C que contenía KC1 62 mM, se col-ocaron 10 U de

glucoquinasa proveniente de Sephadex G-150, a la que se había

agregado urea hasta una concentración de Or5 M. Se 1avó

exhaustivanlente y se eluyó con glucosa 1 M y urea 0,5 M incl-uidas en

el- amortiguador de equilibrio. Se colectaron fracciones de 5 ml y eI
flujo de la columna fue de 30 ml por h. EI rendimj,ento fue de un 32%

y la actividad específica de 4,5 U/ng de proteína. La electroforesis
se realizó en geles de poliacrilanrida al- 1O%. Se hizo tinción de

actividad (1) y de proteÍnas (2 y 3). Se colocaron 0,3 U de enzima

por gel.
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I

lavado exlraustivo se orocedié a la elr:ciórr , íncluyendo en el

anrortiguadon Ce eqr,rilibric¡ gluco:a I l'4 y ATP 5 ml"4 (FiS. 13).

El conjunto de las fracciones ectivas repre:;entaba el 76% de la

actividad coiocada en la ccilunrna, y el análisis electroforético

nrostró una preparaci6n rnuy coritamirtada, a juzgar por las

nur¡erosas bancJas de proteirras contanr inantes y la elevada

intensidad de uno de los corrrponentes de mayclr migraclón (fig.

1?\

c) Dilución de la sefarosa-glucosamina. Como se ha observado

hasta aquí. una fracción de l¿rs proteinas crr:niatografiadas es

retenicia en la n;atriz \/ es eluid¿-r soio al aumentan la

concentración de KCi a 300 mM. !)arr¡ c-onti^olar- la:; interferencias

en la adsorciórr no-bíoesp*cífica <je las proteínas en !a columna

cle afinidaci se l-¡a irr ientaclc, rlocl ificar las cor¡cl iciones cle

operación, no solo en las característícas cle la ni ue:;tra y de las

soluciones de er¡uilibrio y erlución, sino t¿rmbiá-'n de l¿r matniz

misnia. Entre las variacir:nes de la matriz son inrportantes le

naturaleza y el largo Cel esilfaciador ursadc y la concentración

de I igando un icio a la rr¡¡atriz (A 'Canra et a I . , 1974) .

En los intentos de purificar glucoquinasa c1e hígado de rata

pon med io de coluninas cje af inidaci se ha[:ían e:str-¡cJiarJo en el

labc¡ratorio distintos espilciacJores unidos a la sef,arosa (León,

1977; León et al., 1977]l; y se concluy,ó eu€r de los exan-l lnados,

el espaciador más convenientel ena el ácído 6-arninohexarroico.

Por otno lado, existían antececJentes sobre la iniluencia de la

l

I

I
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Figura L3. Cromatografía en_ coLumna de sefarosa-glucosamina; elución
con gfucosa y_ .ilTP. En una columna de sefarosa-glu.cosamina de 7r5 cm

de altura por 1,2 cm de dlámetro equilibrada con amortiguador C que

contenía KCI 62 mM, se colocaron 10 U de glucoquinasa proveniente de

Sephadex G-15O. Se 1avó exhaustivamente y se eluyó con glucosa

1 M - ATP 5 mM. Se colectaron fracciones de 5 m1 y e1 flujo de la
columna fue de 30 ml por h. El rendimiento fue de 76% y el análisis
efectroforétlco en gel de poliacrilamida aI rc% de una muestra de

Or3 U de enzima indicó una preparación muy contaminada. 1, tinción
de actividad; 2 y 3, tinción de proteírias.
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concentración de ligando en la elución de glucoquinasa desde

sefanosa-glucosamina (Holroyde e! al . , 1976a) . Se decidió nealizar

una cromatograf ía en sefarosa-glucosamina que f ue diluida en

Sepharose 48 hasta alcanzar una concentración de 2 gmol de

glucosamina por ml de gel.

Una muestra proveniente de Sephadex G-150 se colocó en una

columna equilibrada con amorti5¡uador C, que contenía KCI 1C) mM.

Luego de un lavado exhaustivo se agregó glucosa 1 M al

amontiguador, intentando la elurción de la enzima. En las

fracciones obtenidas no se detectó actividad, por lo que se lavó

nuevamente la colurnna, aumentando la concentración de KCI a

20 mM. Después de este segundo lavado, err que no se encontró

actividad, se agregó glucosa 1M y nuevamente no se encontró

actividad en las fracciones colectadas. Pon últirno, se lavó con

amortiguador con KCI 30 mM y la enzima siguió retenida. Al

agregan glucosa 1 M, la enzima eluyó, como se ilustna en la

f igur a 14. La muestra obtenida correspondió a un 71% de la

colocada en la columna. El problema que nepresenta esta

cnomatognafía es el gran volumen de elución, que equivale a'l 0

volúmenes de columna. Fuera de que esto signif ica inconvenientes

en un procedimiento para purificar grandes cantidades de

glucoquinasa, la enzima obtenida con alto grado de pureza (FiS.

14) es inestable cuando se encuentra diluida y la concentración

por ultnaf iltración en Amicon o en microcolumnas de DEAE-celulosa

micnognanular tenía mal rendimiento.
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Figura 14. CromatografÍa en sefarosa-glucosamina diluida en Sepharose

48. Una columna de sefarosa-glucosamina diluida (Z umol/ml de Cel)
de 7 ,5 cm de altura por 1,2 cm de diámetro se cargó con 10 U de

glucoquinasa proveniente de sefadex. La elución se realizó incluyendo

glucosa l- M y KCl 30 mM en el amortiguador de equilibrio. Et flujo
era de 3O mI por h y se cofectaron fracciones de 2,2 ml. Et conjunto

de fracciones seleccionadas (tubos 4 a 40) correspondió a1 7\% de La

actividad colocada en 1a columna. E1 análisis electroforético de 1a

preparación de g1-ucoquinasa en esta etapa de purificación mostró 4

bandas de proteínas. Uno de los geles, en que se colocaron 0,4 U de

enzima, se muestra en la figura. La banda más in"l"ensa corresponde a

la glucoquinasa (CX). Se observan diferencias cuantitativas de los

contaminantes respecto a 1a glucoquinasa, en comparación con los
resultados habituales.
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d) Recnomatografía en sefanosa-giucosamina

i. Elución con glucosa i M. Una muestra proven iente de

sefarosa-glucosamina eluida con glucosa 1 M - KCI 62 mM fue

necnomatognaf iada, pnevio paso de la muestna pon una pequeña

columna de DEAE-celulosa nricrogranular, que netiraba la glucosa,

y dilución de la muestra hasta alcanzar la concentración de KCI

deseada. La muestna pnesentaba en el análisis electroforético 5

bandas de pnoteínas.

En la f igur a 15 se ntuestra el perf íl de elr.¡ción de la

glucoquinasa de la columna de recromatograf ía equílibrada con

amortiguador C que contenía KCI 64 mM, eñ vez de KCI 62 mM

que era lo habítual. El conjunto de las fracciones seleccionadas

representaba el 80% de la activiclacJ colocada en la columna y el

anál¡sis electroforét¡co mostnó una prepar-ación con 3 bandas de

proteínas, siendo la glucoquinasa la que se encontnaba en mayon

concentración.

El volumen de elución de la enzima disminuyó al usan esta

concentnacíón de KCl, lo que se considera una ventaja ya que

un menon volumen hace más nápida la concentración posterior de

la enzima, al mismo tiempo que la hace menos inestable. Al

agregan KCI 0,3 M se eluyenon algunas fnacciones con actividad

glucoquinásica. Después de reunirlas se pasaron pon una columna

de DEAE-celr-rlosa microgranular para eliminar la glucosa y

detectar N-acetilglucosamina-quínasar eue no se encontró, como

era de esperan, pues la muestra provenía de una cromatognafía
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Figura 15. !.glggqlgglgqig- en sefarosa-gluc<¡samina; elución co_n

glucosa 1 M KCI 64 mM. Una columna de sefarosa-glucosamina de 7 15

cm de altura por 1 r 5 cm de diámetro se cargó con 1O U de glucoquÍnasa

y después de l-avado exhaustivo la enzÍma fue eluicia con amortiguador

C al- qLre se agregó glucosa l- M * KCl 64 mM. Se colectaron fracciones
de 1,5 ml y se mezclaron las fracciones 10 a 2A. Cada gel se cargó

con Or3 U de enzima. 1, actividad; 2, proteínas.
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en sefarosa-glucosanrina eluida con qlucosa 1M.

i i . ! r.fgL_.Sl_S:Cdiente- de g lucosa. Una muestra de

glucoquinasa pnoveniente de una cromatografía en sefarosa-

glucosamina a la que $e ie eliminó la glucosa haciéndola pasar

pon una microcolumna de DEAE-celulosa micrognanulan, se colocó

en una nueva columtra cle sefarosa-glucosamina. Luego de lavado

exhaustivo se eluyó con un gradiente de glucosa desde 0 hasta

1 M (Fis. 16). El nendimiento de la columna f ue del 8A% y el

análisis electrofonético mostnó una prepanación con 3 bandas de

proteínas, semejante a la necrornatognafía en la que la elución

se hiza con una solucíón de conrposición constante (glucosa

1 M - KCI 62 mM). Las bandas sin actividad en el gel de

poliacrilamida, eS decin, los contanrinantes, enan cliversos a los

obtenidos en la necnomatografía con KCI constante de la figura

anterion.

3. Electroforesis prepanativa en pol iacrí lanrida"

El hecho que la glucoquinasa se separara de los

contaminantes en geles analíticos Ce poliacrilamida hizo pensar

que la electroforesis preparativa, en qL¡e las pnoteínas son

eluiclas, podría ser un buen método de purif icación de la

glucoquinasa después de la etapa cle sefarosa-glucosamina. Pana

esto se preparó en gel de poliacrílamida según Grossman y

Potter (1974) en una columna de mayor tamaño que lo habitual

(Fis. 17).

La glucoquinasa apar eció en una posición análoga a la
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Figura 16.

gradiente de glucosa entre 0 y 1 M. Llria c,:fu¡nna de 7,5 cm de al.tura

por 1,5 cm diámetro rie sefarosa-glucosarni.na equi.Iibrada con

amortiguadcr C con KCI 62 mM, se cargó con 10 U Ce glucoquinasa, se

1avó exi'raustivíiment{: y se e1.t-ryó con un gradi-ente }inea1 de glucosa

desde 0 hasta 1 M, de 3OO ml totales. Se colectaron fracciones de

1 , 5 nil y' se se-l.eccionaron las incl j.caclas en 1a figura. La proteína se

determinó por e1 método que util"iza Coomassie G-2SfJ (absorbancia a

595 nm). En los ge1.es de perli;rcrilamida se col.ocó una muestra

equivalente a 0, 3 U de glucoqulnasa: 1 , actividad; 2, tinción de

proteínas.
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Figura 17. Electroforesis preparativa en gel- de poliacrilamida. La

columna, de 3,3 "r' de sección, tenía 6 cm (20 ml) de ge1 separador

al 10% y 2 cm (z mt) de gel concentrador al 2% de poliacrilamida. Se

cargó con 2 ml de una muestra de glucoquinasa proveniente de la
etapa de sefarosa-glucosamina que contenía 9 U de enzima (act. esp.

30 U/ng de proteína). La electroforesis comenzó con l-0 mA, que se

llevaron a 20 mA al- entrar la muestra al gel separador. La elución

se mantuvo con un flujo aproximado de Or2 m} por min y se colectaron
fracciones cada I min (1r5 ml). Los geles analíticos del recuadro se

hicieron a7 lO%, como habitualmente.

I
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obsenvada en los geles analíticos; sin embargo no se logró una

buena nesolución, pues se encontranon 3 ( I l, I I l, lV) proteínas

en el pico correspondiente a la actividad (f iS. 17). Se recupen6

solo el 26% de la actividad colocada r yá que el proceso demoró

17 h, durante las cuales Ia columna se mantuvo a

aproximadamente 15o. El picr: de actividad, después de

concentnado, mostré 3 bandas de pnoteínas en electrofonesis

analítica, como se esquematiza en el recuacJro de la f igura.

I I l. Análisis inmunoló9ico

Como se describíó en Métodos, se preparó un antisuero de

conejo mediante la inyección de repetidas dosis de glucoquinasa

de hígado de rata purificada hasta la etapa de DEAE-Sephadex

A-50 y posteriormente corrida en geles de poliacrilamida. Se

cortaron las bandas de los geles correspondientes a la

glucoquinasa, s€ homogeneizaron y se inyectanon. Se hizo una

inyección de refuerzo con glucoquinasa en solución pnoveniente

de la necromatografía en sefarosa-glucosamina. El antisuero se

estudió con los siguientes procedimientos.

l. lnmunodif usión doble (Método de Ouchterlony)

En este ensayo se encontró que el ant isurero reaccionaba

contra la prepanación inmunizante dando una banda única de

pnecipitacíón. Mediante esta técnica se encontró el mísmo

resultado al usar muestras de giucoquinasa con distinta

concentración de proteína y con difenentes grados de pureza,
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I

como se muestra en las fígunas 1B y 19.5e obsenva en ambas

f iguras que las líneas únicas de precipitación se f usionan para

dan un solo anco continuo, lo que implicaría qL¡e el suero es

monoespecífico por este criterio. Al usar el suenc control de

conejos no inmunizados, ño se observaban líneas de precípitación

con las mismas cantidades Ce glucoquinasa.

Se errcontr.ó además que el inmunoprecipitado en el agan es

enzimáticamente activo (Fig. 1BB), al someter una placa con

muestra proveniente de sefadex a tinción de actividad (como se

describe en Métodos).

2. I nmunoelectnofonesis

EI antisuero se inconponó aI agan que cubre un portaobjeto y

se hizo electnoforesis para separar las proteínas ubicadas en los

pocillos de un extremo del agar. La existencia de una lÍnea

única de pnecipitación, en forma de ilcohetetr, indica la

monoespecif iciclad del antisuero y el área enmarcada por ella es

proporcional a la concentración de antígeno (F¡g. 20).

De los varios métodos en que se combina la difusión y la

electroforesis para analizar la especif icídad de un antisueno, se

escogió el llamado de los rrrocketsr' (cohetes) por su gran

sensibilidad.

3. lnmunoinhibición de la glucoquinasa por el anl!§rrsr e

Para estucliar la propiedad del antisuero de inhibir la

enzima y tltular el antisuero con la enzin¡ar s€ incubaba una

cantidad constante de enzima con cantidades variables de

I

I
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Figura 18. Inmunodifusión doble con glucoquinasa semipurificada. A.

Se usaron diferentes concentraciones de glucoqui-nasa proveniente de

1a etapa de sefadex (act. esp. 1,8 U/mg de proteína). g. Ab,

antisuero; 1, GK 12 mg de proteínas totales po:: m1- 2 a 6, dj.luciones

L/2, l/4, L/8, L/L6, 1/32. !. Sc, suero control; 1 & 6, GK como en

g. Se tiñeron las proteínas con Coomassie G-250. B. Se muestra 1a

mantención de la actividad glucoquinásica en eI complejo precipitado
de antisuero-enzima. a y b como en A,

ba

)
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Eigura 19. Inrnunqdifusi.Én dqbr.g_*§:il*_gltsgj_qgi¡gg_B.qrl4icqda. Se

colocaron diferentes concentraciones de glucoqui,nasa proveniente de

1a etapa de sefarosa-glucosa:"nina ( act . esp . 30 U/mg de prot.eína ) .

Ab, antisuero; 1 , GK 1 mg de p:"oteínas totaler¡ por mf ; 2 a 6,

diluciones L/2, l/4, I/8, i/1"6,3.,/3:¿.
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Figura 20. Inrnunoel ectrofores i s (mét,odo de los cohetes ) . A. La

glucoquinasa proveniente de sefadex (act. e:rp.: 1,8 U/mg de proteína)

se colocó en los poci llos de l-a placa de agarósa C impregnada cle

ant j.suero. La placa se sometió a el.ect.roforesis haciendo pasar una

corriente cle 5 mA, durante 3,5 h. Los pocillos 1a 4 contenían A,'/5;
1,5; 3 y 6 mg de proteína por ml, respectivamente. B. La glucoquinasa
provenía de sefarosa-glucosamina (act. esp.: 30 U/mg, de proteína).
l,os pocillos I a 4 contenían 0,125; 0,25i O,5 y 1 mg de proteÍnas
totales por ml.
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antisueno o de suero control reconstituldos, dunante 30 min a

37" y después toda la noche a 4". Al tórmíno de la incubación

se centrifugaba y se leía la activiclad remanente en el

sobrenadante. La mezcla amontiguadona contenía los protectores

conocidos de la gt ucoquinasa, para evi tar su inact ivación

espontánea al incubar a 37" (Clark-Turni et al., 1974). La

figura 21 ilustra un experimento en el cual se observa la

desaparición de la actividad enzimática al aumentar la cantidad

del suero inmune. Se pucio calcular por extrapol'ación que'l 00 ul

de antisuero neutralizan a 6r6 mU de enzima.

4. Microinmunotitulación

Los anticuenpos pueden ser detectados y cuantificados óo. el

método llamado abne';iadamente ELISA ("enzyme linked

immunosonbent assayr'), que es un niétodo indirecto nealizado en

fase sólida. En esta técnica el antígeno se adsorbe sobne una

superficie plástica, a la que se agnega el antisuero específico

en diluciones prognesivas. Para evaluar la reacción antígeno-

antisuero se añade un conjugado de proteína A y fosfatasa

alcalina. Para medír la actividacl enzimática unida a la fase

sólida se agrega p-nitnofenilfosfato y se cuantif ica la libenación

del p-nitrofenol, lo que nef leja la cantidad de anticuenpo unido

en la primera incubación. La figuna 22A ilustra un expenimento

que permitió elegir la dilución adecuada de antisueno para

hacer la curva de calíbr ación destinada a la detenminación de

glucoquinasa pon competencia (Fig. 22P). Esta detenminación se
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Figura 21 . Inhibición de g-l.ucoquinasa con suero iqmune. Se incubaron

cantidades crecientes de antisuero o de suero control reconstituidos
con 25 mU de glucoquinasa proveniente c1e Sephadex G-I-SOr €o una

mezcla amortiguadora. En un volumen de 500 pI, Ia mezcl-a contenía
(concentraciones finales): Tris-HCl 1OO mM (pH 7,5), KC1 75 mM,

glucosa 50 mM, EDTA 1 mM, DTT 2,5 mM. La incubación se hrizo a 37o

durante 30 min y se dejó durante la noche a. 4o. AI término de la
incubación se centrifugó durante l-5 min en una microcentrífuga
Gelman-Hawksley y se leyó la actividad remanente en el Iíquido
sobrenadante. l, antisuero; zona gris, indica el promedio de los
valores obtenidos con cantidades iguales deI suero control con 1a

desviación estándar de 1as observaciones.
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Figura 22. Microinmunotitulación de glucoquinasa con el método ELISA.

A. Valores obtenidos para eI antisuero, corregidos con el suero

control. B. Titulación de la cantidad de gl"ucoquin.asa por competen-

cia. Se usó una dilución constante de antisuero, comespondiente a

L/4 en A. EI 1OO% corresponde aI control con aIbúmina bovina l-% (sin
glucoquinasa) .
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basa
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en
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la posibi I idad

ant i suero en

interferir la interacción del antígen<>

fase sólida, hacíendo reaccionar

previamente el antisuero con cantidades crecientes de enzinla y

agr'egando esta nrezcla de antisuero-en;rima a la placa que tenia

la glucoquinasa adsonbicla. La interferencia se rr¡arrifiesta en

menor actividad fosfatásica a medida que aumenta la

glucoquinasa agregada. Se origina una cunva de caiibración que

permitirá la determinación del antígen<-, er't mezclas complejas.

Los detalles de estos procedimientos están descritos en Materiales

y Métodos.



D" D ISCUSION

La glucoquinasa nepresenta solo el OrOO5% (p/p) del total de

las proteínas en el extracto de hígado de rata después de la

centrifugación a 105.000 g (Holroyde et at., i976b). Este hecho,

agnegado a la inactivación de la enzima durante los tratamientos

ensayados, ha constítuido una limitante inrpontante para lograr

la purif icación. En el momento de comenzan este tnabajo

permanecía el problema de la inestabilidad de la enzíma,

problema que se acentuaba al aumentar el grado de pureza de

la pneparación. Esto hacía clif ícil la purif icación de grandes

cantidades de enzima a través de vanios pasos cromatográficos,

en que se trabajaba con volúmenes grandes de soluciones y con

concentraciones cada vez menores de proteína. En las primeras

etapas de punificación también hay una rápida desaparición de

la actividad glucoquinásica. Pana mantenenla es necesaria la

pnesencia de KCI , de glucosa y de protectores de grupos tioles

(DTT, 2-mercaptoetanol o N*acetílcisteína)(Salas et al., 1965;

Parny y Walker, 1966; Babul y Niemeyer, 1966; González et al.,

1967). Sín embango, parece que la enzima es relativamente

estable cuando se guarda precipitacla en sulfato cle amonio a 4".

La enzima también es bastante estable en la etapa de sef adex,

peno después de unos dos meses la actividad comienza a

disminuin y termina inactivándose en aproximadamente 3 meses

I

i

I
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(Heberlein, 1979; Monasterio, 1980: Niemeyen et al., 1981 ). En

etapas más avanzadas de purif icación aumenta la inestabilidad

de la glucoquinasa. Asi', después de sefarosa la enzima diluida

(0,15 U/ml) era estable solo por pocas honas, aún en pnesencia

de glucosa. Fue nuestro propósito inicial estabilizan la enzima

después de la cnomatoErafía en sefarosa-gtucosamina, ya que

nuestra prepanación en este momento presentaba una actividad

específica de 30 U/mS de pnoteína y 5 bandas de pnoteínas en

un gel de poliacri lamida r por^ lo qrre era necesaric¡ añadir al

menos otno paso de purif icación. Se probó el glicerol corrro

estabilizanter eue ha demostnado ser un excelente pnotector de

otras proteínas. Rose (1976) y Holroyde et al . (1976b) habían

observado el efecto estabilizante del glicenol en la actividad de

la glucoquínasa. Nuestras obsenvaciones confinmaron este efecto

y nos condujeron a introducir el glicenol en todos los pasos de

punif icación. En DEAE-celu losa el uso de gl icerol a I 5% junto

con glucosa aumentaba el nendimiento de la pnepanación desde

un 50% hasta un ?A%. La concentración cje glicenol se subió al

20% durante la purif icacíón en las etapas de sef arosa-g lucosamina

y de cromatografía en DEAE-sephadex, etapa posterior a la de

sef arosa, encontr'ándose que el rendimiento era de un BO% y

cercano al 1OO%, nespectivamente. En la etapa de sefarosa-

glucosamina se probó el glicerol al 5%, no encontrándose cambío

en el resultado de la cromatografía misma, pero sí durante el

almacenamiento de la enzimar yé que ésta solo mantenÍa el 40%
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cle la actividacJ en 12 días. Por otra parte, ei glicerol al 10%

mantenía la enzima con un 50% de la actividad y el glicerol al

20% mantenía el 95% de la actividad inicial en este peníodo. Si

se conservaba la glucoquinasa, aún con alto gr^ado de pureza

{ZS U/mg de proteína), en un amontiguador de fosfato de potasio

250 mlvl (pH 7 rO) con 20% de glicerol , además de los protectores

usuales, se mantenía cerca de un BA% de su actividad inicial

despuás cle al menos 7 meses de almacenamiento a 0o. Esto

permitió guardar cantidades de enzima suficientes para la

pneparación del antisuero. En cuanto a estabilicjad y

concentración de la enzima, se detectó que las rnuestras diluídas

per dían actividad más rápidamente que las muestras concentradas

guardadas en iguales condiciones. Esto, sumado al hecho de

trabajar con grandes volúmenes, nos hizo estudiar la manera de

concentrar la enzima con rapidez y alto rendimiento,

encontrándose que el método de concentración en microcolumnas

de DEAE-celulosa micnogranular of necía ventajas sobne otnos

métodos (ultrafiltnación en Amicon, diálisis al vacío), en los

cuales había una gr^an pérdida de actividad.

El paso clave en el esquema de pur-ificación actual de la

glucoquinasa es la cromatografía en sefarosa-glucosamina, que

empezó a estudiarse en el labonatonio de Trayen (cheshen et

al., 1973). Holroyde et al. (1976a, b) describieron un,a

prepanación homogénea, con nesultados que indican la necesidad

de un control cuidadoso en varios de los parámetros
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involucrados en la operación y en la posición nelativa de la

cromatografía de afinidad en la secuencia del esquema de

purif icación. Estos autores discuten la posibilidad de obtener

resultados variables en el procedimiento al modificar diversos

panámetros que nosotros tambíén l-remos examinado.

El nesultado de la cromatografía está influido por las

caracteníst icas de la matriz, a lgunas de las cuales quedan

condicionadas en su preparación. En el procedimiento seguido

pon Holroyde et al. (1976a,b) se une prímer"o la Elucosamina al

ácido 6-aminohexanoico y luego el compuesto resultante a Ia

matri z de sefarosa. Spence y Pi tot (1979) , usando el

pnocedimiento descrito por Holroyde et al. (lgZ6U) obtuvieron

una prepanación no homogénea, con aproximadamente la mitad

de la actividad específica descríta en el procedimiento original

y que pnesentaba varias bandas en geles de poliacrilamida en

preser"lcia de dodecilsulfato de sod io. También Neet ha encontnado

problemas semejantes (comunicación pensonal de l. Tnayer). En

nuestno laboratorio no se obtuvierc¡n mejores resultados al

trabajan con sefarosa-glucosamina enviada pon el Dr. l. Tnayer,

por lo que el procedlmiento siguió haciéndose con sefanosa-

glucosamina preparada por nosotros, eñ que la glucosamina se

une a la hexanoif-sefarosa.

En este labonatonio, León (1977) y León et al. (1977)

nealizaron un estudio sobre cromatograf ía de af inidad de

enzimas fosforilantes de glucosa en derivados de sef,arosa con
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residuos de glucosamina inmovilízados a través de distintos

espaciadores que diferían en hidnofobicidad. Estos estudios

señalaron las condiciones adecuadas pana la separación de la

glucoquinasa de las hexoquinasas y de la N-acetilglucosamina*

quinasar eue son enzirnas contaminantes que interfieren en el

análisis de las pnopiedades cinétícas de la glucoquinasa. Hacen

notan, además, que la fu¡ente adsorción de glucoquinasa en

sef arosa-glucosamina y la sensibilidad a la concentración de

sales sugieren la presencía de fuerzas inespecÍficas que

contnibuyen a reforzan la unión de la enzima a la matriz

sustituida. Consideraciones semejantes hacen Holroyde et al.

(1976a).

El efecto del cambio err la concentración de ligando urnido a

la matniz podnía indicar que muchas de las intenacciones no

específicas estarían ocunriendo ya sea por un pnoceso de

intercanrbio iónico, pnesL¡miblenrente por la intnoducción de

gnupos cangados en el procedimiento de activación por CNBn, o

por interacciones hidrofóbicas debido a la presencia del

espaciadon polimetilénico (O'Carra et al., 1974) . Al diluir la

sefarosa-glucosamina en Sephanose 48 se obtuvo glucoquinasa

con alto gnado de pureza (FiS. 14), peno el pnocedimíento no

resultó aplicable para la obtención de grandes cantidades de

enzima, debido al sJran volumerr de elución y al tiempo que

permanecía la enzima con bajas concentnaciones de KCl, lo que

la hacía muy inestable"
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En cuantcl las concentraciones de sal de sustrato

requeridas para la elución de la glucoquinasa, el estudío de

distintas altennativas, pon ensayo y erron, nos condujo a

elegir como condición favorable la elución con KCI entne 50 y

62 mM y Slucosa 1 M. Con concentnaciones bajas de glucosa la

enzima eluye en un gnan número de f racciones con disminución

cle la actividad específ ica en la pnepanación f inal. Se ha

observado buena reproducibiliclad del pnocedimiento f inal

seleccionado.

Al no conseguirse glucoquinasa homogénea, se utiliz6 como

antígeno pana la preparación del antisueno la glucoquinasa

proveniente de DEAE-Sephadex, una vez separada por

electroforesis en geles analíticos de poliacrilanrida y recortadas

las secciones corresponclientes a la enzima. Se hIcieron algunos

ensayos para eluir la enzima de las rodajas de gel por medio

del método de Bnaatz y Mc lntine (1977) . Este consiste

esencialmente en hacer una electroforesis reversa a las rodajas

colocadas en los tubos habituales de electnofonesis, a los

cuales se ajustaba una bolsa de diálisis en su extnemo

superior. Los resultados no fuenon alentadones debido al bajo

nendimiento. Por otna parte, s€ pensó que el hecho de tenen la

enzima incluida en un gel posiblemente aumentaría la nespuesta

inmune por la persistencia <Je la pnoteína en los tejidos, de

donde senía liberada lentamente (E¡sen, 1981 ). Como después de

una serie de inyecciones del antígeno, el suero presentaba un
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título muy bajo, evaluado por la inhibicÍón de la actividad

glucoquinásica y por la inmunodifusión doble, s€ inoculó el

mismo conejo con una prepanación soluble de enzim¿r proveniente

cle una necromatografía en sefarosa-gl ucosami na, sin

coadyuvante. Esta preparación contenía, además de

glucoquinasa, dos proteínas contaminantes. La enzima inyectada

por vía intramuscular alcanzanía nápidamente los órganos

linfoides comprometidos en la síntesis de anticuerpos y

estimularía la nremoria inmunológica, si es que las inyecciones

inicíales la indujeron. Se optó por esta alternativa conscientes

del riesgo de iniciar la síntesis de anticuenpos contra las

proteínas contaminantes" El uso de una dosis baja única, sin

adyuvantes, permitiría estimular preferencialmente células cle

memoria preexistentes más que inducin una respuesta pnimania

contra los contaminantes introducídos en la inyección de

r-ef uerzo. El resultado obtenido se ajustó a lo esperado, puesto

que la inmunocl ifusión contra la glucoquinasa de diferentes

concentraciones y grados de puneza mostnó un solo arco de

precipitación, que mantenía actividad glucoquinásica. Este

resultado se cornoboró pon inmunoelectnoforesis (método de los

cohetes), pues nuevamente se producía un anco único de

I

precipitación al utilizan glucoquinasa

concentraciones y gnados de pureza.

La interacción de una enzima con un

genenalmente conduce a una reducción

de difenentes

antisuero específico

en su actividad
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enzimática. Principalmente, l* neutralización puede ocunrir por

tr"es mecanismos: a) lnteracción directa del antisuero con el

sitio activo, b) interacción de los anticuenpos con negiones

contiguas y adyacentes al sitio activo, con generación de

impedimento esténico, y c) interacción con otras negiones de la

proteína, induciendo un cambio confonmacional en la molécula

que lleva a la pérdida de la actividad catalítíca o previene el

cambio conformacional inducido pon el sustnato pana llegar a la

conformación activa (Arnon, 1974). En sistemas en que ocunre

un cambio confonmacional por la unión del anticuerpo a la

enzima, el sustrato puede proteger de la inactivación por el

antisuero, como ocurre con la cneatina-quinasa (Samuels, 1963)

y la alcohol-deshidrogenasa (Fuller y Manucci, 1971). También

puede ocurrir un aumento de la actividad enzimática, como

sucede con la glutamato-deshídrogenasa (Lehman, 1970) , o una

estabilización de la actividad, como ha sido observado con la

catalasa (Feinstein et. al., 1971).

Cualquiera sea el mecanisnio de la neutralización de la

actividad enzimática pon el antisuero, la formación de agregaclos

contribuírá a la inhibición.

En el caso concreto de nuestra preparación es díf ícil

disociar estos mecanismos debido a que una nespuesta policlonal

comp I ica la interpretación pon ser a ltamente heterogénea , y

debe aceptanse que el antisuero contiene una mezcla de

anticuerpos dirigidos contra distintos detenminantes antigénicos
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cie la t¡riz:ii¡a.. Entre nuestros proyectos está investigar ia

obtención de anticuerpos rrionoclonaies conira glucoquínasa de

higadc, cie rata, en colaboración con el Dr. Alf reclo De loannes,

del Depantamerr to de Biología Celular cJe la Pr:ntificia

Univer-sidacj Católic¿r de Chile. Esto nos perrnitiría contar. con

anticuerpos en granrJes cantidades dirigidos pr-esLlmi[:lemente

contra difercntes deternrinantes e".ntigénicos y con titulos altos,

que facilitaría la investigación de cl istintc¡s problernas. Con el

antisuer-o obtenido s€i calibró el método EL lSA, lc qrre ha

permitid<¡ la mic;r'r-¡inmunotitulación cJe la glucoquina-*a er')

extr¿ictos cerlulares cle hígado cle rata. trste método clemost16 ser

alta¡'nente reproducib!e y sensibie. Se pr-etende usarlo para

comperan la similitud inmunol6¡-.7ica de las enzimas cot.r

características cinéticas y estructurales semejantes a las de la

q!ucr;quinasa de rata, presentes en otros marríferos, en anfibios

y en quelónicjos, para así completar los estudios preliminares

de Pilkis et eil. (1968) y de Clark-Tur^ri et al. (19?4)"

F I métoclo IL ISA penmltirá, adernás, investigar la presencía

de glucoquinasa en diversos te.i iclos doncle sLr existencia es

discurtible (Davagnino, 1979; Davagnino y Urera, ,l980; Allen et.

aj_., 19BC; Ver^a, 198'l ). Tambíén podnia utilizarse para evaluar

el título de nuevos antisueros, puesto que estudios cinéticos y

de adsorción han demostrado qLle lcs anticu;erpos, especiatmente

lcrs cJe baja avidez, son mejor detectados con el antígencr

ínniovilizado en una fase sólida que en Ios ensayos en solución

(RuUlrr qt al", 1980).
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