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En este trabajo se presentan detalles de la purificacifn y
caracterizacifn de 1a gluccoquinasa (nTP: D-glucosa 6-fosfotransfe-
rasa EC 2.7.1.2) de higado de perro. Ia onzima ha side purificada
cerca de 11.000 veces cbhtenidndose una preparacifn hmogénea segin
los criterios de clectroforesis en geles de poliacrilamida en pre=
sencia y ausencia de agentas desnaturantes y de clectroenfoque.

Ia enzima purificada presenta una actividad esrecifica de 89
unidades/mg. El nrocedimiento con el cual se obtiene un rendi-
mient~ de 12 & crnsiste esencialmente en crcmatrarafia en DEAE-
celulosa, fracciomamiento con eulfatn de amonic, filtracifn cn
Serhadex G-100 ¥ cromatrgrafia en una matriz de glucosamina ligada
a Sepharosa. La enzima Se logré purificar rambién mediante una
cromatografia en DERAE Serhadex en reemplazo de 1a cromatografia
en la matriz de glucosamina ligada a Sepharcsi. La presencia de
¥Cl, glucosa ¥ 2-mcrcantoetancl en 1as soluciones utilizadas du-
rante el rrocedimiento de purificacifn impidiercon una pérdida
significativa de 1a actividad, resultando asi una rreparacifn es-
table de la glucoguinasa.

La glucocuinasa sS€ caracterizé en rolacifn a su estabilidad,
peso molecular, amposicifn de amino&cidos, nmero de gruros SH v
a sus propiedades fisicocuimicas y cindticas. la enzim rresenta

1a proriedad de ser wnanrcteina globular con un radio de Stokes




-1
2,8 1§ un volumen parcial especifico de 0,72 ml xg Yyun

creficiente de Aifusifn de 74 e % sl se calculd también una

de

[ 3%

razén friccional méxima (£/£.) de 1,24 vy un méximo grado de hidra-
tacién de 0,65 g de agua ror g Ae rroteina. Medianterrocedimien—
tos espectrofotométricos Se abtuve un coeficients de extincifn a
280 mm de 1,25 y un méximo de adsorcifn en el espectro ultravio-
leta a 273 nm.

Mediante filtracifn en geles se chtuvo un reso molecular de
47.000 daltrns. Se encontrl un peso molecular muy similar me-=
diante electrcforesis en geles de ~cliacrilamida en presencia de
Sps, 1o cue sugiere que la gluccquinasa contiene upa sola subuni-
dad. De acuerdo con &sto, ol anflisis de amincdcidrs revela la
existencia de wn total de 30 residucs para la suma de argininas v
1isinas, valcr cue es igual al nfmer- de prértidos encontrados
mor ¢l anAlisis Ae un digerido triptico de la enzim. De
acuerdo con la alta rroporcifn d2 asrartico y glutfmico encontra~
Aas en el anilisis <e amincdciios v a la fuerte wmién de la enzi-
ma a DEAE-celulesa a H 7, la glucocuinasa s€ caracterizd como
unz protefna acidica ¢on un runte isneléctrico e 5,1.

El anilisis de amino&cidos roveld cue la  glucoquinasa con~
ticne 15 tirosinas y 2 ros sulfhidrilos, 1o cual es consisten-
te con 1la titulacifn esrectrofotcmétrica de tirosinas v la modifi-
cacién por POME de 1los gruros €H de la enzima, en exper imentos

realizados en rresencia y ausencia de urea 8 M. El gradr de
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inactivacién ¢ de la glucccuinasa ror POE fue promorcional a la
rmedificacién de los © grupes Sy la actividad enzimitica se recu-
pe:cv:'salagregarun@wesodem'ral sistera de reaccifn.

La glucoquinasa rresenta una funcifn ¢ saturacién sigmoi-
Aal rara la glucosa y manosa con creficientes de Hill de 1,5 v
valores de ¥y g de 4 y 3,5 mM respectivamente.

Estos resultados, junto con los estudics de especificidad
de sustratos, indican una similitud en el cowrrtamiento cinéti-
coemtrelaglucoqtﬁmsadehigadodepermconladerata, que
se ha estuliado en este laboratorio.




ARSTRACT

Glucrkinase (ATP:D-gluccse 6-rhrsrhotransferase, B C = 1oy 4%
2) from dng liver has heen rurified ~ver 11,000 fold to homoge-
neity as judoecd Dby disc gel electrorhoresis in the rresence and
absence of denaturing agents an? by isoelectric focusing. About
12 & of the initial activity could be cbtaine? in the homoge-
neus form by a rrocedure involving DEAE-cellulrse Chromatogra—
rhy, ammnium sulphate fractionmation, Serhadex G-100 filtration
and chromatograrhy on a matrix of a glucosamine derivative of
Sepharcse. A succesful alternative rrocecure emnloyed DEAE-Se-
rhadex chrematograrhy instead of the affinity chromatogra—hy
stage. The presence ~f KCl, glucose an? sulfhydryl-rrotecting
reagents in 211 buffer used during the nurificaticn procedure
rrevented significant losses of activity and resulted in a
stable enzyme preparaticn.

Glucokinase was characterized with resmect to stability,
melecular weight, amino acid composition, number of SH groups
an physicochemical and kinetics rrorerties. The enzyme was
foun to he a globular rrotein with a Stokes radius of 29,8 A}

a rartial specific volume of 0,729 ml x g+ and a diffusion
cocfficient ~f 74 wn? x s L. P maximal frictional ratio, £/f,
~f 1,24 and a maximal degree of hydration of 0,65 g rer g were

alse calculated. P maximum ultraviolet absorrticrn at 278 nm
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anl an extinction coefficient Ag'ii = 1,25 at 280 nm were cal-
culated by spectrorhotometric brocéﬂures.

A mplecular weight of 47,000 daltcons was estimatad by gel
filtration. In almost icdentical meolecular veight (49,000 Aaltons)
was foun! by ~nlyacrilamide gel electrorhoresis of the enzyme in
the rresence of sodium dndecyl sulphate, strongly suggesting
that glucokinnse consist of 2 single rolypeptice chain. In
surrcrt of this view, 30 ~eptides were found after tryosin diges—
tion of glucckinase, which is the mmber to be expected from the
eontent of arginine plus lysine. 28 exrected from amine acid
analysisa and its strong binding t» DEAE cellulose at rH 7,0, the
enzyme was frun to be an acidic rrotein with an iscelectric
point of 5.1.

Mminn acit analysis revealed that glucrkinase contains 15
tyrosines and & cysteinil resifucs, which is consistent with the
srectrorhotrmetric titration of tyrosines and the PAD mdifica-
tinn of the SH grours »f the enzyme, in oreriments rerforme? in
the rrescnce and absence of urea. Progressive  titration with
POMG resulted in a prorrrtional loss of the enzyme activity for
all SH groups and the activity was recovere? by adition of an
excess of DIT t~ the reacting system.

Glucckinase exhibits sigmoidal saturaticn functions for
glucose and mannosc with Hill crefficients abrut 1.5 and half

saturaticn values (XKp 5) of 4 an? 3.5 il resrectively. The




piochemicals characteristics of the enzyme from dog are eimilar
tn those of the rat, studied in this laboratory.
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THTRODUCCICHN

los organismos vivos estén liqgodos al medio ambiente a través
de miltiples formas de interaccién. Para mantener su integricdad vy ée-
sarrollar sus funciones recuieren el aporte de encraia, cue la obtienen
de los alimentos cue toman del medio mﬂﬁi«:;nh:s on cue viven. Una de las
fuentes importantes de enerofa en 2l alimento son los hidratos de caxr-
bono y para aprovechar la energia cuc conticnen estas moléculas, las
~flulas vivas realizan la glicSlisis. In alicBlisis consiste en el
proceso de degradacidn mctah6lica dela glucosa mediante una serie de
roacciones catalizadas por enzims Y oue le mermiten a la c@lula nro-
ducir energia en forma oradual.

Ios orfcencs del conocimiento acerca de cste proceso estin
vinculados a una scric de descubrimientos importantes, entre los cua-
les o3 convenientc mencionar los de Schwan v Futzing en 1837, cuienes
demostraron cue cn el fenfno de 12 formentacién alcohlica intervie-
nen las cflulas de levadurn. Unos afios mAn  tarde, en 1861 Pastour
demestra cuc 1a nrajhmcién da =lcohol vor la levadura 2 martir de la
glucosa @8 un procaso anacrfoico e infierc en foow visionaria cue
lag cdlulas vivas cu: romuloran oxigeno para Su croeciniento v funcio-
nes son tamioién cavacas de obtiner 1a encrgfs de la glucosa descammo=
niéndola en condiciones anacréhicas. Otro aporte irportantc a estas
investigacionss vienc de los cstudios de Meysrhof, quicn observd =1
rroceso de la glicflisis on sxtractos musculares de momSferos vy dos-
cribid en 12 levadura la enzima cus cataliza la transforencin del

fosf~to terminal del ATP al carbono 6 de 1a glucosa y otras NoXOSas,




1a primera reaccifn de la degradacitn de 1 glucosa 1).

Ia fosforilacién Az la glucosa en el higado fue domostrada por
Colowick et al (2) v en las filtims dos décadas osta reaccifn hz des~
rertado un creciente interfs dehidn a su irportancia en la roqulacién
del metabolismo de los carbohidratos.

La r-~ccifn de fosforilacién do la glucosa por el MNP es 1a
sicuienta:

rigte
ATP + D~glucos? ——a NDP + D-glucosa 6 fosfato

Ios estudios de Walker (3,4) y ¥alker y Rao (5) rovisten un
significado especial cn ¢l conocimicnto de esta reaccién pues mediante
un anilisis cindtico looraron distinguir en el higado de rota la npre-
sencia de dos enzimas fosforilantes de glucosa, una de I, alta
(10"?' M) y otra con un~ X, baja (10™> M). En el laboratorio de Sols,
por otra marte, Vifuela et al (6) v falas et al (7) separarcn modiante
precipitaciones con sulfato Ae amonio doz fracciones proteicas con ac
tividad fosforilante de clucosa: una caracterizada por una Ky alta
para glucosa (lG”: ) cue Aenomiraron glucoquinasa y otxa de haja K,
(107> M) cue denominaron hexoguinasa. En 1964, en el lahoratorio de
Niemeyer, Gonzdlez et al (8,9) descubricron mediante =l usc dc crama-
tografi~ cn DERE-cclulosa la existencia Ao cuatro isccnzimas capaces
dn fosforilar la glucosa cn el hicado dc rata, las cue se denominaron
con 1las letras A, B, C vy D de acucrdo a su orden e olucidén cromato-

grifica. Estos resultados fusron nronto confirmados mediante elec~

troforesis en geles de almidén (10,11). Ias isoanzimas N, By C




presentan constantes de »ichaclis badas para la glucosa (10'4 - 10"5 M),
una amlin es~ocificidad An sustratos v un naso molecular de alrededor
de 100.000 daltons (8,%,12 ¥ 13). Este grumo €S conocido coro hexo-
quinaszs (ATP: D-hexost ¢-fosfotransferasa, E.C.2.7.1.1). Una carac-
terfstica ouc identifica 2 la isoenzira C es su inhibicidn por esceso
de sustrato (9)., Ia isoenzima DO glucoquinasa (ATP: D-glucosn 6-fos-
fotransferasn, EC 2.7.1.2) tiene una K alta para glucosa (10"2 M),
una esrecificidad mis restringida rara los saciridos vy un peso rolecu-
1ar entre 50.000 y 65.000 daltons (%,82,9,13-18). Ia diferencia on
los valores de %, entre 1a qlucoruinasa v 1as hexoouinasas ha sido el
criterio mfs utilizado para difcrenciarlas. El alto wnlor en la K,
para glucosa de 1a glucorminasa tiene un aiomificadn fisiolSgico im-
nortante puesto quela cnzima puede emntrolar 1a fosforilacitn del
sustratn en relacifin o su erncentracifn en 1la cflula hepstica (19,20).
Parn estudinr las ralaciones entre 1n5 isoenzimas fosforilan-
tes de glucosn, su avolucitn v funcifn es fundamental €l tener un
compcimiento de 12 estructurn do 2etns. loe conocimiontos de las ca-

racteristicas ostructurales de catas is~enzimas son, hasta ¢l presente,

may limitadns y 109 rosultadrs do este trabajio crntribuyen ~ aumentar

1a informacifn accrea de 12 ecstructura de estas isconzimas, al lograr-

se la purificacién y caractorizacién estructural de 1a qlucominasa,
La fomilia de isoenzimas fosforilantes de glucrsa tiene unA
distribucién casi universal, variando el nfmern v proncreifn de cxda
un~ de ellas en ralacifn en la est soie v el tiro de cflula o tejido.
Bn las levaduras se han encontrade 2 hexrouinasas cue han side purifi-

cadas y caracterizadas en relacifn a sus rrrpiedades cinéticas y
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cotructurales (21-25). Tstas enzimas rresentan alcunas propiedades
diferentes de las hoxoquinnsas de rata. mambién hay hexoouinasas en
rchas bacterics (26-28) v on alqunos teiidos vegetales (29). S
inmumerables 17z trabaies que describen 1a existencia de hexoouina-
sas en diferentes tejidos de animales surericres (30-33).

1a importancia filegenstica de este sistema de iscanzimas se
revala por los variados estudios de tipo commarativo. Fste problema
WA eonstituide un  aspecto immortante delas investicaciones de este
latrratoric (34). Se han publicade estudics comparativos  entre hexo-
cuinasa @2 levadura y Ao tejidos animalos (35 Y 36) y un nfmero impor-
tante de investigadores’ ha mmfrcado su atencién en el asmectn filoge—
ndtice de este sistema dz iganziras on 1rs vertebrades (13,19,34,37
v 38). ILa glucocuinasa y alcunas hexoquinasas estfin presentes en el
higado de muclys maniferos (31,37-41), tortugas (42 y 43) ¥ anfibi~s
(20,43 y 44) en relaciones variables segn la esmcic. Ia alucoouinasa
ne ha sido encontrada en las aves (15), reptiles supericres (42) v al-
qunns mamifercs come 1os mundantes v 21 gatn entre los carnivoros
(46 v 47). Las diferencias anoontradas, afn entre especies de un mis~
m orden hace diffcil ~btoner generalizacicnes en relacifn al papel
filogendtico dc estas iscenzimas.

1rs resultados do la astructura c{tatemﬁri“. v del rmap= péptido
de la glucoquinasa, presontades on oste trabajo, aportan informacifn
para una mejor compransifn del preblema filogenStico de estas isoenzi-

Las hex~cuinasas estAn distribuidas on trdos 1ns tejides de

1~ rata aungue en ntmer? v nroprrciones diferentes (31,48). &in embaroo,

(1o




1a glucocquinasa parcce ser una enzira tfpica del higado aundue su pre=
sencia s2 ha revelado tarbién en el rifn (49) v péncreas (50) de la
rata v en reticulrcites (51) vy cercbro human~3 (52). 'mo de los dos-
curimientos immortontes accrea do 1a glucnouinasa honftica fue el he-
ch~ de que los nivcles tisulares de est~ enzima mrentan en  respuesta
a1 suninistro de gluersa v ~tros carbohidratos en 1a dieta (53-57).

Irs niveles de glucoguinas™ decrec durantz el avano (1%,2¢,58,59)

y la enzima ¢S inducida ror administracifn de clucosa (20,58) al animal
ayunado.

1 niveles dz 1a glucoquinasa hepitica devonden estrictamente
del suministro do carbchidratos en la dieta. Ia glicfgenn fosforila-
sa v la glicigeno sintetasa, involucradas ¢n el metabolisro de los
crrh-hidratos, dependon también del auministro do glucosa, en tanto
quz otras enzimas de la alicslisis dependen del avcrte de proteinas
o Gz proteinas v carhohidratos (20,60,61). ILa ~lucocuinasa opresenta
~demfs un interSs especial desde el punto de vista adactative, puesto
cue es la finica enzima fosferilante de glucosa cuyos niveles se modi~
fican en relacifn cm la dicta (6,62,63).

Irs cabics en la dieta producen cambirs en el balance endc-
crinn y asi la glucnosa catimula la producci”n dz insulina, hrmrna
cque es indispensable pora mantener 12 actividad glucrcuindsica e ini-
ciar la induccifn de la enwima (64,65) . Otras hrrmmas ca el gluca-
gén (66) y las catecclaminas (67) inhiden la induccifn de la glucr-
quinasa seqlin la d0sis amlenda, en tantt cue los glucncerticnides

(68) parecen modular la wvelccidad de induccifn deo 1la enzima.




Fn eate l1airratorio so e eneontrndn mac 1las vaviacionas 2n
1os niveles do 1a mlucrouinas~ hepética, pox @ fooct~ de la dicta, oo
rresoonden A criies an la cantidad de enzimn; sorlin 1o deswestran
les agtudics oon inhibidoree de la sfntesis do rrotafnes en la Drue
cifn (52,65,68) v =S rociontomente, POT rorias cewrirontales da
tire inrunocuinicn (62). Un sstudin inrune frdce 33l mocandisa do
este amente en la cantidad de enzima rocuiore de la rromaracidn de
anticuerrs asnceificos orniam la qlucouinasa., oS 28 crr en este
1abrretaric se wen invertids rmuches esfuerz-s para la rurificacifn
total de 1a snzira on 2l fin rirmordial do orerarnr ostos Anticuers
a3, #lio remitiri~ asclarecer el mecanise de 1o induccifn en &l
sontide e Aeterminar si los cambios an 15 niveles do enzima, aso-
aindon -~ Aiforentos orndiciones fisiclfgicas, son crrrelatives de
variacicnes en 10 velocidst do afntesis o en 1ln mlocidrd 4o deqrada-
cifn do 1a qluccouinasa.

nets tosia se orient? fundsmentalmonte hacia la biscucdn de
ua rdtndn de purificacifn quo ~ermiticra ortoner. con enns rondi-

et

rmicnt~s, 1a glacrcuwinasae oo forma hmegfnen y a realizar aetndins Ae
tir ostructural con la cnzima rurificda. Unc & los rhjztives para
1a rbtencifn d2 wm sgtedo simple de rmrificacin v que rexmitiora
juntar cnzbiv en orrbe tieme fue el éo hacer ;sivle la rreprrncidn
As anticuerros ombrn la gluccouinasa.  Bsta wmjf—-r?‘_cif"n de: Antdi-
cucr-os abrz las rurrkas o lne estudios de recembin dz 1a clucrmiina-

sa, con loe cunles s puede crorender ¢l mecenism de 1= induccifn

v tanbidn 2 los cotudics comparativos entre las igpenzimas frsfrril-antes




de diferentes esrecies.

Un chjetive mSs inmediato fus la caractexizacifn estructural
de la enzim on relacifn con la estructura de subunidades, propic-
dndes fisicoouimicas v otras caracteristicas. Fl cnrcimientr de 1a
carosicién de subunidades de 1a alucrcuinasa constituyve una infor-
racifn clave mara comorencer la funcién requlatorin de esta enzima
dentro del cundro metob#lico. Las Gltimas in cstignciones de este
1aberatorio han damstrado cue 1o glucoquinasa rresenta un comporta-
mients cindticr de tiro sigmoidal y el modelo mara exnlicar este cm-
rortamionts dependerd de la estructura Az subunidades de la enzima,
1eds el conccimients de la estructura cuaternaria de la glucoqui-
nasa, conjuntamente con 2l de las otras ismenzimas fosforilantes de
glucosa, nermitird conocer si 12 inf~rmacifn nora la bicsintesis de
ostas iscenzimss ostd codificada en un cen o @ genes inferendiontes.

El rroblema A2 la rurificacifn de 1a crluccouinasa ha esti-
mulado a varics qruros de investigadores con ~hjetivos diferentes.

Al orenzar est: trabajo no habfan aparecide metfidicas que nermitie-
ran ocbtener una enzima homoagfnea. Durante 2l desarrcllo de &ste,
Grossmamn ot 2l (70) mublicarcn un metodo gue, aunaue hastante com-
nlicado experimentalmente, rermite la ohtencifn de 12 qlucrcuinasa
do rata ararentemente Tura.

Salas et al (14) en el afic 1965 presentarmn un protocolo de
purificacién de la clucoquinasa de ni~adn de conejo v & alcunas de
sus caracterfsticas cinéticas, logrando una rnremaraci®n con una acti-
vidal csrecifica de 2 unidndes/mg de proteina mediante fraccicnamien-

tos oon etancl, oolumas de DEAE Serhadex y rrecipitacicnes con
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sulfatn de amcnio. “uy pocn tiemm™ Aesrués amrecen 0S contribucio-
nes irportantes al estulio J¢ 1a murificacifin: Parry y Yalker (15) des-
cribieron un métcdn de murificaci®n de la gqlucoouinasa de higado de
rata ccn el cue se llegaba a una activida? esrecifica de 8,7 unicades/
my trabajande con columas Fe intercambis ifnicn vy rrecinitacinnes

con sulfato de amrnio. Por otra rarte, Pabul y Nicrever describieron
una purificacifn rarcial de qlucoquinasa 7e hira’~ de rata meciante
crematograffa en Corbroximetil Serhadlex, DEAE celulrosa @ hidroxilama-
tita y locraron obtener una rreraracifn con una actividad especifica
de 5,7 (71,72). Desde 1966, transcurren seis afins en los cue no
aparecen rublicacicnes en relacifn a la murificacifn 2 1a alucogqui~
nasa herdtica, hasta cuc Pilkis en 1972, trabajando cn la  enzima

de higado de rata, logrd mejorar 1ns métodrs existentes mediante un
nrocadimiento cue incluye 1la crematrarafia en Serhadex G-100 vy una

separaci®n con electroforesis en geles de almid%n, Esta rreparacifn

tenfa una actividad esrecifica de 29 4, »mero scbre la base del cri-

~

teric analitico de clectr~frresis en isce, nresentaba varias otras
rrotefnas (73). Durante el Aesarrollo de este trabajo, Walker et al
(74) abren la rosibilidad al uso A 1a crrmatrrrafia de afinida? con
glucosamina lica’a o una matriz @5lida, on una cormnicacifn rrelimi-
nar en la cual nc se presentan datos de rurificacién ni se dan deta~-
lles del métrlo usadn.

Nems e 1a glucoguinasa del higado ce alqunns vertebrados,
se ha descritn 1 existencia de una rrotefna con activicdad clucocui~

nisica en Bacillus stenrctermorhilus (75). Esta rrotefna se ha




1yrads purificar v la ~remaracifn obtenida presenta una banda de

rrotefnas en geles J¢ ~~liacrilamifa, un resc rolecular do £7.000

daltcns mediante filtracifn en geles y un mesO mrlecular de 34,500
por electroforesis en geles en el sistema acrilamisa ~-EDE.

A pesar de los enormes avances <n astas “ns ltimas déeadas,
en el carmo de las téenicas Cc fraccirnamients de las macromnlécu-
las, la purificacifn de la glucrcuinasa ha resulta’o un problema
coamlejr y diffcil Je roenlver. lLas rrincirales razones nor las
cuales ha sido diffeil ds rurificar Aorivan e la cran inestabili-
dad rresentada ror csta cnzima en las ctaras iniciales de mwrifica-
cién v también de los bajlsimos niveles ~rosentes en el hicad~ de
los animales estudiados.

En oste trabajo se ha logrado obtener una rreraracin hrmo-
génea de glucoouinasa de hicgyde de perro con una actividad esreci-
fica de 88,8 uniin’es/my utilizano crrmatarafias de intercambio
ifnico, filtraci®fn cn Serhxdiex G-190 y crematografia de afinicad en
gluccsamina licada a una matriz sflida. Esta enzima se ha caracte-
riza’s cano un mondmero de peso molecular 48.000 daltrns. Se rre-
sentan ademAs otras rropieda’es estructurales v cindticas de la

w0




CIPITULO 5




YETODOS Y MATERIALES ‘

I. IMETODOE
A. DINDMALES DE EXPERIMENTTCION

Fn estrs cstulios se emleaban merrns que eran obtenidns a
travds del Demartemento de Zoonosis A5] Serviecin Nacirnal de Salud, da
1a rblacifn de animales encontrados en 1a via rGblica » requisadns de
Armiciling. Ios animales utilizados resaban entre 10 vy 15 Kq: su efad,
sexo v estado de nutricién eran variables v su raza no definida.

Una vez capturados s2 les mantenfa al memos Jurantz una sema-
na en los vivercs “c animales del Departamento Ae Fisiclngfa v Biofi-
sica Ao 1la Sede Norte de la Universisiad de Chile. Ios rerrns cran
alimontadns Auwrante 4 o 7 (fas con una dicta Aiarin que consistia en
175 g de un concentradn que contenia la fuente Je nroteinas, 1inidos,

ales minerales y vitminas Je la Jicta y 250 g Cz tallarines para
animales ormn fuente do carhohidratos. El concentrade alimenticio
contenfa princimnlmente harinas Az resca’n v carne e vacunc, trigo,

: : ; = T 2 oo .
mafz, torta de maravilla, vitaminas Ay Byg ¥ D3y ha+, cat4 v Znt

entre las sales mincrales.
Drs Afas antes Az sacrificarlos se les amentaba la racifn
alimenticia al Adoble.

Irs animiles s sacrificaban medisnte una inyeccifn intrave-

nosa e una solucifn saturada de KCl. ILos hicades recifn extraidos
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se lavaban varias veces cmn agua npara retirarles el miximre de la
sanqre surerficial y se dejaban schre hieln nicadn durante 1 a 2 ho-
ras nara hacer luego los homogeneizacos sean s2 describir& en RESUL~

TADOS.

B. INSAYO ENZIIATICO DE LA ACTIVIDAD FOSFOTRINSFERASICA

Ia actividad enzimdtica de la alucocuinasa y las hexoquinasas
se medfa schre la base de la formacifn de ~lucosa-6-fosfatn. En los
estudics de esrecificidad de sustratos de la qlucoquinasa se midis la
actividad =r la formacién de ADP. De acuerdo con esto se describen

1los dos métodos utilizad s:

1. Mitxdo I Medici®n de la Glucosa-6-fosfato

Método espectrofotométrico. ILa actividad de la glucoquinasa y ce
las hexoquinasas se mefa acoplando el sistema Ade reacci®n de estas
enzimas con 2l sistema de la gluensa-6-fosfato deshidrogenasa (35)
de acuerdo a las siquientes reacciones:

Glucrquinasa

Hexoouinasas
1) AP + Glucosa > Glucosa €-frsfato + ADP

Glucrsa 6- fosfato

deshidrogenasa
2) Glucosa 6~fosfato + NADP ———msmmmcmmimnBn 6-fosfr~luccnate +
+ NADPH + HF

12




Crn este mdt~c s media 1a volocidad de reduccifn del NADPR,

registran’o ¢l carbin Ce ahgrrbancia 2 340 mm en W esrectrofotmetro

Gilf~rd 2000 rrovisto de un temmostato para mantener 1la temreratura

a 30° De estc aumento Ao ~henrbancia s¢ calculaban 10s umles de
DM formados ror peel 2 glucosa frsforilaca.

El mo?i~ de reacci”n contenfa 10s sicuientes ccmronentes
(crncentracinmes finales) en wn volumen final A 2,5 ml: Tris ~HC1l
80 mM rH 7,5, MCly 12 mif, EDTA 1 mM, KC1 100 rvf, WADP 0,5 mM, cluco-
sa 100 mM, ATP 5 =, 0,1 unidades internacicnales de glucosa 6~fos-
fat~ Jcshidrogenasa (G-6PDH) v 20-50 ul e la nremaracitn enzimitica

adecuadamente ¢iluida. IAS erncentraciones de los Aiferentes compo-

nentas se elegfan de rmanera tal cueel aquilibrio de cada reaccifn

del sistemn ¢ ensayc estaba Aserlazats hacia la derccha, siende 1a
axicacién de la cluccsa G~fosfato virtunl lente cuantitativa en las
condiciones do ensayo (76). ILos Aifarentes reactivos se acregaben

en un orxcen crmstantay =€ enlocera 0,3 ml de una mezcla que ontenia

todes 1os coonentes (el cnsaye mencs 1a gluccsa y el ATP, lueco

ge aclicicnaba 50 ul Ae clucrsa, 12 enzima v acuaan volGmenas varin-

bles vy finalmente 3 cmenzaba la reaccifn omn 50 ul ‘e AT 0,05 ™,
El sistema se rroincubaa a tamw eratura arbicnte Aurants 1 2 3 mi-
=

naths v se medfn ol auments dc aharrbancia a 340 e durante 8 minu-

tns. Se utilizaba como blanco un gistrma cue ontenia 1la misma com=
resicién de la mezcla  de ensayo, Der” se amitia el ATP,
Ios extractos crudos de higado en los que se merlfan los nive-

les de clucrcuinasa crntenian g-fosforluconate deshidrogenasa
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(6-PGDH) , una enzime que cataliza la reacci®n 3 v que icualmente
nrocuce NADPH:

6~Frsfocluctnico

dashidrogenasa

3) 6~Fosfogluconato + MADP —m—immmmme—e = Ribulosa 5-fogfato +

+ Q05 + IDPH + H

Debicr a 8sto, para cbtener las unidades e enzima, los valo-
res de cambir de absnrbancia se dividian ror 2 ya que se acregaba
suficiente cantidad de 6-P-GDH 2l medio de ensaye como mAra producir
2 moles de NADPH por mol de glucosa fosforilada (71). Quano 1a
reaccifn se hacia sin adicionar la 6-PGDH, se cbtenfa en las dife-
rentes premaraciones un valer de 1,4 moles de WADEE formados a mar-
tir de un ol de ~lucosa fosforilada.

Ios Ars tipes de enzimas fosforilantes de la glucosa descri-
tas ror Vifuela et al (6) rueden medirse en un mismo extracto ora-
cias a que sus Im para gluccsa tienen entre s una diferencia de
tres frdencs de macnitw!. 71 realizar el ensayr con una concentra-
cifn de glucnsa Ce 100 m se mide la actividad de ambas enzimas
fosforilantes v Al disminuir la concentracifn de dlucosa 2 0,5 mi4
se loora solamente medir la activicad hexoquinisica.

Para calcular la actividaxl glucocuindsica de los extractos
crudns, en los cuales existen ademds las hexoouinasas v 1a 6~fosfo-
glucfnico deshifr~oenasa se rrocedia de la sicuiente manera:

a) se medfa la actividad enzimitica total en presencia de qlucosa

100 mM, 2P 5 oM y 0,2 unidades de la 6-fosfooluctnico
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Aeshidrogenasa v al  valor de esta actividad se le restaba 1a

activida® cbteni’n en ausencia Ae ATP (blanco del ensayon). De

esta manera se eliminabha la activi Aa? debid~ a la alucosa deshi-

drogenasa, no relacionala eon la reaceifn c@ fosforilacifn pero

oue utiliza MADP come acentor de hifrfgencs,

bh) el valer de activila” corregicfo en a) se diviia ror 2, musstn

que, e acuercdo cm 12 reaccién 3, si la 6~fosfrgluctnico des-

hidrogenasa esti en exceso en cl medic de ensayn se rbtienen 2

mrléculas de NMADPH por mnlécula de glucrsa fosfrrilada. De esta

manera la actividad total se chtiene restande 1la actividad de 1a

6-PEDH rresente cn el extracte crudo,

c) al valor corregido secfin a) y b) se le restaba 1la actividad de

las hexoquinasas. Cuand los hamaeneizados se hacfan en pre=
sencia de glucosa, debfan Ailuirse convenientemente los extrac-

tos, de manera de tener una concentracifn e glucrsa de 0,5 mM

en el medic Je ensayo.

las rreparacicnes abtenidas e las ctaras e rurificacifn

e 1a glucoouinasa, mosteriores a 1a m~reraracifn del extracto crwio,
n~ crntienen hexocuinasas ni 6~fosfogluchnicr Aeshidriogenasa, ror
1o tanto n~ era necesaric realizar las correccicnes v en el ensayo
enzimAticr de estas preraraciones no S agramaba 1la 6-PGDH.

En lrs estilics cindticcs en que se utilizaba la manosa ¢
sustrats de la ~lucoquinasa, se emmleaba una mdificacifn del mé&-

£~dn descrito rara medir la actividad enzim&tica. Esta mrdificacifn
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consiste en cdeterminar esrectrofotrmétricamente 1a glucosa 6~fosfate
formada al acoplar al sistema Az la qlucocuinasa con 1los de la manosa
¢-fosfate iscomerasa v 1la ¢luccsa 6-fosfate isomerasa, segn la si-

quiente secuencia e reaccionas (9):

Gluc~cuinasa
4) Manosa + BIP  —-rmemiimmas > Man~sa 6-fosfatn + ADP

Manosa 6-fosfatc
isrmerasa
5) Mannsa 6-fosfato > Fructosa 6-fosfato

clucosa 6-fosfato
isomerasa
6) Fructosa 6-fosfatc - e GLOOOSE 6-frsfato

®] sistema de reaccifn tenia los mismos crrronentes del mé-
tode descrito on la excepcifin de mannsa que so acregaba en reem-
nlazn de gluccsa y <& 1a adicién de 0,1 unidades internacirnales

de ambas 1smerasas.

Método Radioactivo. Nl efectuar la crrmatoorafia de un extracto
oo Az hicadn de merr” en una ooluma de DEAE celulcsa, con el
£in de Ceterminor =1 nimeres e ig~nzimas fosfrrilantes de qluensa,
se midieron las hexnquinasas con el métodn radicactivo de Ureta et
al (77). En este métndo se utiliza qlucﬁ.sa—cl‘:‘ como sustrate y es
msible medir actividades menores que 1as fetectables ror el mEt o
esrectrofotométrion, 1o que remite trarajar oo cantilades peoue-

fias de tejico.
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Ia mezcla de reaccifn era similar a la Ael métndo anterior
cn las excercicnes del WDP y de la Aashidrrrenasa, cque se cmitie—
ren.  Ia concentracién de glucosa ampleada fue de 0,5 mM y tenia
una revlicactivida’ de 500.000 om en 0,5 ml. Ia glucrsa 6~-fostato
formada se sepor® Je la rlacnsa no reaccirnada en recuefias columas
de Dowex~1 v se eluy® con formiatn de amonic 9,4 M. Alfcuctas del
eluids se contaron en un apnrato Muclear Chicaro con una mezcla de

centellen oon toluenc y Tritfn X-100.

2. M8todo IT Medicifn de RDP

Este ensayo se utilizd en los estudios de especificida’ de sus-
tratos. Ia frrmacifn de ADP se midif al aconlar la reaccifn de la
clacoquinasa con los de la rirfivicc cuinasa y 1lactico deshicdrogenasa
(78) de acuerd~ a las sicuientes reaccinnes:

PirGvico guinasa
7) 2DP + Fosfoenolpir@vice —wmmmmmmmme > Ncido rirfvico + 2TP

Lictico Aeshidrrgenasa
8) Acido pirfvico + NBDH + HY o —e3> RCido 1Actico

-~

+ NAD

Fn estc caso, la reaccifn de fosforilacifn se midid recis-
trando la dismirucién de la abscrbancia a 340 mm que corresponce a
la desaparicifn del NADH presente.

1a mezcla de reaccifn contenfa (concentraciones finales en

0,5 ml): Tris~HCl 80 nM 7,5, ATP 5 mM, NADH 0,25 md, MiCl, 12 md,
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frsfoensl piruvato 2,5 mi, EDTA 1,6 m* v 1 unidad internacicnal de

cada una Ae las enzimas ~uxiliares.

Ixresi®n de Resultados

Tara exrrosar la activi 12 fosfotronsferdsich se utilizé la

dafinicifn e una unifad 72 enzima crmo la cantidad caraz de cata-

lizar la formaci®n de un unl de clucssa 6-Ensfath rox mimato a
3069

as utilizabe =1 coeficiente de extincifn mlar del NEDI

v del MADH que es 6,22 ¥ 108 an?/mol a 340 nm mara cubetas e 1 am

(79) .

. DETCRMIMACION DE PROTEDTS

e

Ln concentracién 7« rrotoinas se Acterminaba por 1lns siculentes
métocos:
a) en los extractss crudos, la cncentracifn dc pretefnas se deter-
min® ror el mfendo 72 Ly et al (39),
b) on las fraccirnes obtenicas e las cromatrraffas, los niveles
elativos A2 ~rotefnas 92 Aatectaban ror abscrbancia o 230 nm,
c) la concentracifn e rr-tefnas el conjunt~ de las fraccicnes

seleccinnadas desmuls C: cada crcmatograffa e determinaba me-

Aiante el mitoon o Varburg v Caristian (31), “ofuciends la con-

centracién de rrotefnas Je las lecturas Am absorbancia a 260 y

280 nm,
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A) en las pre-esraciones ruras, 12 concentraci®n de rrotcinas se de-
terminaba nor lectura 0o ahe~rhancia a 280 mm, sobre la base el
coeficiente e aextincifn de 1a glucrcuinasa. El coeficiente Ce
extincifn se detormin® midien™ la ~hscrbancia o 289 nm v esti-
mande la oneontracicn de proteinas de acuerdn al método de Webs=
ter que oonsiste on rodir la sha~rhancia Je la rroteina a 210 nm
(82). Se utiliz? un volor de 1,25 para o1 creficiente de extin-
cifn, determinad~ mora una a~luci?n 0.1 % de nrotefnas, cuandd

1a glucocuinasn estal» Aisuelta en fosfato e rotasin 1 M,

En alrunos casons, la concontraci®n e —roteinas se Aetermi-

nf rer el métedn de Schaffner v Teissmann (23).

D. TRECTMRACION DE INS RFSIMIE, CELLS v COLMME PRRA LAS CROMATO-

GRAFTIAS

1. Dreraracifn v Recereraci’n de 1as Rasinas y tolos Cromatooraificos

En el proce’imients de rurificnci®n se utilizaron columnas con
Aiforentes tirs O somrrtes creratyrificrs o ¢l DA celulo-
sa, DEPAE Sephadex, Scrhacdex G-100 y glucosanina unida a una ma-
triz sdlifa de CU-Corharosa 4 B.

FEstas resinas v qceles se nrerararn Y refeneraroi secfGn 1os si-

miientes mEtlos:
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1.1, Preveracifn v rerencracién del DEAE celulrsa

a)

c)

1a rosins se susmondia en 5 wlmenes de aua y S¢ some
tfa 2 un nrocedimionts rara extracr -~artfculas finas Ce
mencr toefio Me acuerdc oon las instruccicnes ‘e los fa-
bricentos (34),

1a resina crratrorafica sustendifa on A se cclrcaha
s~hre un embud~ Buchner en un sistera de filtracién al
vacin y se filtraba la fase 1fouica utilizand®c rapel
rhatman 1 oo melio de filtracifn. Fl filtradr se re-
cogfa en un matraz Kitasato e 4 1t,,

degués de las dos ctarmas antericres, SC regenaraba la
rosina, coracifn cque se efectuaba omn las rosinas sin
usc v las yn utilizadas en el rrocodimicnt~ cromatogré-
fice. Ia reseneracifn se crmenzaba agrega 0 BHC1 0,5 M
(10 v-lfmenes) <~bre la resine en ¢l sistema de filtra-
cifn 21 vacto. Tl &cidh se ajrecaba lentamente y on
fraccirnes Ao volumen, v luer 32 filtraha e mancra

tal cue la rosina m estuviers er contacte con el Scido

ror més de 30 minutos,

s lavaba 1la resina on ama destilada (15 volGenss)
rara retirar el cxceso de &cidh, ¥ rostericmente  se
acrecahs Mat 0,5 M de 1a miem forma o se hacfa la

adicifn 721 &ci,
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e) se retiraba el exces” de Slcali haciendn pasar nor fil-
tracifn 15 vollmenes de acud destilada, se sacaba la re-
gina del embuds, se anlrcaba en un vaso de rreciritado
y se ajustaba el rii a un valor de 7,0,

£) se lavnba con 5 veltmenes de agua destilada y lusco con
5 volfimenes de solucin de fnsfato de rotasio 10 M
pi 7,0. Lo resin? somilibrada en esta grlucifn se uti-

lizaba mara la cromatorrafia,

Fn los casos cn cue 12 resina se hahfa utilizado en la cro-
matorrafia, se agrarban 5 yrlfmancs e wia sclucifn de MaCl 1 M
antes Ael rrocadimicnts A& rogenaracifn, v 3@ dejaha en rrcsencia

da esta sal durante una hora,.
1.2.Freparacifn de Sephadex 100 ¥ Serhadex 25

1os oeles se dejaben ‘“inchands a2l menos durante /48 horas en
ama destilacta, socin 1n recmiendan los fahricantes (85). Se
lavaban con 5 vollmenes de agua Aestilada vy se ecuilibraban
en una s~lucifn e fosfato de ~otasio 10 =M ¥ 7,0 para Iueao

utilizarl-s oo 1ns romeactivas eolumas 72 £iltracifn,

1.3. Preceracifn y poceneracién del DFPE Serhadex y DERE Colulrosa

(DE-52, micragranular).
Estns sorortes cr-mat~rAficrs se ryerarsxen y receneraron de

acuerdn con 125 instruccicnes (e los fabricantes (86,87).
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1.4. Preparacifn de la Matriz fa Glucosamina Unida a Serharosa

Para la ~urificacifn Je la luc~cuinasa se utiliz® una croma-
tografia en una matriz 2%1lida da gluchsamina unicla a Serharosa.
Fl ael @e alucosamina unico a Serharosa se ~rarer® mediante

12 reaccifn o acoplamiento antre 1a Ci-Serharosa 4 B (cue
tiene el espaciador G-amin~Hexanoicn) con la glucosamina, en
rresencia de l—ctil—v-3-~(B-ﬂ.ﬁzetilawinr“rmil) carhodiimida.
1a reaccifn consists en la frrmacifn e una unifn amfidica

entre 2l cruv amino de la alucosamina v €l grumo carboxiln

dal Acido G-aminchexanoico:

> Carbrdimica
2) f}"bM(C‘IZ)S COOH | —rmmrrseremiessinass = ;;\‘-f-!&"-.(CH?)S COH-~7lucesa
3 Glucosa~ils > {

rd

(Cli~Sorharosa 4B) (Cluccsaminn)  (CH-Serharssa 4B-Gluce-

sami ".)

Ia Cli Serharcsa 4 B se chtuv- al estado de rolvo seco Yy sSe
hinch? en una scluci®n 7o MaClL 0,5 . Dara retirar la lacto-
sa y dextranos cue trae Assde su fabricacifn, se lavd con 200
ml de wna sclucifn de WaCl 0,5 ™M ror gramo de rolvo seco Y
lueqo crn Agua Aestilada rara retirar el exceso e sal. ILa
H-Serharcsa 4 B (12 ml), desris de estos lavados se hizo re-

accicnar con una solucifn AcuNsa de clucosamina 0,1 M v

22




carbediimida 9,1 71 (1-etil-3(3 Aimetilaminorronil) carhodiimicda

en un volumen Je 24 ml, Aurante 2/ Wwras, a tomreratura ambien-

te y con agitacifn  suave. ae orntrold el o en 5,0 Aurante

la nrimera hrra 22 la resccifn y luorm 2 este tierro no se

rpgervar-n variacionzs Te nH (38). A7l terminar 1la reaccifn

se lavaba @l cel con 10 volimenes e acua v luzco ¢on una so-

1ucifn "e Tris 100 mfl ri 8,3 cn ¥Cl 1 M. Tl gel se mantenia

en esta solucién y sclamente antes fe 1a crrmatoqrafia se ecui-

libraba ccn 12 sc Jucifn amleada en el matodo (ver PRSULTADOE) .

2. Mantenci®n e las Resines

105 celes y resinas se cuardaban a 4° en una sclucifn de fosfa-
to de potasio 10 mi ¥ 7,0 oon excercifn de la cluensamina unida a
Serharosa cue se montenfa en solucidn do Tris 100 mM oH 8,3. Los
geles y 1la matriz Ge Scrharosn rrlucosaming s2 mentenfan en las co-

ida de scdin (0,02 %)

lumas cromatcorifices en rrosencia e azica oe

nara evitar crnteminacifn microbiana.

3. Femricacifn y Trotamicntr de 1as Columnzs

Ias colhonas cromatraficas fueron £ahricadas en vidrio en lcs

talleres de la Facultad ce Cicncias, U. Ja Chile. Ias conexiocnaes

v terminaciones Ac dstas fucr~n hechas e material rlfstico en cste

laboratorin,




El rrocecimiento nermal @2 lavadn consistia en dejarlas curante
m A~ en mezela sulfrcrfmica v luemm lavarlas oon detergentza  en

acua caliento.

4. Fracamienty de las Columas de DEAR Celulnsa

las columas de DEME celulosa para 1a rrimera cromatrqrafia (ver
RCSULTADOS) se  ermacaban Jurante si rroraracifn modiante succifn
Assfe 1a salida de la columa, 10 cual se hacfc conectando el poli-
etilen~ 7o salia ~ un matraz Kitasato herméticaments omerado v
conectado a una trorre de aquacn la cual se hacta el vacin, Ias
columas de DEFD celulosa (micrcoranular) utilizadas rara la recro-
matoornfia se  empacaban hacion'~ rresifn schre la columa mOr anli-

cacifn de aire rudiante un insuflacor de qgoma.

E. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

I olectroforcsis analftica en ~eles de rolincrilamida se hacia
esencialmente 72 ccuer’ a la técnica de Davis (89), utilizando
geles @2 3,5 ,5y7 % en acrilami~ con una relaci”n 7@ concentra-
cifn entre acrilanicda v i, N'-motilen bisocrilamica Az 40 : 1. Ia
clectroforesis se realizaba on un sistema Ao tubos verticales de
79 x & nmm, utilizanlo una scluci®n de Tris—licina 71 8,3 en ambos

electrxlos con una intensidad de 3 mi/cel, hasta cue el crlorante

A reforcncia (azul de bromofencl) mirraba hasta arnroxiracamente
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un 90 % 2l larmo del cel,

La preparacifn Ae los reles se hacfa a rartir de una mezcla de
soluciones mara el aal separa’or, 7 ~tra mara el ozl concentrador.
mara rrenarar @l gel semara’or se utilizaban las sicuientes sola-
cirmes acursas: solucifn M: 28 % Ae acrilamia v 0,7 % e bisa-
crilomida (m/v); s~lucifn B: Tris 36,6 %, ECl 1,5 % y ¥4,

177 ~totrametilatilendismina (TEMED) 0,23 ¢ (v/v), 74 3,9, y sclu-
cifn C: (M{4)28203 al 14 & (p/v). a5 soluciones », By C se
mezclaban con un volunen e adua destilada en una rclacifn de
2:1:4:1 rara geles 21 7 8 e acrilami‘la, v la rolimerizacifn se
nacfa on rresencia de luz fluorescente hlanca »or 30 minutos a
torreratura cmhiente, on 1re turs Ae electrofcresis.

£l gel concantradcr se rremaraba a rartir dela mezela ce las
sicuientes solucines: e~lucifn D: 10 % Je acrilamica y 2,5 % Ce
bis; s~lucifn B: TEMFED 0,46 % (v/v) en Tris 5,98 % (n/fr) y HCL 1 H
hasta ajustar un valor de “H de 6,7; solucifn F: riboflavina
0,004 % v sclucifn G: sacarnsa 40 %. Ias scluciones D, E, Fy G
sc mezelaban en una relacifn de 2:1:1:% v se fotrrrlimerizaban 30
minutns luegr de colocar la mezcla (0,2 m1) s~bre el cel separadnr
en cata tubn  Ae electrforesis.

Ias solucicnes rara el ~el semarador v rara el el concentra-
Acr se cuarCaban ¢n  frascoes serara’s, rrctegidas de la luz, a

4°, v se desaereaban antes de preparar l0s ageles.

I~s solucirnes de rroteina sara 1a electrforanis se Aializaban

una hora contra 250 ml de 1a s~lucifn 42 los electrodns oue tenia

. -
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uan 60 % Jde sacarosa y se onlocaban arhre los aeles en rresencia de

azul de bromofenol 0,01 %,

Un~ voz terminada 1a electr-foresis se patiraban 1z celes de

1ns tibrs, se fijahen v tefifan ajrulténeamente en una s~lucifn acuc-

sa cue contenfa Arifn Schenrz 5,2 % (p/v) y Scido actico 7 8

(v/v) durante 2C minutos, Los qeles se desteffan en Acife acético
al 7 % en un ararate de destincifn por difusifn Bio P27 mxielo 172.
En alqunos €As0s S2 utiliz® la tincifn durante 16 horas oon azul
brillante de Coomassic R-250 al 0,025 % disuclte en unA solucifn
acuosa Ge isrrroranol al 25 % Y Acidc acstico al 10 %. Ins celes

ge Cestefifan en el mismo s~lvente (20).
F. TIECTROFORESIS T GEILES DE POLIACRITIAMIDA EN PRESENCTI2. DE UREA

fe emplesxon las misws s~lucirnes descritas en E, con excer—
cifn 72 1a solucifn P cuc tenfa 40 % fe acrilamicta v 0,5 & de hisa-
crilamida. Se utiliznia solamente el gel serarador con 10 & e
acrilamida v se chtenfa al mezcler 1las sclucinnes ., B, Cy aqua
en la misma relaci®n descrita en E. Tn el cel se lograba una con-
centr=cifn de urea de 6,25 1 cuanto la s~luci®n € v el orua adre
gada contenfion urea 10 'L Ias scluciones nara los celes eran cui-
Aadosamente descereadas al vacis mara ovitar la formaci®n de bur-
ujas. Los qeles se hacfan en tubos da 90 x 6 ™, hacidndosz 12
fotomolimerizacifn en rresencia de luz fluorescente blanca durante

30 minutos a temreratura ambiente y se ntilizaban inmediatarente.
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1a electrcforesis se hacia Gurante 150 minutcs, tiemco en el
cual 2l eolorante de referoncia micraba un 30 % del largo del cel,
utilizéndose una sclucifn dz trig-qlicina H 8,3 en ambas cfmaras
vy una intonsidad de 3 mh ;rr cada gel.

mambién se utilizd 1~ tfienica de Chalkley para 1~ electrofore-

sis en rraesencia de ursa €,2 M, siendn Gcide acético 0,9 M rH 3,2,

1a soluci?n de ambos elactrxns (91).

G. FLECTROFORESIS EM TRESENCIA NE DODECILSULFATO SE SODIO

Ia electrofrresis en dzles de mliacrilemida en oresencia de
andecilsulfato de sdin (SDS) o 1a anzime mura v preraraciones
altamente rurificndas se hizo de acuerde a la téenica de Shapiro,
vifwela y Maizel (52) con almnas modificacicnes.

Irs celes de 5 % de acrilmida se rreparaban rezclan'o las
s~luciocnes 2, B y C descritas en E con una s~lucifn de fosfate de
s¥lio 0,44 M i1 7,1 qus crntenfs 8DS 0,44 % en una relaci®n de
2:1: 5,5 :2,5. En al¢unos geles se reemlazaba el rersulfato de
amnin de la solucién € por rinoflavina 0,004 % como catalizacdor
Az 1a rolimerizacifn.  Tnes As mezclar las scluci ncs mArm los
celes se retiraba el airs atra~ad~ en &stas. 1a mezcla se colncaba
en tubos de 90 x € ™M vV s€ polimerizaban en rresencia de luz fluo-

rescente blancs durante 40 minatns.
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rpatamiento de la enzima. 18 snzima se Aializaba ror dos horas Y
madia ormtra 250 ml e wa s~lucifn de fosfato de sedin 0,1 M rH
7,1, cambiando 3 veces 1a srlucifn de diflisis v 82 incubaba ror

3 Woras A 37° an un medio cue ontanfa 1l 8 de SDS y 1 8 de 2-mer-
captoctancl (2-1F) en 1a s~lucién de fosfato. Se Aializabn desmués
contra 250 ml con tres cambins 22 1a sclucin de frsfato de salin
con SDS y 2-Mg, diluida 10 veoes. co ensay?d también la incubacifn
droctorente en la a~lucifn Ailuida Adurante 3 horas, pvitando 1A
Aiflisis (93) v tombién 12 incubaci”n ~or dos minutos cn un hafin de
arua hirviendo. 1as rrotefnas Ao reforancia, de meso molecular

onocito, se tratarmm Ae 1a misma manera que la alucomuinasa.

Sembrado de la soluetdén de protetnas. I 12 rroteina dializada en
un medio con SO0 al 0,1 % v 29 0,1 % se le arrejaka una a1fcuota
de la soluci®n ¢ sigmbra que crntenfa sacarcsa al 80 3 y azul de
brerofencl al 0,1 5 en 12 sclucifn de fosfato de s~din 0,01 M, SDS
0,1 s vy2-T 0,12 Az o de ohtener una onecantraci®n 0z sacarosa

de 20 % cn un vlhimen e siembra de 100 ~ 200 ul.

Electroforesis de las proteinas. Ias reotefnas (60-90 ug) se sem=
hraban sobre 1ot celcs ¥ 1a electrrfarasis se hncia hasta que cl.
enlorante de refarencia micraba un 80-35 % de laroo del ael (apro-
ximadamente 8 horas y merlia) utilizandc una sclucifn Ae frsfato de
solin 0,1 M ¥ 7,1 con SDS 0,1 % en amkas cimrras. Los geles s€
cortarcn en 1o msicién del colorante Ac refercncia y se midif 1a

lengitud dz 8strs.
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Sistema de tineidn. Irs celcs se tenian Aurante 16 horas utilizando
azul brillante 7o Cormassie safin 1n técnica descrita en T, y poste-
rinrmente sc les medfia nuovamente su loneitud.  Se ensay® con mejor
resclucifn de las handas una fijacién de las rroctefnas al ~el, incu-
handn 1os celes durante 12 hroras en al snlvente del colorante, 10
aue permitia retirar el excesc de SnS. Tarbhién se logrd tedir los
meles con Aamite Schwarz al 2,1 % en Scido acBtico 7 %.

para el estulic A2 los presos mleculares se mefa 1a micracifn

rolativa de las bandas en los reles Cestefiidos.

H, TINCICN DE ACTIVIDAD ENZTOTICA EN GFLES DE POLINCRITAMIDA
para detoctar la ~nsicifn de  la glucrouinasa on geles de roli-
acrilamica ~or tincifn Achicr a la activida’ de la enzira s utili-~
aha una medificacin de la técnica de Grossman at al (%4). Se
ryenar~han deles ¢ 70 x 6 mm con sclucimnes rara ¢l gel senoral'nr
v el gel concentrador. 1a arlucién » contenfa acrilamida al 40 %
y hisacrilamia 2,5 %; 1a s~lucifn B tenfa TRED 0,46 % cn Tris
6,85 % y HCl hasta ajustar un 4 da 7,5 v 1n sclucifn C tenfa ribo-
flavina 0,004 %. Ins solucicnas 7, B Y C se mezclaban oon una  snlu-
cidn 0,1 M de glucosa cn una relaci®n de 2:1:1:4.
Las s~luciones rara el el e~noentra’dar fucren las mismas que se
utilizaban en el mdtodo Az Davis, con excorcifn de 1a sclucifin G cue

se roemplazd por clucosa 3 M. I1as solucirnes D, B, Fy la s-lucifn

A2 glucosa se mezclaban en 1A relacién de 2:1:1:4.




(a8

1a electr~frresis se hacia oon umd grluci®n de Tris 30 mM, E
A mi, MyS0, 5 MY, lucosa 50 m1, ditictroitol (DrT) 2 W i 8,0 en
arhas cfmaras, 2 unn temeratura de 4° y con 3 my/cel cdurante 4 hras,
Pierrrs maycres se traducian en una marcada inactivacifn de la en-
zima,

I~ tincifn de la actividad qlucocouindsica sa hacfa ror immer-
sidn del el en unn mezclaiunl » 1a usa’a en ¢l ensayo de actividad
tBt>yn I), a 1la cual se aticionaba fonazinn metasulfato y nitrchlue
tctrazoliua, ambos a una concentracidn de 0,4 my por ml de la mezcla
Az remaccidn (11). El blanco s¢ hacfa colocande el cel en omntacto
con wna mezela de roaccifn igual mero s miti? el NTD. Nlounos oe=
les, en los cuales se hacfa 12 clectroforesis en 125 nismas condli-
cirnes de los tofiidos para actividad, se renfan en contacte con Imido

Sciparz 0,2 % —ara tincifn de l1a rroteina,
I. DETERMINACION DNEL PURTTO ISOELECTRICO

1a Aeterminacifn Jel mamtn js~eléctrice de las rreparacines
~uras de glucominasa s< hacfa medianta clectrnfrcalizacifn en ce2les
Ae poliacrilamiss.

71 clectroenfome 2 realizaba en e verticales eon 1ns a2les
utilizando HaPU, 0,2 & 7O & lite y Naod 0,28 % oo catclito ¥y
a-licando una intensia?d inicinl de 3 mh oK cel (95). La focaliza-

cifn se orntinuaba por Jos horas ¥ media, tiemo en el cual la




resistencia del sistema se hacia constante en ¢l tiermn., Ios geles
se rreporaban mezclande 1os reactivos Ac molirerizacién, la acrila-
mida, el anfolito v la rrotefna convenienterente dializada contra

3 x 2 1t de una solucifn de fosfato do rotasic 2mi B 7,0y se
dejaba rolimerizar durante 40 minmatos.

Ia comosici®n de cada gel en un volumen de 2 ml era la sicuien-
te: acrilamida 7 %, hisacrilemicda 0,175 %, rersulfato de amnio
0,07 %, solucifn Prrholine” al 1 %, TEMED 0,032 % v 1a rrotefna enzi-
m&ticamente activa en un volumen tal que contenia entre 50 v 80 pa
de rrotefna. Estos valores se lograban al mezclar 0,5 ml de 1la so-
lucifn D de acrilamida, 0,66 ml de la golucifn ¢, 0,065 ml de la
gnlucién de TEMED a1l 1 & (v/V), 6,275 ml de Amrheline al 8% v
0,5 ml Ce la scluci®n con la alucorminasa.

Al finalizar el electroenfooue, los celas oo tenfan con azul de
hremofencl al 0,2 % en una mezcla que ontenin etanol, Acido actti-
co vy acua en una relacifn de 50:5:45 y se destefifan hasta fondo
claro en una mezcla cue emtenfa otanol, acdtico v aua en una rela-
cifn de 30:5:65. En alquys cascs 1os ~cles se tifieron con azul
rrillante 4 C~omaseie sectn la t3cnich deserita en E.

Un crure de rmles s cortaia en trozos A 2 rm en orden corre-
lativo v se madia el dl corrcsenxliente a cala fraccifn lueao Aa
incubar las fraccimnes con atua hidestilada en un volumen de 2 ml

durante una hora a 30°.
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J. DETERMINACION DE FRSOS VOLECULARES Y DARAMETROS HIDRODINAMICOS

Ims woscs rrlecularcs ararcntes 2o la cqlucoruinasa mura fueron

Aeterminados utilizanio £iltraci®n en celes, en ccluma y i cara

fina y medionte «lo roforesis en geles e roliacrilamida en Tre-

asencia de 8DE.,

I~ Filtracifn en Serhadex G-100 sc hize mediante 1la crmpoaras
cifn de los volGmenes e sluci®n de la clucocuinasa rera oo los de

otras rrotefnas utilizadas caw referancia sefin el mtodo de

Andrews (96). Esta cr-matoorafia se hizo en und ooluma e 25 x 1
cn equilibrada on una solucitn de fosfato de potasico 10 w'f, EDTA

1M, 2-ME 5y ®CL 0,3 1%, ™ 7,0, con un £flujo de 6,2 ml/hora.

1~ concentracifn e las cinco ~rotefnas de referenciafue de

2 my/0,5 ml y se colocaren 2 unifdades (0,028 ) Je la ~lucoouinasa.

m azul Jextran- 2700 v 1la leucina cl4 (50,000 om) se hicieron

rasar por la columAa min 1la mposencia de. 1as protefnas.

1a clucifin do las mrotofnas de referencin (ribnucleasa, cvoals
Lmina, ser-albminn de bovin® 7 cplimtrirsin‘derm) se detect® prr

meicifn de abscrhancia a 280 mmoen un ailford 2400, excerto el ci-

rrorore © Cue 8 Actact? o 414 nm, Tl azul Coxtrans 82 miHs a

630 m y leucina se@ micid cn un contaor *uclear Chicacc: la ac-

tividad cluexnuinfsica s midiA esrectrfotométricaments mOr el Mo
-~ I. De esta cromtorafia sc ~tve tardhidn 12 infrrmacifn

rara el cileulo 2l ralin (e Stokes y el cooficiente de Adifusi’n

(97 .
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La cromatorrafia de exclusifn en nlacas cublertas ror Senhadex
A~100 surerfino se renlizf dc acuerco al mStodo e Prraws (96)

n rlacas de 40 ¥ 20 em. ILa placa fina se nreecuilibré y eluyd
craatosréficamente con 1a misma solucién utilizaia rara la fil=
tracifn cn columas e Sevhadex C-100 Aurante 44 horas en uma cimara
construida de acrflico en 2l laloratorin de mufmica e la Facultad
Jc Motieina, U. ¢ Chile. Esta cromatograffa como la filtracifn en
orlunmas se hicieron o una temroratura de 29,

Desmués e terminada la cromatorraffa se imrregnd un parel "hat-
mamn 1 schre la placa v se tifi§ con azul do Coamessie 0,25 % en meta~
ol v Acie acétice (90 : 1). El papel se destind luego con una
mezcla que contenfn metancl, acttice v acma en una relacifn  de
50:10:50 (VA7) v se determinaron las micracicnes relativas de cada
mancha.

Ia clectroforesis en aeles Jde poliacrilamida al 5 % an rresencia
Ae SDS se ofectus en las eonlicicnes descritas en G.

In enzima v 1as neotefnas de referencia de resc molecular cono-
cilh se rretrataban rediante lo incubacifn Aurante 3 horas a 37° an

ryesencia de DS nl 1 & y 2<C al 1 %. Las nrotefnas usa’as como

roferencia se safinlan en 1a firara 20,

¥%. BESTUDIOS ESTECTRALES

Se hicieron estulins esrectrales de la rluccouinasa mura nativa
v en nresencia de HCl © NaOH 0,1 N, a0 9,1 N, utilizanfo un

4
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esnectrofotfmetro Coxy 18. Fstos estuins =€ hicieron ccn la pre-

tefns Aisuclta en fosfats de rctasio 2 miL
para la determinacifn de trirtofam se hizo un esprectro ultra-

vicleta con la enzima Aiguelta en 0,1 1 de HaOH Ae acuerdo a la

tAcnica e Bencze v Scmi’it (s8).
Las tircsinas Jcla clucrcuinasa sSe titularcn 3s~,jectrofnmm§-=
tricamente a 243 m con 12 re~tofna Adisuelta en fosfato 2mt en

rresencia v ausencia de urea 3 M. Ia +itulacifn se efectu® regis-

rrando 1os cambios Ae abscrhancia 2 243 rm al variar =) ri desdle

2 a 13,5 y vicevarsa.

T,. DNALISIS NE AMINOZCIDOS
1a hidr8lisis Scica de 1a ~rctefna se hizo de acuercn al método

de Moore v Stein (29). Ia ~lucocuinasa se hifrolizd durante 22-24

wras en rresencia (e HCL 6 11 A una temperatura 42 110° en amrllas
de ryrex selladas al vacio. Irevic a la hidrflisis, la sclucifn de
enzima se ializd® exeustivemente Jurante 14 horas contra fosfato
Ae potasio 2 mM. 10S hidrolizalns se analizaron en un analizador
Bockman 120 C segin 1n tieniea de Smackman et al (190), colocan’n
voltmenes icquales el hifroliza’s en las cclumas fcifa v bSsica.
Crro patrén de referencia internn rara la hidrflisis se utilizd
ncrleucina, la canticand tntal de medias cistinas se cstimd cam

%cifn cisteico y el trirtofano se determin® esrectrofotométrica-

mente (98).
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¥, MAPA PEPTIDICO

Digestién triptica. 12 rluccquinesa (0,8.m3) se dializ® contra
fosfats de notasin 2 m Aurante 16 horas v lueon S€ Aasnatur™ O°r
chlentamiento en un bafic de aqua hirvien’o durante 15 minutos. LA
digestifn se hiz” agreqancio una Alfcucta A= 10 ul de trirsina (tra-
tada on tosileamido 2 -Eem.letilclr-rrmctilcetnnn.) Aisnelta cn BC1

&

0,001 N, mantsnion’™ rolacifn en resn de anstrato a tripsina

4

Ao 40 ¢ 1, La mezcla se incus a 259, se o~ntrold el i on un va-
lor de 8,2 mediante adicifn e M,0H Ailaidn v se detuvo la reac-
cifn 2 las 16 heras bajano el r¥aé4,0. Se centrifugd para eli-
minay una pommenn canti’at de rrecivitalo v sl 1femisn sobrenacdante

se lirfilizs.

Mapa peptidico. £l residuc seco obtenido luedo de 1a digestifin
o Aisolvié en minimo vrlumen ds aqua destilaia (50 ul) 'y se anlich
achre wa hoia de napel thetmam 3 19 e 46 x 56 om. Fl marn renti-
Aien 3¢ hizo serfn el nStodn de Katz et al (101). Ia crmatocrafia
en la nrimzra Aircecifn sc hizo en forma fescendente durante 16 ho-
ras en una cimara creratoorifica utilizand~ come solvente 1a mezcla
do utannl, acético, riridina y agua en una rolacifn de 15:3:10: 12.

Se us® oo referencia rara la crrmatocrafia el roje fenol. Ia
electroforesis en 1a secun’'a Adirecci”n se hizm omn una sclucién de

miricdina en fcifn acfticn ¥ 3,5 en arbos electrdos ¥ arlicandn un

voltaje constante &2 2000 volts a 1o largo de la 1%mina de rarel
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Aurante 90 minutcs a2 la terperatura amhiente.

Irs réptidos se visualizaron y marcaron 30 minutns desmués de
anlicar sbre el »oel sech umt s~lucifn rulverizaca de ninhidrina
0,25 % en etancl absnlute (101h) v calentar la 1lfmira de rapel a 70°.
DETERMIDICION DE GRUTOS SULFHIDRILOS

N

Irs qrurs ticles fueron Aeterminales con n-clorcmercuricbemzoato
Aer 2cucrdo al métodc de Boyer (102) en ~resencia y ausencia de urea.
Antes de la detorminacifn, la enzima se Adializ® exhaustivamente con-
tra un~ sclucifn de Tris-HCL 50 m, ri 7,4, cn KC1 50 m v alucosa
9,1 M para titular los Jrurcs tinles ¢ la enzimn nativa.

En ¢l exrerimento e la cinética e titulacifn se omitis 1la
~lucnsa v en la titulaci®n en ~resencia ce urea 8 M, se emitieron la
cqlucnsa vy el RCl. Ia reaccifn se roalizd en una cubeta de 1 ml
midienn ¢l incremento de ahscrbancia a 250 rm res-ccto a la solu-
cifn blanco, lueco (e ca'a adicifn de alfcuotas de la solucién de
ras.,

En 1a titulacifn de grucs tiolss en rresencia y ousencia de
urea 8 M se arreqaba una alfcuota de 12 snluci®n e PQME v se espe~
raba hasta que el valor de alsorisancia a 250 mm se mantenfa cons—
tante en el ticmo rara luece adicionar 1~ alfcunt~ siruiente. Fn

1a titulacifn e la enzima nativa sc rotiraban alfountas ©¢ 5 ul

~ara hacer el ensayo enzimfdtico.
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£n el estudi~ de la cinftiea de titulacifn se arreraha un GxCest
de PASB (3,0 moles/ ml Je fH de la enzima) v se seruia 2l cambio
de aaorbancia a 250 nm en el tiemmo,

Fl nfmero de ~rurcs sulfhidrilos se Actermin® sobre la base de
un coeficiente de axtineifn mnlar mar2 ol emrlejo POB-cnzim A
250 mm Ge 7,6 x 103 L anl y considorando un reso rolecular de
48,000 rara 1la glucrcuinasa.

Los moles 2 POMB agregados al sistema mOr ml de enzima S
~rtuviersn de 1a Jcterminacifn de la concentraci’n Ade este reactivo

M
~r medicifn de ahsor ancia a 233 mm (A]2'3 = 1,69 % 104) .
3
0. HIDROLISIS NUDMICA O CMEx

1a cluc~cuinasa (0,8 m) dializada eontra frafatn de rotasio
2 i se acifdificd con Acido £Armico eoncentra~ (103) hasta llecar
A una concentracifn de 72 % (v/v) v ose hicreliz® con QBr agrogantn
cristales de este reactive schre 1 ml de sclucifn de enzima en una
relacifn molar de 300 ¢ 1 respecto a la anzirma. Ia reaccifn se hizo
a 25° durante 40 horas v se Jetuvo Ailuyen’s cn acua Y evarorando
a sequedad. Sc agreg® 5 ml do Hs0 y se repiti® la cvarcracifn 8
veces hasta ~htener ¢l residun secd o eliminacin total del &cifo.
El residue se disclvi® en aqua y con una fracci®n ‘e 8ste se

hiz~ la yeaccifn 4e la ninhicrina cuantitativa.
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II. MATERIALES
A, REACTIVOS

ATP, NADP, WD, DTT, EDIR, Tris (Trism base) , glucosa,
qlucosa 6-fosfato, fructos2, arabinosa, 2-desoxigluconsa, alucosaming,
manosa, N-acetilaglucosamina, galactosa, xilosa, « -metilgluctsido,
ninhicdrina (hicrato de tricethi rinlcne)., e ribrflavina,
azul dextranc 2000, clicin~, azul brillante de Cormassie R, Amido
Schwarz, nitrcbluc tetrazolium, fenazina metasulfato v 1 etil-3-

(3 dimetilamincrr-il) carbodiimica rrovenfan de Siqma Chemical Com-
rany (St. Iruis, U.S.A.). NaCl, MaOH, HCl, piridina, cusd, . 2F0,
KCl, tartrate de sodic, acetona, etancl abscluto, lutancl, etilen-
alicol moncmetil eter, tolueno, arena de mar, oS0, &cilo fosférico
rrovenfan de lerck. NaHpP04, KHpP0,, MagiR0s, K,IP0,, MH,00 v HOOOH
rrovenfan de Matheson y Coleman. ~—clrrrmercuribenzoato y  urea
(;rado B) rrovenian de Calbicchem. Sacarnsa v ((TH,) 580, (cxado en~
zimStico) provenian de Mann Rosearch Labs. (Mew Yrork, U.S.A.)!:
Aamholines R (anfolitos) rrovonian de IKB, Trodukter 1B (Steckhnlm,
Sve’len) , gluc:rwsan(:l"-1 y 1eucim-cl4 ~rovenfan de  Mew Englan? Muclear.
Norilamica, bisacrilamidn, TEIED (trado Ae electrofrresis) , nersul-
fato de amonio provenfan de Polyscicnces. Trine 1os otros reactivos

cufmicos usades fueron del mejor crado analitico.
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B. PROIEINZS

Clucosa 6-frsfato deshidrroenasa ~rovenia de Boehrincer
Yannhein (fennein, Alemania) , manosa G~frafatn isrmerasa, Gluorsa
6 fosfats ismerass, Trirsina (TrCx) , ribemucleasa, ~ersina nrove-
nfan Je Sicma Comical Comrany. Citocromo C, Muirrtrirein®oent,
voallGmine, ser~alldmina 7o Lovine »rwenfan Je Schwarz Mann (Henr
York, U.S8.A.). G-frsfrclucinion Aeshidrogonasa se ~rtuve de hi-

gafc de rata segfn el métoTo Ae Gleck v Mclean (104).
C. MMTERIALES CROMATOGRAFTONS

Serhadcx G-100, DEAE Serhylex 125, Serhadex G-25, Ci-Segha-
rosa 4 B yrovenfan de Chormacia Fine Chemical Inc. DFAE celulrsa
(DE=-52) rrovenia g Phatman. Frafreelulnsa nrovenia do Serva.
at-Serhadex provenia de £igm Chomical Company v DEAE czlulosa

(0,6 m emiv/g) e hidroxilaratita rrovenian de Bio-Pl.
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T. ELECCION DEL IMNIMAL DE FYPERTMENTACICH

En este laboratoric se habia estudiade la purificaci®n e la
lucoruinasa de higa’n As rata, sin locrarse altos niveles de ru-
reza dehide rrincipalmente a la gran inpstahilita? Ac la enzima
durante los diferentes tratamientos y a su haic eontenido en el
higado.

En el comienzo de este trabajo se realizarn estulins de ruri-
ficacifn en hima’r de rata y trmbidn en higa’o de cerdo ruesto que
1ns extractns crulos de esteos animales rresentahan altos niveles
Je actividad clucrcuinisica Tor gramo de tejido. Muchos de los es-
tulics nreliminares de rurificacién se realizaron en el higado de
cerdo debifo a la mayor cantidal de tejido mue arortaa el hinado
de estos animales en relacifn oon 1~ rata. Sin erhargo, la manten-
cifn vy alimentacifn ¢ 108 cerdes resultd Aificultnsa y por 10 tanto
se Jdecidid finalmente utilizar ol higadn de rerro, oue nresentala
arreciables niveles de ~luccruinasa. Ios niveles de la glucrouina-
sa ror gramo de tejido en ol hiradn de rerr~ eran entre 1,5y 1,6
veces sureriores a los dcl higado de cerdhquan’o 1os rerros se ali-
mentaban 48 hrras antes ° ancrificarlrs con 1a Achle raci®n de la

Adieta (ver METODOS) .




1I. CPRACTERISTICAS DEL STISTEMA ISORNZIMATICO M EL HIGADO DE

PEPRO

Fn esta rarte se rrescntan 1re resultalns cue rermiton chteney

informacidn acerca de 1as caracteristicas conerales 2l sistema

iscenzimticn fosforilante de gluccsa, la ~eterminacifn del conjun-

tn e estas iscenzimas y 1os ofcectrs Je 1a Adeta en los niveles e

R

3stas.

A. PERFIL CROMATOGRAFICO DG 12S ISOENZI'AS FOSFORILINTES DE

bae

GLUCOSA. ! EL HIGNDO DE PERRO

1a cromtocrafia de extractos crutos ce hinado de Aistintas

csmecies en crlumas de DEAE celulrsa da como resultadoc un rerfil

crematorifico de iercnzimas fosforilantes de clucnsa caracteristi-

oo seqgfn la especie, 1o cue ha rermiticn realizar estu’ins filoce-

niticos de esta familia e isrenzimas. Ia crmatografia Ae los ex-

|
tractrs hepdticos en una columa Je PRAR~celulnsa (microgranular)
de 20 x 0,9 cm revela la existencia de tres iscenzimas (€ig. 1). El

rerfil es similar al de alcuncs primates con 1a diferencia cue la

iscenzima C de estes animales reamrlaza a la iscenzima B Ael perro

(105) .
El ~rimcr nico de actividal hex~uindsica eluye ¢on una con=
centracién de KC1 de 62 iy rresenta una relacién de activi“ades con

concentraciones de glucosa Je 100 ¥ 0,5 mM (relacifn a/b) Ae




Ficura 1.

perfil Ae elucin de las isocenzimas fosforilantes
de cluccsa en el higadn de rerxrc.

Se crlrc? un extractn de hicadc rosultante de la
herogeneizacifn al 50 % de 5,2 o de higado en
Pris-icl 10 mM, 1 mM EDTA y 1 mM DIT o# 7,0.

1a crrmatrorafia se hizo en una columa de 20 x 0,9
cm o DERE celulesa (DE-52).

£l voluen de la craliente fue de 240 ml y se
colectaron fraccicnes de 2 ml. O-—-0: actividades
Aeterminatas ror el métadn radicactive; &-——9:
activifaces doterminalas mor el MSto I esrectro-
fotométricn utilizande una c-neentracifn de glucosa
de 100 mM en el melio de emsayo, — © graiente
Je concentracifn de KCl.

Para simrlificar la ficura no se miestran las medi-

cirnes Je rroteinas.
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1,03*%, 1o cual cstd de acuerdc con las caracteristicas de eluci®n
Ae 1a iscenzimn I en sste tirc de cromatoorafia. Tl secundio rico de
activifa? hexccuindsica cuc eluy: cn un? crncentracifn e KCL de
165 m}t rresenta una relacifén a/b de 1,2, valor caractoristico para
esta iscenzima. ¥l rico (e mayor actividad corres~onic a 1a cluco-
cuinasa, enzima ~ue eluye Je la columa con una concentracifn de
KCl de 240 mM, I2 isrenzim C, que ¢S iphibifa ror excesn de sus-
trato, nC sSe encucntra mresents en el rerxr.

De acucr» con cste perfil de elucifn las hexocuinasas
rerresentan un 20 % Ae 1a actividad frafotransferdsica, corresnon”
iendn aun 11 & e igrenzima 2y un 2 3 e isrenzima B. De un
conjunto de 12 Acterminacinnes de actividafes frsfotransferfsicas
on el himado de perro se ha encontrado cue las hexoouinasas repre~
sentan entre un 14 y un 20 % e la actividal fosfotransferfsica
total.

El perfil de clucifn de la ficqura 1 concnerda con 10s
rosultadns ~btenifes por Ureta (105): sin embarcd, Brewm et al
(10€) han Cescrito la rresencia de un sistema Az 5 iscenzimas fos-
forilantes de gluccsa en el hiado de vexrros bien alimentados, me-
Aiante tincién cde actividal frsfotransferisica en celos de almi””n
sesin la t&cnica Ade Katzen v Schirke (11). Sectin los autores,

cuatrc de ellas correspon’en 2 12s jscenzimas A, B, CyD ¥ 1a

* E] cucciente de las activilales mediclas a mbas concentracirnes
de sustrato se exiresa CT relacién a/>
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restante a una rroteina cue micra hacia el cftnn en la electrofo~

reslis.

B. FFECTO DE In DIETA EN LOS NIVELES DE GLUCOQUDNASZA DE LOS EX-

TRACTOS CRUDOS

Ictualmente se sabe cue la glucocuinasa Jde rata decae con una
vida media de 33 heras cuands 10s animales s mantienen en ayunas O
con una dieta lilre Jde carrhidratos v 1a enzima es infucida ror la
a‘ministracién ¢ cluccsa (20). IExisten también rruchas exerimen-
tales de cue la actividad e esta enzima en el higade de perro de-
rende de la copesicifn de la Ajcta (107) auncue no se han hecin
mayres estulics acerca Je 12 cin&tica de la inuccifn.

Fn oste estwlin se Jeterminaron 1as activilaes alucncuindsicas
y hexocuinfsicas ¢n el higado de pexros alimenta’los con unadieta
control, sobrealimontacos v ayunaos con el cbjetn A astablecer
alqunas condiciones Jiotarias ¥sicas mara chtener niveles altos
de glucoquinasa en el higado.

Pn la talla I se ruestra cue 1los nivales de dlucocuinasa por
gramo Jde tejidc @ lrs extractos cru'ns Je hizal» de rerros ali-
mentados oon la dieta control v 1os scbrealimentados, eran signi-
ficativamente sureriores ~ 1os niveles de aninales avunxlos. Icos
nivaoles mayores Je dlucccuinasa se cncontrarcn en los higados de
animales sobrealimenta’os, ILas variacicnes exrerimenta’as en los

niveles Ae hexocuinasas s™m siqnificativamente inferiores a la
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TABLA

I

Emcm:ﬁ:mmmmmmmsmmm

GLUCONUINASA DE mxrracTos (2 DE HIGADO

o preRo(?)
Namero de Glucocuinasa Hexocuinasa
Tratamiento
Preparacicnes mu/g tejido ml/g tejito
CQONTROL 5 897 + 315 182 + 64
AYUNADOS 4 125 + 32 82 + 29
COBREALIMENTADOS 8 1960 + 282 218 + 66
(1) Paraelnétododefxenaraci&lde los extractos, ver mis ade-

(2)

lante en ITI. PURIFICACICN DE LA

Ecujvale al nfmero de hicalos Ae rerroan los cuales se hi-

cicron diferentes extractos.
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considerable variacifn exrerimentadaan los niveles e la clucocui-
nasa de perros controles ¥ sobrealimenta’os en relacién 2 los ani-
males en ayuno.

bor otra rarte, los niveles de qlucorminas? ~or Oramo ‘e higado
de los rerros srealirenta’cs son mayrres cque 1os encontrados vara
12 rata ror algunos Autores (6,56,102,109), en tanto cue los nive-
les de los rerros alimentacdos con 1a dieta contrel no son sicnifi~

cativamente ciferentes a los que rresenta el nicado de rata.

TII. DURIFICACION DO LA GLUCOOUINASH DE HIGRADO DE PERRO

Los rrimerss estulics para lograr la rurificacifn de esta
enzima se hicieron utilizan’o técnicas crcmetorraficas de inter-
canlyin ifnicn v filtracifn en aeles de Serhadex. Se ensayaron tam—
mién en este estulio, miltirles mit~los alternativos que consistie-
ron en el uso e fraccirnamientos en las ctAras inicinles, varia-
cirnes cn la naturaleza e 10s métolos crrmatoogrificos (en cuantc al
tiro de eoluma, fusrza ifnica, THE de las solucirnes A2 elucifn) v
en cambics en la canticdad fe ~reteina cromat~orafiada, Tcs 10s
estulins realizados en este trabajo tuvieron ormo runtnce rartida

1a metidica de Barul y Niemeyor mars 1a ~urificacin “e la gluco-

muinasa de hicalo de rota.




Fn este trajo se looxd murificar la clucncuinasa e hicado
de perro, ohteniendo rreparaciones hrmoafneas sectn Aiferentes cri~
terics de rurezt.

n., ETAPAS DE LA PURTFICACION

1. Preraracifn de 1os Extractos Crwlos

Los hicados convenientemente lava’ns rrovenientes de Aos
~erros tenfan un reso arroximy’o de 1 Ho.  Iaeao e cuitarles 1a
vesfcula biliar y el tejido aliposo se trrzaan finamente y se tri-
furaan para sCX homoreneizalos en una juguera Marring Hlendor (1
minmuto 2 su mAxima velecidia?) . Fl herroeneiza®™ se hacfa al 50 %
on una solucién de fosfato de rotasic 10 mM ¥ 7,0, alucosa 100
m¥, EDIA 1 mit y 20 5 (srlucifn 1) ue tenia alemds KC1 0,18 M.
Todas estas ~reracirnes v las sicuientes etams de 1a ~urificacifn
sc efectua-an a 4°. 1o inclusifn de qlucosa, 2-E ¥ el XCl en la
solucién de los hamgeneizalns tenfa ror dijetn estabilizar la enzi-
ma oo se describird mAs anajc.

Fl1 ~# resultente del wmrgeneizado era de 6,5 - 6,7 ~or 1o
cual era necesari” ajustarlo en 7,0 con HH,0H Ailuito. E1 homoge-
neizado se centrifugaba a 1€.300 a (en una centrifuca Sorvall RC 25,
roter GSR), durante 40 minutrs. El 1fcuido schrenacante de esta
centrifusacifn se filtraba a través A2 lann e vidric rara eliminar

rrincipalmente la grasa y ge recentrifusaba a 78.410 g durante
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A0 minutos (en una centrifuca refricera’a Sninco, melo 1) O <
1f~uitr schrenalants de esta centrifugacifn, de un color rojo ¥
semitransharents, SE ~griraln cuida’nsaments con una jerinma ‘e
20 ml cue tenfa acdosado un terminal Je polictileno en 1la aquja,
cuifanfo de no ramover la cara Ae crasa, Fl oytractn crulo olte-
nice e esta manera (Fraccifn Sp) se utilizalns en las etaras de
rurificacifn cue se deseriben rara civtener la qlucocuinasa hen&-
tica.

Ia qlucoruinesa narece constituir un fajo rorcentaje de las
rrotefnas totales del higado (mencr cue un 0,01 %) (70), ce mancra
-ue desie el crmicnzo 72 este trabajo s2 hizo inrrescinli®le dis-

moner ce una metAdica cue rermiticra ryerarar el & acto inicial

a partir de la mayor masa de tejifn pesible. Fl mét~do cue arui se

ha descrito constituye el mejor resultado en cuante a activifad
asrecifica v roenlimient, e una sorie Ae estulics acerca 2 esta

ctapn Ce purif icacifn.

ac ensavarcn también otres mst~os con el £in de simmlifi-

e

car el rrocedimiento 72 purificacifn sin rbtenerse resultados favo-

rables. FPatre 1cs mitans ensayatosal 1ng extractosaules estan:

a) precipitacirnes fraccirnatas  con solventes crofnicos cam etanml

y acetona,
h) rrecipitacicnes por cambins Je i,
c) fraccicnamientns TOL calor, VY

) fraccicnamientrs sulfato Je amonin.
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Estos fraccionamientos se ensayaron en €l hrmceneizade, la

fraccién scohrenadanto de 16.300 g yen 1a fraccifin S ¥ solamente el

fraccionamiento cn enlfato de apvonio Ael sobrenatante e 16.300 g

+uvn resultados fay~rables 2l hacer un corte Jese 35 2 65 & e sa-

turaci®n con esta sal.
1a Adismiruci®n “e PH o™ 4cidn Ailuico desde 7 a 4,5 se tra-

fucia en la precig;itaciﬁn Ae una gran cantica® de rroteinas y par-

ticulas celularcs cuc rermitian nbtencr shrenadantes claros luem

As centrifugar a haja veloeidal. Sin emharao, al aumentar el pH a
108 valores usuales e 7,0 no se cbtenia una recureracin imortante
de 1la activida’, rerdiénfose entre un 75 2 un 80 % de la actividad

gluccruindsica inicial, en carbin 12 recurceracifn dela actividad

nexocuindsica era My surcricr (60-64 %).
Michrs Az cstos métodos se ensayarth aJam&s en los homngenei-

zans, fundamentalmente para evitar l1a centrifugacifn a 78.410 a

y asi disminuir el tiom de purificacifn, a1 centrifugar el homoge-

ncizado una scola vez a 16,390 ~. lunrue se lograba con estos méto-

drs chtencr wn 1fouido sobrenadante 1i~re Ae rartfculas celulares

luege de la contrifuracifn Je baja vel~ci®n?, lrs resultalosde ren-
“imiento y actividad esrecifica fueron sicnificativemente inferio-

res a los del métodn cae se ha descrito ms arriba.

2. Cromatoorafia de Intercarhis Ifnico en DEAE Celulosa

Alreledor de 700 ml de 1a fraccifn 7 se hacian pasar por una

columa de DEAE celulosa de 60 x 4,8 an rreviamente equilitrala con
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la sclucifn 1. Ia fraccifn Sy (700 ml) se hacia rasar por esta co~

lgma a medida cue se iban ~teniende frocciones de 140 ml del ex=
tracto. Despuss se hacia un lavado cen 1,5 1 de RCL 0,18 Men la
astrar las proteinas no retenidas o esa concen~

1as rrotefnas del ox-

solucifn 1 para arx
tracifn ‘e sal, cue corresprniifan al 95 % ce

tracto crw~ y entra ellas 1as hem~rotefnas visibles mor su colox

rojo, las hex~ruinsas y 1a E-Fosfoglucinico deghidrocennsa.

12 enzima se eluia crnectandn una gracdiente lineal de coneen-

tracién de KCl, rremaraca en 1a solucién 1, desde 0,18 hasta 0,75 M

KCl. E1 volumen total de la cradiente era Ce 3 1y s@ recogian

fraccirnes de 20 ml a un flujo arroximalo de 8 ml mor minuto. Se

necfa la actividad enzimatica y absorbancia a 280 nm en las frac-
ciones e¢luidas y se gseleccirnaban las cue tonfan mds de 2,5 unida-
des per ml (£ig. 2). En este conjunte selecciona’s se recuperaba al

56 + 5 % e la activita® clucoquindsica colocaa en la columa, valor

s 12 ~yenaraciones consecutivae. Ia activi-

=1

astimads sobre la Lase A

aa’ especifica rrometio Jel conjunto de tubns seleccionadns de estas

Treparacicnes era e 0,37 + 0,06 unidades /mg de rroteina se 1lgrata

una excelente rerreducihilicad en las diferentes cromatocrafias y un
on 1a actividad especificar

una oradiente lineal que diferia

auente de 51,3 veces
2l eluir la glucocuinasa con

de la antes mencionada solamente en 1a concentracifn méxima de KCl,

e era de 2,3 ¥, se ~tenfa un rendimient de 50 % para el conjunto

de tubos seleccionados (900-1002 ml), ccn una actividad especifica
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Cramtografia de intercarbin  ifnico del extracto

crudn (Sl) sn DENE-celulnsa

El extract~ cryl~ fresco que contenfa 1.144 unidades
de glucccuinasa y 142.000 mg de protefnas en 720 ml

se hizo masar nor una columa Jc DEZE-celulosa de

60 x 4,3 cm equilibrada con 12 s~lucifn 1, Ia columa
ge lavi om 1,51 A KCl 0,18 M en la s~lucin 1 v

se eluyd la enzima con una ~radiente lincal de 3 1
desde 0,18 a 0,75 M de ®Cl en la sclucifn 1 con un
flujo Az 8 ml/minuto. co cnlectar~n fracciones de

20 ml v se seleccirnaren aruellas fraccicnes indica-
Aas en la fimura.

En el conjunto de las fraccicnes inlicalas se recuper®
uan 64,3 % de las unidaces de glucminasa colocadas en
1a column y se ~htuve un? nreparacifn con und activi-

&l especifica de 0,41 unidades/mg.

53




OLXW DY —-——-
WU 0gzZ‘plounglosqy e—

_.E\wmnom_c: ‘PDPIALLOY o0

120

N° Fraccion

54




de 0,33 - 0,35 unidades/mg de protefna y e s€ locraba ohtener un
nico simétrico para 1a ~ctividad cnzimftica (110). FEs conveniente
recalcar cue cn el estulic de esta ctam cramatoréfica se reemplazd
el Tris por fosfatn de rotasio 10 mM en la sclucifn de elucifn, lo-
~rAnlose una mejor resclucifn de 108 nicos cromatoorfficos v una
mayor estahilidad de la rreparacifn. Iuexo, el ermlen de fosfato
en las soluciones s€ generalizé para la mayor marte del prncetimientn

de rurificacifn,
%, PRECIPITACICN FRACCIOHRDA QO SULFATO DE IMONIO

Bn un axcerimento en el cual se o€ una fraccifn de 30 ml del
alufn seleccionadn de la crrmatorrafia en DFRE celulosa y se hicie-
rcn precipitaciones fraccicnadas con sulfato de amniose chserv®
~ue gran parte de la rrotefna con actividad ~rocipitaka entre un 55
y un 80 % de saturacifn om esta sal (fig. 3). Dsta fraccifn corres-
nonde a un 58 % de la actividad inicicl del eluido seleccicnado de
DEPE celulosa, rerc representa un 32 ¢ (e la actividad total recuve~
rada en los diferentes fraccicnamientrs. Solamente un 39 & de las
rrotefnas del eluido dc DIE se encuentra en  csta fraccifn.

Fn los exrerimentns de fraccirnamiznts  oon sulfato de amrnin en
ol elufdo total de DERE celulosa se encontr® cue al fraccicnar en
dos etares, entre un 55 y 80 3% de saturacifn ccn la sal, 1a activi-
dad cue precipitaba scbre 87 % Jde saturacifn correspondia sflo al

4 % de la actividad inicial. Dehids a &sto se decidid utilizar el
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Ficura 3 Prociritaciones fraccicndlas con sulfato de arenio de

una muestra 7¢ cluido seleccirna’ de DENE celulosa

A una muestra de 30 ml de elu¥dn seleccirnado de la
croratrorafia en DOAE celulnsa con una actividad de
16,8 unicades v 52,2 m7 de rrotefnas se agreg” lenta-
mente v con agitacifn suave, sulfato de aronin sAlido
hasta alcanzar el yorcentaje de saturacidn indicad»
en la figqura.

Sedejére;nsarlasuspensi&xdurante 15 minutos y se
centrifug® a 16,300 ¢ ror minuto.

Las fraccicnes rrecipita’ias se disclviercn en 5ml

de KC1 0,3 Men 1a sclucidn 1 v se midié actividad

enzimtica (—) y absorbancia a 280 nm ().
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fraccichamientn entre 55 v 93 ¢ Je saturacifn, rese a (ue en la fig.

ap

3 ararece cue un fraccicnamient~ adecuadc hubiese sido hasta un 85 %
de saturacifn.

En el rrocedimiente total de rurificacifn sc agrecala lentamen-
te y con agitacifn suave, sulfat~ de amonio sélicdo al eluidn selec-
cicnadn de la crrmtoorafia en DEAR celulcsa, hasta alcanzar una
saturacifn de un 55 %. &e dejaba rerosar Aurante 30 minutns, se
ajustaca €l rH en 7,0 v se centrifugaba a 16.300 < ror 30 minutos.
21 scbrenadante sc agregaba de la misma manera, sulfate d¢ amonio
s21iclc hasta alcanzar un 80 % de saturacifn v se centrifucaha 30 mi-
nutos desruds a 16,370 g ror 30 minutos. Fsta fraccifn preciritada
ontre wn 55 y 80 % <le saturacifn con 1a gal se disolvfa en XC1 2,3 M
cn 1a solucifn 1 v se recurera’a alrededor de un 75 % ‘e la activi-
Aad el elufde selecciona’s de DENE celulrsa loorAnlose obtener una
actividad especifica e 0,62 uni’~les/fma.

Fn alcunns casos se cbservaa cue Jdesrués “c asta sequnda pre-
cipitacién, la mayor rarte 22 1la protefna floculaba desrués e cen-
trifugar sin cbtencrse un rrecinitadc cormacto. Este proidlema se
solucicnaha filtrano luego <l ~rocinitadn entre 55 v 87 % a través
de rarel Thatmann 22.

Esta etapa, auncue no rresentaba un factor e purificacifn con-
veniente (1,65 veces) resultaba ftil ruesto que rermitia concentrar
el elufdo de DEAE celulosa y mantenerlo hastante cstable Aurante al-

gunas samanas si se cuardaba congelado o a 47,
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4. Cromatografia e xclusién en Geles

El rrecipitado ~roveniente cel fraccicnamicnto entre 55 - 80 8
Jde sulfats de amonio se suspendia en 23 ml Jde KC1 9,3 Men la solu-
cifn 1 y se dializaba contra un litro de esta snlucifn cue contenia
yemés sacarosa al 50 %, AJurante una hora v media. Durante la di&-
lisis se cmrletaln la Cisolucifn del precinita’™ por la Aismima-
cién de la concentracifn de (1) 580;. I~ enzima, en un volumen ce
28 ml, se colocaha soihre una columa de 120 x 5 an de Sevhadlex G-100

rreviamente eilibra’a con XC1 0,3 Men la scluci®n 1. Ia muestra

civierto ~or 1a s~lucifn cmn 1a cual se ecuilikbrs, operacifin cue se
hacfa con ayuda J¢ una jeringa de 20 ml cue tonfa en su extremo un
terminal de rclietilenc. Ia elucifn de 12 enzima se hacia con esta
misma solucifn de cmuilibri~ anlican™ una rresifn hi‘lrostitica de
25 cm Ae acqua. Se colectaban fraccicnes de 8,5 ml con un flujo de
galida de 0,4 ml ~or minuto. En el elufde se melfa ahsorbancia a
280 m y activicda? enzimftica (fid. 4). Se seleccionaban las frac-
cinnes con una activica® surericr a €,65 unida’es mor ml v este con-
junto se Ailufa al A-ble con la s~lucifn 1 con el chjete de disminuir
1a concentracifén de KC1 a 0,15 ¥ necesaria para realizar la cromato~
grafia sicuiente.

Ias caracterfsticas mis schresalientes de esta etama cromatoord-

fica son la buena rerroducibilidal? y el considerable aurento en la

59




Fiqura 4 Cromatografiz en serhadex G-170 “e la fraccifn rreciri-

talh entre 55 v 80 % de saturaci‘n con sulfatn de amonin

Ia fraccifn enzimitica rreciritada entre 55 y 80 & de
caturacifn Je sulfatc de amonio se Misolvi® en 28 ml de
KCl 0,3 M y sacarosa 30 % en la sclucifn 1. Ia solucifn
cue contenfa 568 unicates de clucrcuinasa v 902 my de
~rtefnns se colec? schre una columa de Serhadex G-100
de 120 x 5 cm y las difercntes fraccicnes se eluyaron
con KC1 0,3 Men la scvl\x:iﬁn'l. Se colectarcn 8,5 ml
por tuto con un flujo de 0,4 ml ror minuto.

En el conjunto e las fraccirnes cue sC inlican se recu-
rert el 81 % de 1a ~ctividad colocada en la columa y

ge chtuvo una preparacién con una actividad esrecifica

de 5,2 unidades/c de rrcteina.
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activica? especifica, rue era de 8 veces en relaci®n a la etapa an-
terirr. FEn esta etar= el renlimientn era de 74,9 + 12,1 &, tomado
schre 1la base de 12 rreparaciones cue nresentaben una actividad es-
recifica pramedic de 4,25 uni‘lales/wr con una disrersifn de 0,95.

#1 alte rendimiento alcanza’o en las cramatrorafias en Serhalex
C-~170 es una rrucha de la estabilifa?t de la enzima Aurante la croma-

trgraffa que dervraha alrededor de 40 horas.

5. Cromatroraffa e Intercambio Ifnice en DERD Celulnsa (microora-

mlar) .

El clui?r del conjunto de las fraccicnes seleccimadas de la etarma
anterirr, desruds de diluirse al dchle con 1la solucifn 1 se anlicaha
selre una columa Ae DEAE celulosa (microgranular) de 35 x 2 aw, la
cual se halfa ecuililradoc con la solucién 1. Después de aflsorher
1a enzima se hacia un lavado con 200 ml de XC1 0,18 M en la solucifn
1 y se desarrollaba la cromatorraffa con una aralients lineal Je
concentracifn de KCl1 des’e 9,18 hast2 0,45 M KC1 en la solucifn 1.
£l volumen total de la qradiente era Ae 800 ml y se recogian frac-
cicnes de 7 ml ™r tubn a un flujo de 0,8 ml ror minuto., En el
elufdo se molfa actividad enzimftica, absorbancia a 280 nm y concen-=
tracifn de clorurc (£ic. 5).

Una vez chtenide el rerfil de elucifin se seleccionaban 10s tubos
con mds de 9,43 unidades mor ml (tulos 27 al 40) v se molia actividad

enzimdtica y absorbancia a 280 nm en el elui’n seleccirnaio.




Figura 5 Cromatografia en DEAE-celulosa microgramular del

elufdr seleccicnadn de Serhadex G-100

7l eluido seleccimna’~ de una cromatografia en Sephadex
G-100 con una actividad de 421 unidades y 82 mg de rro~
tefna en 185 ml se Adiluyd al doble con la solucifn 1
ysehiznpasargnrmxaoolmlaﬁeﬁxzan. Se lavs
con 150 ml de KCl 0,18 M en 1a solucién 1 y luego se
cluy® la enzim con uma gradiente lineal de 899 ml
desce 6,18 a 0,45 M de KC1 en 1a sclucifn 1.

Se cnleccaron fracciones de 7,4 ml y se seleccicnarcn
1as fraccirnes indicadas en la figura. [l conjunto
seleccicnado tenia un 61 % de las unidades colocadas
en 1a columa y una actividad esrecifica de 22,4
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El elufdr seleccinnadn en esta etama tenfa una actividal esre-
cifica de 23,8 + 3,7 unidades/my, chteniénirse una recureraci®n de
un 68,15 + 10,5 & v un factor de rurificacifn alao surerior a 4 en
relacidn a la eta-a antericr. ILrs controles Ae —ureza de este eluido
indicahan que rresentaba entre 4y 5 handas de rrrtefnas en aeles

de rcliacrilamida (ver fig. 9).

6. Ftaras Crematoqrificas Nternativas

El eluido seleccirmado do la cromatografia en DEAE celulosa (mi-
crogramilar) se¢ sawetif a dos -rocedimientos finales de rurificacifn
rara lograr una ~romaracifn hrmogénea, e de ellos crnsistis en
una crematngrafia de filtracifn j#Anica en colurmnas de DEAE Serhadex
=25 y el otro procedimients amleado fus la cromatografia de afini-
Aad en pecusbas columas de Serharnsa a 12 cual se habin ligado glu-
cosemina. Este dltimo rrrceflimiento ha sidn el ~ue se ha empleadn
mayormente en forma rutinaria rera la ohtencifn de la cqlucocuinasa.

6.1. Crcmatograffn de filtracifn ifnica

Esta etama consistis en una crematrarafia e filtracifn ifni-
ca en columnas Ae DEAE Serhadex (111) , sedfin 1la cual la enzima

se colocaa en la ooluma en eonlicicnes tales que 1a relacifn

Ae eoncentracicnes 72 KCl entre la selucifn Ae eruililrio, la

solucifn de la enzima v 1a eluci”n era: (KC1) solucifn de e~ui-
1itrio de la columa < (KCL) grlucién de 1la enzima < (KC1) solu-
cifn de elucién de la enzima de la columna. Irs cambics der"orne

centracifn de XCl se hacfan en un mismc medis cue oonsistia en
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fosfato de potasin 10 mM, EDTA 1 mM,glucosa 100 mM, 2-ME 5 mM
i 7,4 (solucifn 2).
las fraccicnes del eluifo selacciona’ de la crcmatrgrafia en
DEAE celulosa (microgramalar) se @ilufan al dohle con la solu-
cifn 1 con el chieto de disminuir la fuerza ifnica y luego con-
centrar la preraracifn. La concentracifn se hacia en una jerin-
ga de 2 ml con DEAE celulcsa y luege de adsorier la enzima en
esta resina sc elufa aumentando la concentracifin de ¥Cl a0Q,5M
en 1a solucin 1. Les estwlics en esta cromatrgrafia demostra-
ron cue se lograba separar la ~lucocmuinasa de sus contaminantes
cuan?~ las crndicicnes de concentracifn de KCl en la sclucifin
2 cran las siquientes: la columa se ermilitraba con G,15 M en
%Cl, la enzima se equilibraba en 7,25 de KC1 vy la elucitn de la
gluccruinasa se hacfa con 7,35 M de RKCl en 1la solucién 2.
El elufdo de 1la etaa 5, concentra’s en DEAE celulosa (4 ml) se
equilibraba hasta §,25 M de XCl en 1la scluci®n 2 mediiante una
Aiflisis v se colocaba schre una columna de 87 x 1,5 cm Je DEAE
Serhadex A-25 rrescuilibrada con %C1 0,15 M en la solucifn 2.
Ia protefna con actividad glucocuindsica se eluia con KC1 0,35 M
en la solucifn 4, con un flujs e 8 ml/hora y se colectaban
fraccicnes e 1 ml a las cuales se media actividad enzimidtica
y absorbancia a 280 nm.
En la fiqura 6 se chserva rue existe una correspondlencia entre

el pico de actividad enzimitica y un nico de rroteinas. El




conjunto de las fracciones del eluido donde anarece la mayor par-
te de la activifad enzimftica (indicada en la fiqura) rresenta
una activida? esrecffica de 76,2 unidades/mg legrin‘ose recupe-
rar en esta otam el 43,2 ¢ de la actividal en relaci®sn a 1a
ctara antericr (datos cbtenidos e un total de 4 nreraraciones).
Mediante el em-les de esta etara dentre del procedimiento e
rurificacién total de la glucccuinasa se lgraba cbtener 1,1 mg
de una enzima 9.640 veces purifica’a con una recuperacifn  de
4,4 % en relacifn a la activida® inicial (tabla II) 1 Bro-
tefna chtenida correspende a la glucoquinasa seglin el método de
Aeteccifn de la actividad glucorminfsica en geles de poliacri-
lamicda v rresenta alemfs una banda ror tinci®n de rroteinas en
qeles de roliacrilemida 2l 7 % (fig. 10).

De acuer?®r cen la secuencia de etamas sefialadas, la purifica-
cifn total Ae 1la glucruinasa se eommletalbn en 8 o 9 dfas, Como
la qlucccuinasa és una rrotefna cue se encuentra en may haja
nrororcifn en relacifn al total de las protefnas del higado y
los estudins 7o caracterizacifn estructuralssi camo la prepara-
cifn Jde anticuer~s contra la enzima requieren de varios milf--
gramps de 1a gluerquinasa, se decidlid buscar un método mis sim-
rle, ré&pio y en el cue se ~htuviera mayr rendimiento rara ser
Adesarrcllado en forma rutinaria.

Los primer~s estudios en la cramatografia de afinidad dieron re-
sultados rromisorios que abriercn las puertas hacia la utiliza-

cifn sistemfticn Ae esta t8cnics crematrarafica rara los fines
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Fiqura 6 Crrmatograffa de filtracifin ifnica en columa 2 DEAE
Sephatex del eluido seleccicnado de la recrrmatorraffa

en DERE celulnsa.

Fl elufdo seleccionade de la recromatngrafia en DEAE
celulosa se concentr® en una columma de 2 ml de DEAE
celulesa segfin se indica en Resultados. Ia rreraracifn
concentrada (4 ml) se equililr® con XC1 0,25 Men la
solucitn 2 v se coloo® schre una columa de 80 x 1,5 em
de DEAE Serhadex A-25 ecuilibrada con ®Cl 0,15 en 1a
solucién 2. ILas protefnas se eluyeron con KC1 0,3 Men
1a selucién 2 colectdndose fraccicnes e 1 ml con un
flujr de 8 ml/hora. En las fracciones se midis activi-
AnA enzimStica (0) y absorbancia a 280 nm (9).

En el conjuntn de las fraccimmes indicadas se recurer?
un 24,5 ¢ de las unidades de glucocuinasa crlocadas en
1a columa y se ctuvo una preraracifn con una activi-

fad esrecifica de 76,2 uni‘ades/ng.
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expuastos.

6.2. Cramatografia de afinidad en glucosamina acorlada a Serharosa

Se utilizala glucosamina como ligando en la matriz de afinidad
ruesto que este aminocazficar puede unirsc A la qglucoruinasa
comrertinicse comn inhibidor competitivo con respecto a glucosa
siendo su Ki = 8 x 107° m (112).

Ia Serharosa utiliza’a era del tirn CH Sepharosa 4B y tenia
unice covalentemente a la matriz el dcido §-aminchexanoico.
Este lican®o es tambign un inhibideor comretitivo en 1la reac-
cifn de la clucrcuinasa cuando se encuentra libre (72) vy

tiene una Xi similar a la de la gqlucosamina lilre. Fl gel de
qlucosamina ligado a Serharnsa se M eraraln mediante una re-
accifn de formacifn e una unifn amidica entre el grurc amino
de la qlucosamina y el cruro carboxilo del 8cio aminphexa-
noicn, seqin se descrihe en METODOS.

Ios estwlins rreliminares para establecer las eondliciones rara
1a cromatograffa de afinidad lograron domrstrar cue la enzima
sz retenfa en la matriz de glucosemina ligaca a Serharosa y cue
las condicicnes mds arropiadas consistian en  ecuilibrar la cc—
luma e afinidad y hacer nasar la enzima en un medin crue con-
tenfa Tris-HCl rH 7,2 20 mM, EDIR 1 m, 2-ME 5 nM (splucifn 3)
v KC1 con una concentracifn inferior a 120 mM, ILuecgo se encon-

+rd cue una concentracifn de XCl de 30 mM era la mis arroniada

ruesto cue remmitfa 1la retencifn total de la enzima nroveniente
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del elufie seleccicnads de la etapa 5 a la vez cue facilitala

1a elucifn de alcunas protefnas contaminantes cue no se rete-

nfan en esas condiciones de fuerza ifnica.

Fl elufo seleccirnads Ae la recr-matngrafia en DEAE celulcosa
| se hacfa pasar ~cr una columa e gluensamina unicda a Sepharcsa
1 de 8 x 1,5 cm, rreviamente ecuilitrada con un volunen icual a
8 veces el volumen de la cclumna, e snlucifn 3 en KC1l 50 mM
v se elufa desrugs de acuerdo a la sijuiente secuencia de

etaras:

el

a) la columna se ecuilibraba cn KC1 50 mM en la sclucifn 3,

| hacien» pasar un volumen ~e esta solucidn icual a 8 veces
el volumen 72 la columna,

b) el elufdr seleccicnado de la etama 5 se eruilibraba en KCl
57 mM en 1a solucifn 3 mediante una Aiflisis de 4 horas en
esta solucifn con 3 cambins de 2 1 de solucifn. Al ecuili-
hrar 1a enzima en este mxlic se retiraba la ¢glucosa y el
exceso de ECL ~ue impedfa la retencifn de la glucocuinasa
en la columa de glueosamina ligada a Sepharosa.  Un rroce=

Airdent- utilizac en los rrimeros estulicos de esta cromas

e ——

{ trgraffa crnsistia en concentrar el eluido scleccimnad, de
J 1n 5a etama hasta 4 ml mediante €l usc de una columna de

- 2 ml de DEIE celulosa y desrués se colocaba sobre una colum-

| na de Serhadex G-25 ecuilibrada con XC1 50 mM en 1la solucién

3 eluyén’ose la enzima con esta misma snluci®n., ILa rroteina
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c)

d)

e)

con activifad enzimdtica se clufa con un valor de K, diferen-
te del de cluersa y el KCl en exceso, m™r 1o cue era rosi-
ble serararla de estas moléculas,

12 enzima en un volumen e alrededor de 150 ml (Cesrués de
1a diflisis) se hacfa masar ~or la columa de glucnsamina
ligada a Serhar~sa,

se lavaa la columa con 4 volfimenes de KC1 0,1 M en la so~
lucin 3. Este lavado tenfa por ~hjeto retirar las protef-
nas retenidas inesrecificamente Aurante la etarma ¢) de
esta cromatocrafia v facilitar 1a elucién postericr de la
enzima,

se elufa la rrotefna con actividad glucocuindsica e glu-

cosa 0,3 M en la snlucifin de lavadn.

Fn las fraccirnes eluffas en las ‘iferentes etaras de la croma-

matica.

trgrafia de afinida? se melfa abscrbancia a 280 mm y actividad enzi-

Fn la figura 7 se ~hserva la elucifn e una familia de rrotei-

nas no retardadas en la matriz “e afiniad durante la entrada de la
rreraracifn a 1la columna, én tanto cue una fraccifn imrortante de
las rrctefnas crrmatografiadas se adsorbe y sclamente eluye al au-
mentar 1a concentracién de XCl a 0,1 M en la solucifn 5. Con RC1
0,1 M eluye también entre un 10 y un 20 % de la actividad glucori-

nisica, lo que derende de la cantidad de nroteinas cromatografiadas.
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Figura 7 Cromatocrafia en columa de glucnsamina ligada a

Serharnsa del eluido seleccicnads de la cromatografia

en DENE celulosa microaranular.

El eluide seleccirnado de lacrrmatocrafia en DEAE
celul~sa cn 257 unidades e qlucomiinasa v 12 mg de
rrotefnas en 132 ml se ecuilibr® en KC1 50 mM en la
solucidn 3 v se cnlocS scbre 1a columna de 8 X 1,5 am
de Serharcsa-qlucosmmina. Ia columa se lavd sucssi-
vamente con KC1 50 mM (flecha 1) con 100 ml cde KC1

100 mM (flecha 2) y se eluyS la enzima con KC1 100
mM glucosa 300 mM (flecha 3). Finalmente se hizo
ragsar KC1 1 M (flecha 4). En tohs los casos las solu-
ciocnes e sal y/~ glucosa se pyerararcn en solucifn 3.
Se cnlectaron fraccimnes de 2,8 ml a un flujo de C,9
ml/min. Fn 2l eluf’o seleccimna’s de esta crrmatogra-
fia (tulos 64-~72) se recurer® 52 $ de la actividad del
eluf’o seleccicnado de la etama anteri~r y se obtuvo
1,5 m7 de cluerminasa on una activida? esrecifica de

88,8 unilades/mg.
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Una tercera zona de nroteinas corresronde oon la zona de elucifn de
la actividad enzimStica y amarece una cuarta zona de baja concentra-
cifn de rrotefnas cue corres~nde a las rroteinas muy fuertemente
adsorbidas v ~ue sclamene eluyen al agregar KC1 1 ™ al tamrn de
elucifn.

De acuerdc a este rrocelimiente cromatrorafico se obtiene 1,5 mg
de la enzima con wna actividad esmecifica ¢ 83,8 y un ren’imiento
de 11,7 &, logrfniose aumentar la actividad esrecifica en 11.0293
veces en relaci®n al extracto inicial.

En la tahla III s2 resume el método de rurificacifn-cue utiliza

1la cramatograffa en la matriz de cluorsamina unida a Sepharosa.

Un estwio para establecer las condicicnes de elucifn de glucomi-

nasa, de la matriz Je glucosamina-Serharosa revels cue la enzima
se ruede eluir tamhién mediante una gradiente de clucosa desde €

a 0,75 M en 1a solucifén de lavadn. Se emrleaha una aradiente lineal
de 400 ml y se lograba retirar la enzima cuan’™ la concentracifn Ade

glucnsa era de 0,15 M. En reemrlazo de glucosa es msible eluir la

enzimn con XCL 1 M desruds del lavado descrito en @), rern se cbte-
nfa una preparaci®n de menor actividad especifica ~ue la del métoo
descrite arrila. Cuan’c la qluerrminasa era elufda ~or etapas, con

eoncentraciones crecientes de clucosa s2 recurerd la mayor rarte e

la actividad al eluir con qlucnsa 400 mM (113).
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Con el Abjeto de estuliar la naturaleza de la interacci®n entre
la glucocuinasa y lamatriz derivada de glucosamina se cnledd la
enzima proveniente (e una rreparacifn de la etamn 4 previamente ecui-
librada en la sclucifn 3 con KCl 50 mM, sobre una columa de CH-Se-
rharosa 4B a la cual no se hahfa ligads gluensamina. Ia qlucoruinasa
no se retuvo en la matriz rasando sin retardo junto on la mayor rarte
de la proteina. El lavade con KCL 0,1 M en la solucifSn 3 pricticamen—
te retiraba muy roca rrotefna con actividad gluencuingsica y ésta era
casi despreciable al colrcar glucosa 3,3 M en la solucién de elucifn.
Este experimento y la elucién esrecifica de la glucocuinasa con qlu-
cosa C,3 M en la solucifn de lavado son nruehas experimentales de
mie la enzima se une 2 la glucosamina en la matriz de Serharosa-glucH-

saminAa.
B. METODO ABREVIADO DE PURIFICACION

Se realizaron estulios rara lograr lamurificaci®n de la glucorui-
nasa mediante cromatograffia de afinidal de rreraraciones enzimsticas
rrovenientes de etara de mencr murificacifn cue el elui do seleccio-
naco de la crrmatografia en DEAE celulosa microgranular. Ieos resul-
tados e estos estudios indican cue la glucoruinasa se chtiene en
forma rura luego cue el elufds seleccionado de la etapa de Serhadex
G-100 se hacia rasar rpor la crluma de afinidad v se elufa la reotef--

na con actividad glucoouindsica de acuerdo al m8todo descrito arriba.
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Para realizar esta crrmatoagrafia se ecuilibraia la mitad del
eluido seleccicnado de la etama de Serhadex -100 (75 ml) en la so-
lucisn 3 con KC1 50 M v se hacfa pasar ror la columa de gluccsamina
unicda a Serharcsa (8 x 1,5 can) oreviemente eruilibrada en esta solu-
cifin, Desrués de lavada con 30 ml de XC1 100 mM en la scolucifn 3 y
rosteriormente se elufa la enzima con glucosa 8,3 M en la snluci®n 3
con KCL 100 mM (fic. 2). Imege se reretfa este rrocedimiento con la
otra fraccisn de 75 ml del eluids de la etara de Serhadex G-100.

En el elufde del lavado se retiraba el 66 % de las rrotefnas
colocadas en la columa y una fracci®n no surerior al 19 & de las
uniflades de gluc~muinasa colocada. El eluidn seleccionadn de esta

cromatograffa (fracciones 58-6G4) mresentaba una actividad esrecifica

~

de 82,5 unidades/m7 de rrteina (rromedio de las Aos crrmatngrafias)
y se lograba recurerar un 64 % de las unifades de enzima colocadas
en la columa.,

Mediante este métodr abreviado se lograa obtener 2,1 my de alu-
corminasa oon un rendimiento total de 14,8 2.

La gran ventaja cue ofrece este método abreviado es la Aisminu-
cifn de tiamo y la simplicidad del método al surrimir la recromato-
grafia en DEAE celulnsa (etara 5).

Esta crematografia de afinidad en el mStylo abreviadn ruede sim~
plificarse si se logra disminuir la eluci®n de rroteina con activi-
dad enzimdtica en el lavadn, 1o cual poxiria hacerse por una parte,
modificando la fuerza ifnica de las sclucicnes de lavado y elucién

y ror otra, awmentando el tamano de la columa rara cromatografiar
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CURDRO RESUMEN DE LOS METODOS ALTERNATIVOS USADOS PARA PURIFICAR

Homogeneizado
Centrifugacién a 16.300 g
1 Y luegn a 78.410 g

Extracto crudo

Crcmatografia DEAE-
2 celulesa

A 4
Eluicle seleccicnado DEAE-calulosa

Precipitacifn con (NHy) 580,
3 al 55 % y luegn al 80 % saturaciZn
W
Fraccifn —reipitada (NE, ) 550,

(0,55 - 0,80)
4 Cromatografia Serhadex G-100

%
Eluido seleccionadn Serhadex G-100

_ Cromatografia Cromatografia Serharmsa~gluco-
5 | en DERE~celulosa JSa* samina
(microgranular) '
Eluidn seleccionado Serharosa-
4 ! olucosamina

Elufde DEAE celulcsa

(micrngranular) :
Cromatograffa en Serharosa-
Cromatografia en glucosamina
6.1 DEAE-Serhadex
6.2*
Eluio seleccionado Serharosa-
Elufdo seleccionadn glucosamina

DEMAE Serhadex

* Ios métodns con 1os procedimientos alternativos 6.1 v 6.2yel
métedo abreviado 52 se efectuaron utilizando la totalidad da 1a
rreparacifn en las diferentes etapas de nurificacifn.
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Figura 8 Cromatooraffa en columa de Sepharosa-gluccsaming del
elufde seleccicnado de Sephadex C-100

Una alfcwta del elufdn seleccirnade de la etara Sephadex
G-120 (75 ml) c~n uma actividad de 122 unicades v 33 mg
derm'oteimssedializﬁcontra3x2ldem150nﬂen
lasolucjﬁn3ysecolocﬁsobremacolumade8xl,5
m de la matriz de Serharnsa-glucosamina., Se 1avd oon

80 ml de KC1 100 mit en la solucién 3 (flecha 1) v luerp
se eluy® la enzima con qlucosa 300 mM en 1a solucifn

del lava’~ (flecha 2). Se colectaren fracciones de 3

ml a un fluio de 0,9 ml/minutn., =1 conjunte de las frac-
ciones seleccicnadas rresentaia una actividad asrecifica
de 99,5 unidades/my y se recuperaba cl 64 % Ao las uni-

dades de gluevuinasa oolecadas en 1a columna,
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una mayor cantidacd de rrotefnas, ruesto cue 21 elufds selaeccionado
de la etapa de Serhadex G-177 tiene cerca da 7 veces la cantifad de

nmtefnas del elufds de 1a recreratocrafia en DEAE celulosa.
C. TIEMPO EMPLEADO BN LA DURIFICACION DE I GLUCONUIIRASA

El tiempo emnlead en ¢l desarr-lls A2l métodn cue utiliza la
cromatografia de afinidad era de 7 dfas. Tl nrocedimientr se co-
menzaba con s higados de rerro (arrx. 1000 g en total), les cua-
les se ~btenfan ol mism Afa -ue se comenzaia 1a murificacifn., Du-
rante cl rrimer Afa se realizaba la »reraracifn 7= los extractrs,
lueco se hacfan rasar ror 1a columa de DEAE celulnsa. Durante la
noche se camrletava el lavaro con XCL 0,18 M en la solucidn 1 y 1a
2lucifn de las rr~tefnas ~dscrbicdas en 1a columa sz hacfa Aurante
el sequndo dfa. En la tarie A=l secunco dfa de trabajo se hacia el
fraccionamiento con sulfato de amnic.  La disclucidn el rrecinita-
do y la cromatorraffa de filtracifn en Serhadex se realizaha Jurante
2l tercer v marte del cuert- Afn Yy en la mafiana el cuint~ @fa se
mezclaban las fracciones Ao may~r activifad e esta cromatografia v
el conjunto 2 ellas sc hacfa rasar ror la columa de DEAE celulosa
microgranular. Fn la tarde el sexto Afa se seleccirnaban las frac—
cicnes con la mejor actividad Ael elui-“’;‘ﬁ ‘e esta cromatograffa v el
conjunto de Estas se dializaba rara realizar 1a crematografia de

afinifadl durante 2l sér~timo A1a,
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Quandc no  se efectuaba la cromatcgraffa en DEPE celulnsa micro—
granular, el rmocodimient~ Ae —urificacifn se mfa cmrletar sola-
mente en 5 dfas obteniéndnse wna clucomiinasa rura, disrcnible rara

estudins ulteri-res.

D. VENTAJAS DEL METODO OUE UTTLIZA LA CROMATOCRAFIA FM LA MATRIZ DE

SEFHAROSA CLUCDSIMINA

Los métodos ‘e ~urificacifn descritos en este trabajo a la vez de
simplificar la metAdica de Grossman et al (7€) nara la enzim de rata
rexmiten cbtener 1a enzima mura en la tercera rarte del tiemro em-
rleado mor estos autores.

En relacifn a 1ns métolos rropuestos en este trabajo rara la mari-
ficacitn de la glucoruinasa de rerro, resulta mis conveniente ol mé-
todn que utiliza crometografia on 1a matriz de Serharmsa agluccsamina,
Ia purificacifn mefisnte el emrlec de cromatoorafia en Serharosa
glucosamina ruede crmpletarse en 7 Afas, 1o cual ruede reducirse a
5 si se emlea el métode abreviadn: en carbin el método alternative
de la crluma de DEAT Serhadex romuisre d2 dns ~fas adicicnales de
trabajo a la vez que resulta mis crmplejo técnicamenta.

Il mStedn de la ccluma Je Serharcsa glucosamina permite ademss
obtener las mayores actividades esrecificas a 1a vez ~ue rendimien-
tos alrededor o 2,5 veces surericres al mStode de 12 columa e

DEZE Serhadex.




E. CONTROL DE PUREZA DE LAS® TREPARACIONES

Fl control fe pureza de las diferentes rreparacicnes obtenidas
en 21 estuio do 1a -urificaci®n de gluc~ruinasa se realiz® meiiante
electrcforesis en aqeles de poliacrilamida mor el métodn de Devis
secin se descrihi® en METODOS. Esta t8cnica se utilizd com contrnl
de pursza de las rreparaciones rrovenientes de las Adiferentes etapas
del procedimiento de rurificacifn descrit~ en este tratajo. ™™ la
ficura 9 se ilustra la disminuci®n en el nGrero de Dandas en geles
de roliacrilamicda a medida cue se rroaresa en la rurificacifn,

La nreraracifn ohtenida mediante el rrocedimiento cue utiliza la
crematografia de afinida? rresenta una banda derroteinas sedfin el
criteric de electrofrresis en aeles de ynliacrilamidda al 7 v 10 &
(fic. 11). 7MAdemfs, ctra caracteristica de csta —roreraci®n es la
constancia an 1a activida? es—ocifica en las “iferentes fraccinnes
del elufdo cramatrqrafice donde ararece la actividad (ver figs. 7 y
8). la mureza de esta rrerarnci®n se confirma al hacer cmles al 10 &

de acrilamica en rresencin A2 urea comagente desnaturante, cbser-

T
X

ary'a fndeca ez similar a la

1

vindose adanfis cue 1a mirracifn ‘e estn |
de la Danda cltenida en geles al 10 2 de acrilamida sin la rresencia
de este agente desnaturante (fio, 12). Ia clectrofcresis en rresencia
de SDS como agente desnaturante, utilizan'o geles al 5 $ de poliacri-
lamidla permiti® denvstrar tambisn 1a rresencia de wna Gnica Landa

(fir. 12). Ia existencia de una esrecie molecular con un runte
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chservada en los exrerimentos e electyofo-

5

iscel&ctricn de 5,1
calizacifn en geles de poliacrilemi’a (ver fic. 23). Fl cnijunto de
estos rosultads hacen posille establecar la ~ureza ce esta nrepa=
raci®n.

La rreparacicn obtenida ror el métrdo cue utiliza DERE Serhacdex
en 1 Gltima otamn se mresenta tamiién come una rreparacifn himogénea
sebre la hase del criteric de electroforesis en celes en rresencia y
ausencia de adentes desnaturantes (fic. 10) v por el criterio de ac-
tividad esrecffica constante en las fraccimnes del eluido cromato-
aréfico donde ararcce la actividad, La preperacifn obtenida ror el
métod alreviad~ de 1a cromatoorafia de afinida? tambidn presenta
una handa de mrotefnas mediante electroforesis en celes de nolia-
crilamica en rresencia v Ausencia de urea 2 M crmr arante desnatu-
rante. Se ha calcular ademds mue la actividad esrecffica nromedin
Ae las Aiferontes fraccirnes Amfde zluve selectivemente la glucocui-

nasa es de 73,5 + 14,1 unidades/mg de rrotafna,

F. TINCION DE ACTIVIDAD ENZDMATICA TN GEIES NE NOLIACRILAMIDA

La demostracifn de e la banta nresante en lns celes de neolia-
erilamifa corresende a la clucocuinasa se obtuvs ror tincifn de 1a

actividad enzimStica en geles. Se loord identificar una banda de
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rrotefnas cue corresponde con la handa Shtenida ror tincisn de la ac-
tividad enzinftica, en geles de roliacrilemi®a al 10 & cesruls Ao
una electroforesis en las eondiciones descritas on METODOS (€ic. 13},

También se loorR detectar actividad enzim$tisa —r tincifin en
geles usandlo rreraracirnes semirurificadas.

Se hicierrn muchos intentos mara extraer 1a rrotefna oon activi-
dac. gluerquinisica de celes nh tefidns desmuls ‘e electrforesis de
rreparaciones semipurificadas Je la enzima, Se 1~ord detectar una
kanda e clucoruinasa mediante Actorminaci®n espectrofctométrica de
la activida? del elufs de und e 1ns trozos del tel, rern se recure-
raba menos r’;l 10 % de 1a activica® colocada. Fstos eluifns se ~rte-
nfan luego de incubar los trozes de ol trituredns y rosterior £il-

tracifn del licuido de incubneifn (114).

IV. CARACTERIZACION DE LA GLUCOQUINZSA DE HIGADO DE PERRO

Ia enzim rura se caracteriz® en relacién a sus rroniedades
fisicomifmicas, estructurales v cinéticas. Se estudiar-n la estahi~
licdad t€mica, 1la resistencia a arentes Aasnaturantes, caracteristi-
cas espectrales, tamafo y forma Je la enzima, el ~unto is~eléctrico
v se abtuvh informacién en relacisn a 1a crmonsicifn de aminnfcicdes,
las carecteristicas e los grurcs sulfhidriles v la estructura cua-
ternaria. Se estudiaron ademfis almmas caractorfsticas cincticas

H4sicas.
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Figura 9

Electrofrresis en celes de reliacrilamica de rreraracio-

nes de diferentes etaras del métn de murificacifn,

Se prepararon geles con acrilamida al 7 & senlin se des~
cribe en METODOS (E) y las rwotefnas convenientemente
dializadas contra la s~lucifn de electroferesis eon
sacarcsa al 60 % se colocaron sore los celes rara hacer
electroforesis en las eondicicnes indicadas en METODOS.
Ins celes muestran las bandas de rrotefnas tefiidas eon
Amido Schwarz al 0,2 %. R, Gel de mliacrilamida des-
rués Je la alectrofrresis de la rreraracifn nroveniente
ce la cromatooraffa en DEIE celulosa (160 ur). B. Gel
Ae rrliacrilamida AesruSs de la electrofrresis de una
nreparacifn rroveniente de la cromatografia en Serhadex
G-100 (160 ug). C. Gel de roliacrilamica ‘esrués de
electroforesis de una rreraraci®n rroveniente Ae 1a cro-
matocrafia en DEAE celulosa microgranular (100 uo) .

D. Gel de roliacrilamicda desrués dela electroforesis
de una rreraracifn de la cromatooraffa en Serharcsa

glucosamina (70 ug) .
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Ficura 10 Electroforesis en geles de poliacrilamida de la
glucoquinasa cistenida por el método cue emplea la

crcratorraffa en DEAE Serhadex.

L. Electroforesis de la enzima (160 uc) en oeles
con acrilsmica al 10 % sedfin se Jescrie en METODOS
(). B. Electroforesis de la enzima (%0 ug) en
geles con acrilamida al 7 % segfin se describe en
METODOS (E). C. Electroforesis de la enzima

(100 ug) en geles o acrilamida al 5 % y SDS 0,1 &
segin se describe en METODOS (C).

Las flechas indican la rcosicifn del colorante de
referencia des~ués de la electrnforesis.
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Figura 11 Electr~foresis en celes de poliacrilamicdla de la
clucoruinasa chtenicda ror el métde rue utiliza

la cromatoorafia en Serharosa dlucrsamina en dos

condiciones exrerimentales Adiferentes.

A. Electrofrresis de la clucoquinasa (169 ug) en
geles con acrilamicda al 10 % setin se describe

en 'ETODOS (H). B. Flectroforesis de la cluco-
cuinasa (120 ug) en celes e roliacrilamicda al 7 %
seqn se describe an METODOS (E).

Dehajo de esta ficura se muestra la curva censitomé-
trica realizada a 550 nm en un Gilford.
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Ficura 12 Electroforesis de la glucoruinasa en qeles de

roliacrilamica en rresencia de agentes desnatu-

rantes.

A. Electroforesis de la alucruinasa (200 ug)
obtenida por el método cue emplea 1a crematograffa
en Serharosa-clucosamina, en geles orn acrilamida
al 10 % y urea 6,2 M. Ia electroforesis se realiz®
en las condicirnes indicadas en METODOS (F).

B. Electroforasis de la aqlucruinasa (160 uq)
obtenida por el mStode que emrlea la cromatoqrafia
en Serhamsa—rlucosamina, en geles con acrilamida
al 5%y SDS al 0,1 %, secin se describen en
METODOS (G).

Debaje de las ficquras cn el oel se rresenta la
curva densitrmétrica obtenida ror medicifn de

alsorbancia a 559 rm.
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Figura 13 Electrofcresis en geles de moliacrilamida para

tincifn de la actividad qglucoruinfzica.

ILa gluccruinasa abtenicda por el métdn cue amlea

la cromatoorafia en Serharcsa glucnsamina, se

cdializ® convenientemente contra la sclucifn “e electro-
foresis, se coloc scbre geles eon acrilamica al 190 %
y se hizo electroforesis seqfin se descrilxe en METODOS
(H). 2. Gel de poliacrilamida desmués de la elec-
troforesis de la enzima (140 uy) y tincifn con amidn
Schwarz al 0,2 2. B. Gel de poliacrilamicda después
de la electrofrresis de la enzima (5 ug) y tincidn de
la actividad qgluc~cuinfisica ror el métrcdo de Schimke
(11) con el medio camrleto de reacci®n. C. Gel de
poliacrilamida desruBs de electrrforcsis de la enzima
(5 ug) y tincién de la actividad glucoquinisica ror

el méto’o Ae Schimke (11), sin ATP en el meclio de
reaccifn.,

Las flechas indican la resicifn del colorante de refe-
rencia cue ne desaparece Jdespuds de la tincifn ror

el métlo de Schimke (B v C).
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I, ESTABILIDAD DE LA GLUCOQUINASA

1. Estabilidad de lros Bxtractes Crudes

Una de las nrincimales dificultades cue han aparcecido al
intentar purificar la gluccruinasa de diferentes fuentes ha sido 1a
gran inestabilicacd de esta enzima en las fraccinnes crudas atin en
presencia de moléculas rrotectoras de la actividad., En los comienzos
de este trabajo se utilizaba, lueqo de la abtencin de los extractos,
una etapa adicimnal en la cual se mezclaba la rreraracifn enzimStica
con Carboximetil Serhadiex bmsade en estudios hecheos en el laborato-
rioc cue Jdemostraban cue esta etara lograba aumentar consicderablemente
la estabilidad dz la enzima al eliminarse un conjunto de rrotefnas
intercambiadas. Posteriormente se decidlis rrescindir de esta etapa
al loorar un aumentn notable en la estabilidad de los extractos, ha-
cienco el hamogeneizado en presencia de fosfato de rotasin 10 mM
o 7,0 y KC1 0,12 M adlem8s Je clucosa 100 mM, EDTA 1 mM y 2-ME 5 mM,
El KC1 a la vez que rrotege la actividad pemite una mavor y mis ré&ni-
da aglutinacifn de partfculas celulares y alqunas rmtefnas durante
las centrifugacimnes iniciales.

Ia medicifn de 1la estabilidad de los extractns a 4° resultd im-
rrescindible debicdo al largo tiemre (cerca de 16 horas) cue demoraba
la cromatografis de ellos en DEAE celulosa. Un estulin de la esta-
bilicad de la fraccifn S; a 4° demnstrd cue la actividad gluercuin&-

sica dismimuy® a un 24 % despuds de 7 dfas de incubaci®n a esa
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tamperatura, en tanto cue la actividad de las hexocuinasas Aisminuy®
solamente a un 45 2 (fic. 14). 21 incubar a 4° la fraccifn 5y Ailui-
da 10 veces se chserv® ~ue la actividad decafa s~lamente 2 un 63 &
en 7 fas (fig. 14).

Una explicacifn rosible de este hecho reside en suroner que la
inactivacifn de los extractos se dela rrinciralmente a la accifn de
nroteasas inesm&ficns cuya actividad disminuirfa al mantener dilui-

0 el extracto.

2. Estabilidac de las Premaracicnes de Mayor Purificacifn

Ia glucoruinasa de higado de rerro es relativamente estable en
presencia de gluoosa, 2-ME y KC1 en la solucién de fosfato 10 mM rH
7,0. Las preraracicnes rrovenientes de las cromatooraffas en Serha-
dex G-100 y DEAE celulosa microgranular no rerdfan actividad durante
dos semanas cuando se quardaban a 4° en el mismo medin en cue fueron
elufdas (con gluccsa, XCl y 2-MF) y la actividad bajaba sBlo a un
75 % desmés e un mes.

Al no estar rresentes en conjuntc, la glucosa, el 2-ME y el KC1,
la actividad exrerimenta una caida abrupta cuando la enzima se in-
cuba durante alounas hwras a 37° (fig. 15). EBste efecto de inacti-
vacitn tSrmica es mayor cuando la nreparacin tiene un menor grade
@e rureza, haciéndrse mis sensible la enzima a la rresencia ~ ausen-
cia de mpléculas rrotectoras de la activida?. Ila resistencia a la
inactivacifn es mayor en las preraraciones ruras de la glucocuinasa,

1o cual se aprecia claramente ror-me en ausencia de acentes
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nrotectores la actividad disminuye solamente a un 47 & luego de 30
horas de incubaci®fn a 37° (fig. 15). En forma comrarativa, los da-
tos de la fiqura 15 revelan cue en ausencia de agentes rrotectores,
el perfodo de semidecaimientn de la actividad cde 3,4 horas rara la
rreparacifn de Serhadex G~100 aumenta a 10 horas en <l elufdo selec-
cicnado de DREAE celulosa microaranmular v es de 22,5 horas mara la
nreparacifn nura chtenida mr cromateraffa de afinidad. Sin embareo,
al estar presentes estas mclEculas rrotectoras de la actividad, el
efecto diferencial en la caida de la actividad m» es sionificativo,
chservéndnse una inactivaci®n en el tiemro, levemente surerior en la
preparacifn proveniente de la cromatooraffa en DEAE celulosa micro-
agranular en relaci®n con la enzime rura. El elufde de Sephadex G-100
muestra una recuefia activaci®n de un 10 % e la activida® inicial a
lag 4 horas de incubacifin v rosteriormente la inactivacifn sigue wna
cinftica similar al elufdo selecciona’ de DEAE celulrsa microgranu-
lar. El fenfmeno de activaci“n en las »rimeras horas 3 incubacidn
se cbservs también en rremaracionss mrovenientes dela rrimera croma-
tograffa en DEIE celulosa.

En la figura 16 se muestra la imrortancia dela glucosa vy del KC1
en la estabilidad de ~reraraciones de los eluffns seleccionados @2
las cromatograffas en Serhacdex G-120 y DEZE celulosa microoranmular
Yy se chserva una maycr inactivacién al retirar 2l XCl que al retirar
la glucosa cel medic en el cue se encuentra la enzima. Esta aran
sensibilidad a la rresencia de KCl constituye una base sflida rara

su utilizaci®n en las soluciones de elucifn de los Adiferentes mStodos




Fimura 14 Inactivacifn de la glucocuminasa de wn extracto
crxo de hicado de perro rmorincubacidn a 4°.

El extracto crudo fresco (2 ml) obtenido seqtn se
indiica en RESULTADOS se inc8 a 4°., Se tomaron
alfcuotas de 10 ul cue se diluyeron eonveniente-
mente y se midif la actividac enzimftica (7).

Una fraccifn de este extracto (0,2 ml) se Ailuys
10 veces con XC1 0,18 M en la soluci®n 1y se
incuXd 2 4°, Se tomarcn alfcuctas de 10 ul cue
se diluyercn convenientemente y se miclis activi-
dxl enzimitica (s).
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Fiqura 15 Estabilidad tfrmica de la clucouinass en tres

estados de rurcza.

ILas rreparaci~mes de 1a enzima (2 ml) en un mAdin cue
contenia fosfato de motasio 10 wM, o 7,9, FDTA 1 mM
(excertn 2l clufds selacciona’s e la columa e
Serharosa-rlucosamina cue contenfa Tris 10 mM, pH 7,0,
EDTA 1 mM) se incubaron en rresencia v ausencia de
glucnsa 190 mM, KC1 0,3 M y 2-mercartoetancl 5 mM a
37° Aurante el tiemr indicalc en la finura. Se
tamaren alfeuctas de 10 ul v se incuwbaren a 4° rara
luero medir actividad enzimftica. FElufdn seleccicnalo
de la columa de Serhadex G-170: més gluccsa, KCl y
2-mereapteetancl, (9): mencs gluccsa, KCL y 2-mercarto-
etannl (2). Elufio selcocionado A2 DEME-celulosa mi~
crooranular: mis glucrsa, KCl y 2-mercaptretanol ().
Mencs clucosa, KCl1 y 2-mercaptretancl (2).  Eluicds se-
leccionacdn de la columna e Serharosa~clucnsamina:
mis clucnsa, KC1 y 2-mercaptoetancl (3): vy menos rlucosa,
KCl y 2-mercartoetancl (%),
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Fiqura 16 Efecto de la qlucnsa v el KCL en 1a velocidad da
inactivacifn tSmica de la qluco~uinasa en Acs

cstadns de rureza

1as rreraracicnes o la enzima (2 ml) en un medio
cue crntenia fosfato de rotasio 19 m, ™# 7,0, EDTA
1 mM, olucosa 170G mit XC1 3,3 My 2-mercartretanol 5 mM
se incutarcn en rresencia v ausencia Ao KCL y cluessa
a 37° durante €l tiem> indicadc en la fimura. Se
temaron alfcuctas de 10 ul v se enfriarcn a 4° rara
luec medir la actividal enzim&tica. Ficura A:
clui’o seleccicna™ 4 la erlumn de Sephadlex G-100,
mecio complets (7) @ mencs slucosa (8) y menos XCL
(2). Fimra B: clufd~ seleccicnad~ de 1a eoluma de
DEZE celulnsa micrmyranular, melio crrrleto (o) ;

menos cluensa (@) y menos XC1 (&) .
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Fiqura 17 Resirtencia de la qluccruinasa de hirade ée rerro
a la inactivacifn 1-r urea,

La glucccuinasa (2,015 unidades) oitenitas ™r el
método cue utiliza crematograffa en Serharcsa-aluco-
samina se mezel® cn los reactives Jel ensayn enzims-
tico y urea en las concentraci~nes inficadas en la
ficura y se milid activida? enzimftica seqin el Métodeo
I. o se detectaron variacicnes de 1a actividal de
G-6~PDH on rrosencia de las concentracicnes e uren
ewleadas. Tara concentracicnes surericres a 3 M
de urea (valer infica™> con una flecha), la activicda®
enzimitica se Jdetermind ror medicién de 1a ~lucnsa
6=-fosfato frrmada sectn el sicuiente métodon: a) se
incu™s la enzima (7,4 unidades) curante 1,3,5,10 v 15
minutos 2 30° ¢n rresencia fe wrea on las concoentra-
cirnes indicadas v ‘e los correnentes del ensayr enzi-
mitico con excercifn e NADD Y G-€-TDie 1) se trmaron
alfcuctas de este medio de incu'acifn, se acrerd NADD
Yy G-6-PDil 2 las concentraciones usatas en el ensayn
enzimitico y so midid el aument~ ce absoriancia a
340 nm curante ? mimutos a 30°, El centrol de 100 &
de activi‘ad tonfa la misma comnsicifn el medio Aa

inculacifn rero se mitfa la urca.

107




S

ﬁom.::

IDIOJU] PDPIALLOY o

108




cromatograficos v también en las ~reparaciones e extractos crnudos.

3. Resistencia a la Zccifn 72 Urea

En la fiura 17 se rua™ arrecisr mue 1a actividad qlueoruinisi-
ca disminuye en m 50 % A una concentraci®n de arrcximadamente 1,5 M
de urea, reriénnse totalmente a concentracicnes e urea mayores
me 5 M. Uh estu'in realizade on 1a glucvminasa 2 rata Jemostrs
que la activida? lisminuye en un 57 % a una concentracifn de urea
e 1,1 M (115).

Enunexherixrentoenelcualseincwﬁlaenzimaenpresenciay
ausencia de glucosa durante 15 minutos o 30° con ure~ © M en el me-
dio e reaccifn v luetn se midif 1a activida® diluyendo 10 veces la
crncentracién 22 urea en el medic de ensayo, se Jemstrd la recure-
racifn e un "0-152 ¢ e la actividad Jlucocuindsica, Este exreri-
mento alre las ruertas o un estulic mds emlete de 1a reversibhili-

dal en la inactivacifn ~or uraa,

B. DETERMINACION DE TESOS MOLECULNRES

La infrmmacidn acerca del rcso molecular de la enzima an nresen-
cia y ausencia Az agentes desnaturantes es fundamental rara 21 cono-
cimiento de su estructura cuataernaria.
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1. Deteminaci”n del Pesn Molecular de la Fnzime Nativa

Se obtuvo un resc molecular S 47.9200 + 2.500 mediante filtracién
Aalitica en columa de Serhadex G-100 calilrada cn lasrrtefnas de
resc melecular conoecicn ~u\, se indican en la fiqura 17, El range de
variacifn para asta estimacifn se abtuvo sohre la hase de 2 medicic-
nes. El nieo de activida’ qluouinisica cluffe de esta columna era
simétrico v se chtuvn un volumen de elucifn ~remedio de 49,45 ml de
la zmna de mayor activica? del rico,

Si se crafican 173 valrres de Ky en funcién del locaritme cel reso
molecular se cbtiene un valor de 42,090 rara el ress molecular.

Tambidén s mili® el »es» molecular 72 la enzima nativa ror medio
Ce filtraci®m en Serhadex G-120 en ca~n fina de acueris alméto de

Andrews (9€) v sa chtuvo wn DM, de 55,200 (fig. 19),

2. Determinaci®n del Tesc molecular e la Enzima Desnaturada

Para la Ceterminacifn Aol »eso molecular de la enzima en rresencia
de agentes desnaturantes se utilizs clectr frresis en ~eles de roli-
acrilemida con SDS al 0,1 % e acuerdo al métado de Shaniro et al
(92) (fig. 20). Se ‘ctect® la rresencia de una scla especic molecu~
lar con un reso mlecular de 48,000 + 2.500, valor estima’n snbre la

base e 3 determinaciones.




C. CARACTERISTICAS HINRODINAMICAS DE L) GIUCONUDMSI

Para tener informacifn acercs del tamai~ v form e 1a qluc~ruina-
Sa s¢ calecularrn los sicuientes narfmetres: radio fo Stokas, radie
mrlecular, creficiente e Aifusi®n, razén friccirnal s Volumen rarcial

esrecifico v 1a razén axial Ao esta protefna,

1. Cilcule del Radic de Stokes

El radio de Stckes (a) e la aluccruinasa se chtuve a rartir del
experimento de filtreci®n en qoles rara la determinacifn de  res-s
mleculares.,

Sare la rase del velumen de elucién de 1a Tlucccuinasa y el Ae
125 rrrtefnas de reforencia de reso molecular conceidlo, estimance el
volunen lilre (VR) ern azul Jextran~, se calcul® el raclin e Strkes
mediante s métedns crafic-s:

a) al graficar Ve~ cn funcifn cel radic de Strkes se rbtiene

mor interr-lacifn un valor 7o 29,7 1° (fig. 21a),

L) se craficaron 1rs valores de ¥a en funcifn el radic de Stokes

Ce acuerdc a Porath (116) » Sefin la sicuients acuacifn:

dorde 1Ly B scn constantes Y a es el radin dg Strkes,
Segln este mtndn se ~tiene un valer de 37,1 2° para l1a aluco-
quinasa Az hicads de rerrm (fig. 21b),
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2. Calculo ‘el Volumen Porcial Es-ecificn (%)

Ia determinncifn 1ol volumon rarcial esrecifico 2 la enzim se
hizo solwe 1a hase 7o 1a crrosicifn de amincScidos de acucrio al
mStode Je Cohn Vv BEdsall (117) utilizand~ 1a ecuacifng:

2) L Vi'y

doxxiewiyvi sonlafraccionm;aesoyelvolmenparh
cial esrecifico de un residun i de la rrotefna,  Se ob-
tavo un valor de 0,729 rara el volumen rarcial esrecffi-

e de la clucoruinasa (ver tabls V),

3. Cflculo del Radio Molecular

. 3 M ]1
3) r = Sl « + H ) (113)
O 4 AT

drncle M. es 2l pes» molecular, V es ol volumen rarcial
esrecifice en ml/g, M es el nimer~ do Avegadro, v" es el
volumen parcial esrecifico del aqua y 4y es la hidrata-
cifn de la rarticula en @ de solvente/r de rrotefna. El
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™ , .
factor dlv'l‘ se hace irmual a cero al considerar cue la
enzima es un asfera anhidra. Do la ecuacisdn se dituvo
un valer de 23,9 A® para el radin mlecular, usando un

reso molecular de 46,000 y un valor de v de 0,729,

4. Cadlculo de la Raz#n Friccicnal

El valor de 1a razdn friccional (f/fnin) se estim’d de acuerde a

1a ecuaci®n:

=, 4a..0 1/3
4) £/5 yERLELS 117)

min = /5, (

v

3?:.*1)1/3

4 NA

5) £/, = aff

donde se consider® un valcer de 29,7 2°mara el radie de
Stckes, un valor de v de 0,729 v un resn moleeular de

48,000,

Al surcner cue la enzima es una rartfcula anhidra, el valor de
0
dyvy; se hace cero y £/f . es icual a £/f_ e acuer’s a la ecuacifn
4. El valer de £/fin Calculado sclre esta Lase es de 1,24 y co-

rrespende a la determinacidn de 1a razfén friccional rara asimetria

méxima. De acueris a esta estimaci®n secltiene un valeor de relacifn
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axial mixima de 4,7 (117) al cnsiderar la molscula oo un rrolato
2l surcner cue la amima es una rartfcula esférica, se ruede
calcular la hidrataci®n mixima ~uc resulta sor de 0,65 g de agqua/g
de protefna al usar el valer de 1,24 para £/€ ;..
Al su~cner cue la hifratacifn es e 0,2 g de acua/g de rrotefna,
entre estcs dos extremos de méxima hidrataciZn y mixima asimetrfa,
se cbtiene un valor de £/fmin G 1,14, |

5. Cilculo del Coeficiante de Difusidn Dy ,w)

El coeficiente 7o “ifusién se estim® meliante dns métnins:

a) se graficd Vefv- ohtenics Acl exrerimento Je filtracifn en
Jeles oon el cual se “etermin® el reso mplecular v el radio
‘e Stckes, como funcifn del coeficiente - Adifusifn Ae las
protefnas de roferencia utilizadas (£ic.22) cbteniénirse un
valor de 74 un? x s"l,

) se calcul® Aircotamente a martir dela ecuacifn de Stokes-
Einstein:

kT
Emn «

6) Do = (119)

donde k es la oonstante de Boltzman, T cs la temeraturn
ahgoluta v n es la viscosida® sl acua a 20°, Se axuwm

un valer e Dy, w e 72 um2 x 571,
el 3
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Ficura 18 Determinacién del reso molecular de la cluccruinasa

da higado de rerro rcr filtracifnen columa de

Sephadex G-100.

Ia qlucocuinasa pura, obtenia ror el métdn cue
utiliza la crrmatcgraffa en DEAE-Scrhadex (2 uni-
Jades en 0,5 ml) y las nrotefnas Ac referencias (2 mg
en 0,5 ml) se colocaron solre una columna e
Serhadlex G=-102 (85 x 1 am) couilibrada oon fasfato
de potasic 10 mM, oH 7,0, EDTA 1 mM¥, RC1 (0,3 v 2-mer-
cartoetannl 5 m' y sa eluy® con oste solvente colec-
tando fracciones Ac 1 ml eon un flujo e €,2 ml/hora.
Las rrotefnas e referencia utilizadas fuern (con
resos moleculares cn ~aréntesis): 1. Rilrnucleasa
(13.607), 2. oOuimctripsinfcen (25.703), 3. Ovo-
albGmina (£3.000) y 4, Sercallmina de ‘rvine
(€8.000).

Las curvas e calilraci®n se qrafican “e acucrds a

Anrews (9C) .
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Figura 19 Determinaci®n el reso molecular e la gluccouinasa
de higado de rerro ror filtracifn en cara fina de

Serharlex G-100.

La glucoruinasa mura (47 ug), chtenida por el método
que utiliza la cromatograffa en DEAE-Serhadex, vy las
protefnas Jde reforencia (40 ug) se colocarcn en el ex-
tremo superior de la placa fina de Sephadex G-~100
surerfino (40 x 20 am) emilibrada en KC1 7,3 M en la
scluci®n 1 y se hizo la cromatograffa descendente

cm un &ngule de 27° durante 44 horas. Se usA azul
dextranc come marcador @a referencia. Ias ~roteinas
se tifieron oon azul brillante e Crrmassie come se
indica en METODOS. Ias rrotefnas de referencia utili-
zadas fucron (con pescs moleculares en les raréntesis) :
1. Citocramo ¢ (12.500), 2. Micclchina (17,200), 3.
Quinrtrirsinfoenc (25.700), 4. OvralyGmina (43,900)
3. SernalbGmina de hovino (€3.000).
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Figura 20 Determinacifn del reso molecular de la subunicdad
e 1la gluccruinasa mediante electrrfrresis en
geles de poliacrilamida al 5 ¢ en nresencia de

SDS al 2,1 .

La glucruinasa ~ura (80 ug) ~btenida ror el método
cue utiliza DEAE Serhadex on la Gltima etapa de puri-
ficaci®n y las mrotefnas de referencia (70 ug) fueren
scmetidas a electroforesis a ¥ 7,1 seqalin se describe
en METODOS., [l cr&fico semilocaritmico muestra el resc
mclecular cde las cadenas mlirerticicas de las rrotef-
nas ce reforencia en funcifn de su migraci®n relativa
al colorante e referencia. La flecha indica la movi-
lidad relativa de la qlucoruinasa (). las rrotefnas
Ce referencia utilizadas fuern (con rescs meleculares
én los paréntesis): 1. QuimctripsinfSgeno (25.700),
2. Pepsina (35.020), 3. Ovealmina, monfmero (43,000),
4. Sercalmina de Iwinc, mnfmers (62.0709), 5. Ovo-
alGmina, dfmern (86.070), 6. Sercallfmina de bovino,
dfmero (136.014), |
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Figura 21 Determinacidn de racio de Stokes de la Ggluccrminasa
or filtracifn en Sephadex G=-170.

Las eondicirnes experimentales fueron como en 1a
ficura 12. ILas rretefnas “e referencias utilizadas
fuermn (con radios de Stokes en 1] en 1os rardnte-
sis): 1. Ribcnucleasa 19,2}, 2. Quirotripsinégenn
(22,5), 3. ovealGmina {27.:6) ,. 4. Sercalbimina de
Lovine (36,1).

Las curvas de calibracidn se graficaron de acuercn
con Anvlrews (97) en 1a fioura A y a Porath (11€)

en la figura B. Iosvaloresdedeecalculan
mediante la ecuacifn:

Ky = Ve - VoML - Ve
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Figura 22 Determinacién de c~eficicnte de difusifn de la qluce—
cuinasa de hfzadh e perro mor filtracidn en
Sephadex ¢-100.

Las condiciones experimentales fusron cmo en la
fiqura 10,

Las nrotefnas de referencia usadas (con coeficien-
tes de difusifn Dy, . en los naréntesis) fueron
(0): 1. Ribonucleasa (119 wn? x s71), 2. ouimo-
tripsinfgenc (95 um? x s™1), 3. oveal’Gmina

(77,8 w? x §™), 4. Sercalbimina (60 wn? x &1,
Los valcres experimentales de VeNo se craficarcn
en funcidn ‘e Dzﬂ,w‘
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D. PWNTO ISCEIECTRICO DE IA GLUCOQUINASN

El runto iscel&ctrico de 1a Slucruinasa se determin® mediante
electrcenforue en meles e mliacrilamicda en rresencia de una selu~-
ci‘n al 1 & de Arrg:i*mlinea cn un ranco de rH de 3 - 10 unidades de
P, En la figura 23 se muestra la qradiente de rH y la posicifn de
la Danda corresyendiente a la glucocuinasa. De acuerdo con este
mEtoxdo se determinég un mnto isceléctrico e 5,1 rara la glucoqui-
nasa de hfgado de rerro.

Los resultados de las carecterfsticas fisicorufmicas de la alu-

coruinasa se resumen en la tabla IV.
E. ESTUDIOS ESPECTRALES

1. Esrectro Ultravicleta-visible

La glucoruinasa de higado de rerro no adserte la luz en el
range entre 357 y 200 nm cuandn se encuentra nativa o Aesnaturada,
El espectro ultravioleta se miestra en la ficura 24, Se rresenta un
maxims & 273 mm vy un mfnimo a 255 mm,

El esrectro ultravinleta realizad~ en rresencia de HC1 2,1 N
presenta un corrimiento hacia el violeta o un mSxim de absorci®n

de 275 nm y un minim Je 254 mm (Eig. 25).




Fiqura 23 FElectr~frcalizaci®n de 1a glucrmuinasa en geles
de ~liacrilamida.

La electr~focalizacién de 1a glucoruinasa (109 ug)
se realiz® seglin se descrile en METODOS (I).
Enlafigurasenwsftralagmdientederﬂyabajo
un dibujo del gel despuds de la electrofocalizacicdn,
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RESUMEN DE I2S PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE I GLUCOQUINAS/ DE

HIGRADO DE PERRO

Propiedad

Métordn

Valor

Radic mrlecular (£.)

Padic de Stokes (a)

Coeficiente Difusifn
D20 5

RazAn friccirnal
(£/ L)

Relacifn axial m&xi-~
ma (a/h)

Grado hidratacisn
maxira (c'!.l)

Volumen parcial ese-
cifice ararente (7)

Puntn isceléctrice

Teso moiecular

Indlisis de amin~Acidos y

filtraci®n en Serhadex
G-100 (118)

Filtracifn en Serhadex
G~-170 (11€)
Filtraci®n en Serhadex
G-102 (97)

Filtracifn en Sephadex
G100 (mftodo graficn)
Stokes - Binstein

Hicrataci’sn desvrecia-
Hle (£/: fmjn)
Hidrataci®n e C,2 4
F20/g rrotefna

Flectrcenfrrue en ocles
de roliacrilamifa

FLITITRAION =il Loduresn
Serhacdex

Filtraci®n en capa del-
ga‘ta Serhadex G-100C
Electrofrresis en ccles
de poliacrilamida, DS
Jid B

23,9 A°

29,7 A°

30,1 1°

74,0 wm® s~
72,1 wm? 571
1,24

1,14
4,7

5,€5 g Hy0/g
rrotefna

0,729

5.1

AT nnn
55.000

49.000
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Fiqura 24 Perectrn Ultravinleta de l1a clucoruinasa nativa.

El espectrn ultravioleta de 1a gluc~cuinasa en

s~lucifn de fosfato e rotasio 2 mM, +H 7,0 se
hizo en un Cary 12 utilizani~ Ccuetas de cuarzo
@ 1 ema la temreratura ambiente. La concen-

tracisn de nrotefnas fue de 0,35 mg/ml.
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Figura 25 FEspectro ultravinleta de la qlucoruinasa de higado
de perro en HCL 0,1 M,

El espectro ultravicleta de la glucormuinasa en
solucifn e fosfato de rotasin 2 M1y HCL 2,1 N
se hiz~ en un Cary 10 utilizando culetns Ae 1 om.
La eoncentracifn de rrotefnas fue de 0,313 me/ml.
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2. Coeficiente de Extincifn de la Glucomuinasa

El creficiente A extincifn a 207 mm era de 1,25 para una solucifn
2l 7,1 % de glucruinasa en fosfato de rotasio 2 nM r# 7,0, Ia con-
centracifn de protefnas rera calcular este creficiente se Jdetermind
por el método dz Tebster cue consiste en medir la absorbancia a

- 0,1 %
210 nm donde el valcr do ;"al’ = 29 rara la gran mayoria de las rro~
Cm

tefnas.

3. Contenido =z Tirosinas

El contenide de tirosinas se determin® ror titulacién esmectro-
fotomStrica a 243 nm en ~resencia v ausencia de urea en un rangn de
2 - 13,5 unidades e ril. Se ohtuve w2 curva de titulacidn may simi-
lar en rresencia y ausencia dc urea 2 M, con valores de ¥ de 1c,4
y 10,5 respectivamente (fi7. 26). Se ohtuvo un valer Ao 15,4 moles
de tirnsina/mol de enzima al utilizar el valer d- 11,7007 M+ amt

nara el cceficiente e extincifn rmolar de la tirosina (120).

4. Cntenido Je Trirtofano

El eentenido de trintofano se dituve ror el método de Bencze v
Schmid (98) al hacer el espectro ultravinleta de la enzima en presen-
cia de MaGH 0,1 N, ohteniéninse un valor de €,6 moles e trintofano
ror mol de enzima.  Este valor se estim sobre la base de 15,4 resi-

duos de tirosina. En medio alealine 1a glucocuinasa rresenta uma
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Ficura 26

Titulacifn csrectrofot-métrica de las tirosinas

de 1la gluccruinasa a 243 m.

Ia ’jlucy“quinasa (1,42 x 1077 1) cltenica ror el
métedo cue utiliza Serharosa-ylucosamina,  en
fosfato de potasio 2 mM se tituls en rresencia
de ureca 8 M (8) v cn ausencia de urea 3 M (0).
Se utilizd un coeficiente de absorcifn molar
para la tirosina de 11.000,
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TABLA v

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DF GLUCOQUINASA DE HIGADO DF PERRD

BASADZ. EN UN PESO MOLECULAR DE 403.000

Residuons ror Resiuos ror mol

Iminodcides ml & (valores redondeados)
Lisina 13,5 + 1,2 14
Histidina 51F9,1 5
Arginina 16,4 ¥ 1,1 16
Acido cisteion 3,2+ 1,5 9
Asmértico 44,5 % 1,9 45
Trecnina 18,3 71,3 13
Serina 22,5+ 2,1 23
Glutfmicn 54,3 ¥ 2,0 54
Prolina 7,2 ¥ 0,1 7
Glicina 42,0 F 0,6 490
Alanina 26,5 ¥ 0,7 27
Valina 27,2 ¥ 2,2 27
Meticnina 8,2 F 1,6 9
Iscleucina 25,3 ¥ 2,0 26
ILeucina 32,1 ¥1,1 32
Tirosina 15,2 + 0,2 15
Fenilalanina 23,5 ¥ 1,4 24
Trirtofans Y 6,6 7

a Valores promeclics de 3 anflisis obtenidos desruSs de 24 horas
de hidrflisis,

b Detemminado rrr esrectrofotometfia (99).
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relaci®n entre tirmsina y triptofano de 2,34 un mxiro a 282 mm y

tro 2 290 mm, neo Licn Jdiferenciacdos entre elles.
F. COMPOSICICIY NE PMINOACINGS

La comrsicifn de aminofcins de la qluccruinasa de hiqado de
rerr> se muestra en 1la taila V, en 1la cual se indica tamhign la
rroporeifn relativa de cala uno de los residuos. Se desrrende de
este estudin el carfcter acfdice “e la enzima cus tiene un alto con-~
tenido de aminrcidos comn glutfmicn y aspirticon en relacifn a un
mencr contenido dé lisinas y arcininas. Los aminc8cidos acidicos
ccrresmon’en a un 24,9 ¢ Azl total de residucs de la rrotefna.

Esta determinacifn estf de acuerde on la naturaleza acfdica de la
enzima dempstrada rr la gran retencifn en columa de TEAE celuleosa
(eluye con 0,25 M de ICL en la solucién 1) v ror 2l valer de 5,1
mara el runto is~elSctric~. Ia 2lta rroorreifn de amincdcidos aro-
miticos explicaria un valer e 1,25 rnara el }‘;';‘:‘, 2l cual es supe-
ricr al <e muchas rrotefnas estuwliadas.

La detemminaci®n de trirtefan~ permiti? ohtener un valor de 6,6
mcles de trirtefanc -or mol Je enzima oo se inticd mAs arrita vy la
Ceterminacifn esrectrofrtomdtrica 72 tirosinas permiti® ~btener wn
valer de 15,4 1n cual 2std de acuerdo con la estimeci®n e 15 rosi-
cucs ror molécula e enzima del anflisis ¢ amin~icicdes.

El valer de 2,0 moles/mol e cnzima de medias cistinas obtenido

en el anflisics "2 aminodicidns estf e acuer’» con las determinaciones
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de 9,6 y 8,4 moles e residuns con crue sulfhidrilo ™or mol de enzi--
m nor titulaci®n con p-clormercuribenzoato en rresencia y ausencia

e urca.

6. Detemineci”n de Grurns Sulfhifrilos

Ia glucccuinasa tiene 2 residuos e medias cistinas como se dedu-
ce del andlisis de amincfcifos. I0s crues sulfhidrilos de 1a enzima
se titularmn con ~-cloramercuribenzoatn de acuerdo al mdt~dn de Br\yer
(102) en rresencia y ausencia de urea 3 M en el medin de reacci®n com
se cdescrile en METOLOS.

En la figura 27 se muestra la titulacién de 9,4 gruros sulfhidri-
los de la glucxuinasa nativa en Tris-HCL ™ 7,0 KC1 50 mM v glucosa
106 mM, con peruefios incrementos de DOMB, encontrindose ~ue la Aismi-
muci‘n e la actividad corresndc con el nfimero Ae cruros SH titu-
ladcs, lograndose la inactivacifn total cuands se hon titulado todos
los gruros sulfhicrilos. Cuande la enzima se ha inactivade total-
mente, la adicifn de Ditictreitol hasta una eoncentracidn = 10 mM
en el medin fe reacci®n nroduce una recureracifn d= un 100 % e 1a
activida? inicinl, 1o cue prue'a la reversibilidad de la inactiva-
cifn. Estos resultados entreran unn rrimera informaci®n acerca de
la imrortancia de los gruros sulfhidriles en la activida? catalitica
de la enzima,

In este exrerimunt~ de titulaci®n de los qruros sulfhidrilos de
la enzima nativa sc encontré rue desruds de ca’a aficifn de una alf-

cucta e p~clorcmercuribenzeato la absorbancia a 250 nm variaia
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Fiqura 27 Influencia “e la mdificaci®n de les dnrr:s SH en
la actividad de la glueouinasa.

Se determin® el ~ralc de molificacisn de los grurcs

SH de 1a enzima nativa y su influencin en la actividad
enzimftica ror adicifn de alfcuotas de "OMB. Se
agreqarm alfouctas e 5 ul de solucifn fresca do

PaB (3,6 x 1074 a 1,0 ml de solucién de glucoquinasa
(2,2 x 1070 1) en Tris 50 mM, ~H 7,0 KCL 109 mH v
glucnsa 120 mM - se midid el cambio de absorhancia a
250 mm y se calculs la maqnitu? de la ascciacifn
entre PO v la enzima. 2 partir de estos datcs se
calcularon las mamitules ~~reentuales de asociacifn
(% 7¢ inhibiciAn) (0). NMemfs se midiA de inmediato 1a
activical enzimftica en alfcuctas de 5 pl del mecdin
de reaccifn y se exrresarcn (@) came rorcentaje de la

actividad en ausencia de POMB.
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Ficura 20 Cindtica de mlificacifn de los gruncs sulfhidrilos

con PCME.

Se agreqd 7,072 pmoles de PAB a 0,0028 unrles de
glucrruinasa (3 umcles de POMB ror uml de grupe
sulfhidrile 7 la enzima) en un velumen final de
1,0 ml de Tris 50 mM, pH 7,0 v KCL 100 mM.

Se midiercn los cambins de absnrbancia a 250 mm
en lcs tiamos inticados. (SH) representa el
nimero méxirr de gruros sulfhidrilos mlificadns

ror moléculas de enzima.
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Fiqura 29 Mcdificacifn Ac los cruros sulfhidrflicos de la

gluc~ruinasa oon POB en rresencia de urea 3 M,

Ia qluc~uinese (4 x 107C M) en 1 ml de Tris

50 nm, pH 7,0 y urea 2 M 32 tituld nor adicién

de alfcuotas de 15 ul "¢ POE (3,3 x 1077 M),

Se midif 21 combio de absorbancia a 250 mm 15 mi-
nutes después Je cada adicifn de PQME.
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durante un tiemrr no mayor ~ue 15 minutns rara luese estabilizarse
en el tiemro. ILa ranidez de 1a reaccifn hizo necesario estuliar la
cingtica de 1a titulaci®n Je los qrums sulfhidriles, enc-ntrandose
cue lueco de la alicifn de 3,0 umles de IOMBAMCL de grum sulfhi-
arilo de la enzima, la reaccifn ocurre con un rerfods de semidocai-
mientn de 3 minutcs (fig. 20). Este resultan sugiere cue los gru~
mos sulfhidrilos estin exruestss o rue el Jesnleqamients de la rro-
tefna ror la titulacifn 72 les rrimeres crres sulfhidrilos faverece
la exrosicifn ¢ aruellos previemente mis innaccesibles.

En la titulaci®n con PAMB de la enzima desnaturada en
nresencia de urea 8 M (fir. 29) se hacen reaccionar 7,6 aqruros sulfhi-
frilos por molécula de enzima, 1o cual estd de ncuerde con el valrr

determinacdo para la titulacifn de la enzima nativa.
H. HMAPA PEPTITICO

Il mama pertidico s¢ realiz® eon 2l ~bjetr Ae eonoccer la estruce
tura cuaternari» 72 la cluccquinasa. Ademfs se hizo este exreriment~
rara arortar una informacifn al estudic filogenétics de las iscenzi--
mas fosforilontes de cluersa sclre 1la base de la similitud de les
maras reptidicons cue se Ik{rjan con estas iscenzimas,

S hiciersn dos maras nertilicos de la glucomuinasa. Une de
ellos se hizo anlicando un digeridn triptico de 1,2 my Jde enzimas,
cbtenide ror 30 horas Je incubacifn 2 259, sebre una 14mina de rarcl

Whatman rara 12 rosterior crmat~raffa v electroforasis. . Ia
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cramatograffa en 1a rrimera direcci®n s2 hizo en una mezcla &2 Luta-
nol, piridina, Scido acgtico v agua en una relaci®n de 15:10:3:12 y

12 electroforesis en la sequn’a direccifn en una sclucidn e riridina-
acetato de i 3,4 (fiq. 30).

El secundo mara rertidics se hizo aplicande un Aicerido trinticon
de 3,2 mg de enzima, ~Lbtenidn mr 16 horas 92 incu acifn a 25°, scoixe
una 18mina de papel Vhatman., La cromatooraffa en la rrimera direc-
cién se hizn en una soluci®n de n-butannl, &cilo acStico y Aacqua en
una relacifn “de 2:1:5 v 1la clectroforesis en la sequndla direccién
en una solucidn de piridina-acetato de ¥ 3,5,

Corn se muestra en la ficura 30, €l mama ~optidico del Adiqerido
trintico 4¢ la glucoruinasa revela la nresencia e 37 manchas, lo
cual estf de acuer™ crn el valrr e 31 ~Sotins esrerados de acuer-
Jo a2l nfmero de argininas y lisinas clitenido de 1la composicifn de

aminodcidrs.

I, HIDROLISIS QUIMICA COM (NBr

Ios estudios de Ai'rAlisis cufmica on las condlicinnes inlicadas
=n METOCOS ¥ MATERIALES demuestran rue este reactiveo ¢s camaz de
hidrclizar la rrotefna en rresencia de Acido £8mmich a2l 70 2 v luem
de una hidrfflisis J¢ 402 horas a 20°.

Se ocbtiene mediante titulacifn ror el métrde de la ninhidrina

cue la hidrflisis ha producide un total de 9 grureos amineo libre ror

mlécula de enzimn, estimacifn mue aunrue no indica Jirectamente el
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Fiqura 30 Mapa rertfdice Lidimensional de un digerido triptico

de glucoquinasa (coria del criginal).

1a glucccuinasa nbtenida ror el métods cue utiliza

la Serharrsa-clucosamine (1,2 ng), en fosfato de
rotasic 2 mM, se desnatur® ror calentamiento en Lafio
de acua hirviente (15 minutos) v se incu'@® con un
total 1= G,03 my de trirsina a 25° durante 30 horas
manteniend» el rH en 7,5, La cromatograffa del dicerido
trirtico (rrimera direccitn) se hizo en butanol, &cddn
acétice, niridina y agua <n una relacifn de 15:3:10:12
y la clectrcforesis (sequnda direcci®n) s2 hize en
riridina, &cido acdticc y agua (1:11:230) i 3,4
aplican’lo un voltaje de 2000 volts Aurante 90 minutos.,
Se utilizd parel Vhatmen 3 MM como sonorte crometogri-
fico.
Irs nértflicos se detectarcn por tincifn con una

solucifn alerhilica de ninhidrina al 2,05 8,
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nmero de nértidos formados constituye una medida e la hidrélisis a
nivel de los resicucs de metionina. Si la hidrSlisis cufmica no ha
sido completa cabria esrerar un mayor nmero de pértilos y asf el
valor chtenido es sunerior al esperads si la gluencuinasa estuviese
formada por dos o m8s suunidades idénticas.

El valor Sbtenicdo es memor cue el e dehberia esperarse de acuor-
do con el nfmere de meticninas saqlin el andlisis Je ~minodcides (10
rértidng) v una infermacifn més commleta se rodrfa obtener al reali-
zar wn estulio cinftico de esta reaccifn, y analizando ademis el
nimero de pértidos cbtenidos madiante una t&cnica mis directa comd
el mapa pertflicc. Sin embarge, un estulio del mama reptidice de
los réhtides de esta hifrdlisis demanda la necesica’ de encontrar
condiciones muy rrecisas delido a la poca migracifn cue tendrian
los pérticdos formados por el gran temafio y la requefia carga nota a
valores de H entre 3,5 v 6,0.

Ios intentos rvera identificar los péSptides mediante electrofe-
resis en geles de mliacrilamida en rresencia de urea no han dado
uenns resultados debicdc a la escasa migraci®n y la rnca separaci®n
entre cllos cuand. la electrofcresis sc hacia secfin 1a técnica de
Chalkley o meiante una mcdificaci®n de la t&cnica de Davis, con

urea 6,2 M (ver METODOS) .
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J. ESTUDIOS EN RELACION COM LA ACTIVIDAD CATALITICA

1. Especificidad de Sustrato

Los resultados acerca de la velccidad relativa de fosforila-
cifn de varins saclrides por la gluccquinasa rura se muestran en la
tahla VI. Para determincr estos valores se midif 1la actividad enzi-
mitica de concentraciones de 0,1 M del sacfrido mediante el Métoln
II de ensayn enzimftico. Estos resultadns ooncuerlan con los estu-
Ains realizados en rata (121), chservéndose una mayor velocidad de
fosforilacifn para mancsa y glucosa en relacifn a fructesa y desoxi-
glucosa. No se fosforilan las rentnsas, la galactrsa v la glucosa-
mina, perc este Gltim derivado v la N-acetilglucosamina act@an com
irhibidores compretitivos., Estos resultados eoncuerdan em los de

Parry y Walker rara la enzima de rata (15).

2. Determinacién de KO,SJ Vi ¥ Coeficiente de Hill

Estas deteminacicnes se hicicron con muestras cbtenidas de
las preparacicnes purificalas ror el métoo cue utiliza la cromato-
craffa en DEAE-Scrhadex v el cue em~lea Serhar-ea~glucosamina,

Ias carvas e la velocidad enzimitica en funcifn de las cn-~
centraciones e glucosa v manosa se muestran en las fimuras 31 y 32,
En los graficos de Hill se ruestra que los valores experimentales del
coeficiente de Hill (nH) rara qlucosa v mancsa (1,5 v 1,4 resrectiva-

mente) son maycres cue €l valor de ng = 1 de las curvas tefSricas
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TRABLA VI

VELOCINAD RELATIVE DE FOSFORTLACION DE VARIOS SACARINOS
¢ FERIVADOS TOPR GLUCOOUIIIASR*

Menosaciride V sacarido / V glucosa
%= D= (+) ~ GLUOOSA - 1,00
D~ (+) - MANOSA o 0,60
D = (=) - FRUCTOSA 3,33
2 - Desoxi- GLUCOSA 2,31
D= (+) - GLUCOSIMINA 0,00
D = (+) - GALACTOSA 0,00
o ~ METIL - D - GLUCOSIDO 0,00
D ~ (=) = RIBOSA 0,00
D - (=) ~ ARABINOSA 2,00
D - (=) - XILOSY 0,00

* Concentraci©in de sustratos: 100 mi.
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Figura 31 Ictividad de la glucomuinasa e hina®o de nerro an
funcifn de la concentracidn de luchsa.

En este experimento se utiliz® una muestra de la gluco-~
cuinasa rura obtenida ror el métndo de la crematografia
en DEAE-Serhadex. Ia enzima se llev® a un me'ic ruc
tenia fosfato 10 m, # 7,0, EDTA 1 mi4, 2-mercarctancl

5wty KCL 170 mM, eliminand la qlucrsa mediante una
cromatografia en Scrhadex G-25. Se midlié 1a activida®
mor el Métndn I a Jiferentes concentraciones dea 7lu~
cosa usand 50 ul de la enzima convenientemente dilufca.
Ia fioura cue se inserta correstonde a una ~rifica de
Hill, del cual se ~Htuvo un valor de 0 da 1,5y K-O,S
de 2 mM ("—D). Se muestra también la 1fnea calculada
Tora una funcidn tefirica de tiro hirer'®lico ccn el

mism KC,S (===).
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Figura 32 Actividad de 12 glucomuinasa en funcifn de la
concentraci®n de manosa.

En este experimento se utilizs una muestra de la
glucceuinasa pura obtenida ror el método de 1la croma-
tograffa en I'EAE-Serhadex. Ia enzima se llevd a
un mxlic cuz contenfa fosfato 10 mM, oH 7,0, EDTA 1 mM,
2mercaptoetancl 5w y KC1 100 mM mediante cromato-
grafia en Serhadex G-25. Sc midis la actividad gluco-
cuinfisica ror el MStolo IIT a Adiferentes concentra-
ciones e Manosa usandn 55 ul de la enzima conveniente-
mente Ailufda. Ja figqura cque se inserta corresronde
a una grafica de Hill, de la cual se ctuvo un valor

de Ny de 1,4 yunxnfs de 3,5 mM.
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calculadas rara una funcidn de saturacifn hiperi#lica con las mis-

mas KO,S' Loa gré&ficos de Hill v los ara&ficos de dohles recinrocns

mo lineales hacen mis notable el carfcter sirmoidal de esta cindti-
ca.

En la tabla VII se comparan los valores Je los marfmetros cind- ‘
ticos entre la enzima e rerr» y la de rata. Irs valores de ny de
la enzima e ambas esrucies s muy similares en tante cue los de
I{[‘},5 Ce la enzima de rerro scn mencres ~ue 1os de 1a rata. Ins va-
lores de KO,S rara la gluecsa de la enzima dz rerrn se chtuvieron a
rartir del gréfico de Hill (fig. 31), =l cual se construyd sohre la
base de la velccida’ mixima experimentl Aetermina’a 2 la concentra-
citn 0,1 M de gluccsa. el mism modo se rrocedif para chtener
K,J’ 5 para manosa (fig. 32), Se determin® cue la Vi Ohtenida exre-
rimentalmente n diferfa de la otenida al graficar 1/ =n funci®n
de 1/8 = cuanrlo el valor de ny 7O variaba al estimarse a nartir
de Vp cercanas al valor exrerimontal,

Es conveniente hacer notar cuc los valcres de Kr:.‘#s rara glucosa
de las enzimas de rata v rerro sn infericres a les valcres de 11,0
MM chtenido por Grossman et al (79) y de 17 mM rbtenido nor Gonz&-
lez et al (9) al suroner una cindtica de tiro michaelino rara la
glucocuinasa., !

No se estudif si 1la funcifn de saturacién rara NP es tamhién
sigmcidal. Estudios con la enzima semirurificada de rata (9) indi-

caron una cinética hiperi#lica.
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Las implicancias reculatorias para cste tinr de cindtica se es-

tudian con ahineo en este laboraterio (121).

3. Nmero de Recambio de la Glucocuinasa

Ia gluccquinasa de higado de rerre ticne un rese molecular de
40,000 cue correspende al de la Gnica cadena relirertidica. 2l
surner la existencia de un sitic catalfticamente active es ~nsible
calcular un nGmero e recamhio Je 4,201 mrles de ~luccsa fosforilada
ror el ATP ror mimute y mor cada mol de la enzima. Este cilculo se
hizo schre la base de una Vi, ée £5,5 unidades/mg de protefna., Este
resultado estd de acuero con el valer de 4.34€ abtenido ror Grossman

et al rara la glucocuinasa de higado de rata (70).
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DISCUSION

A. METODO DE PURIFICACICN

La rurificaci®n e la glucocuinasa herftica ha side un rroblama
diffcil de resolver, debido rrinciralmente a la baja rrovoreifn de
la gluenquinasa dentro del conjunte de las ~retefnas del higado.

Por otra rarte, la inactivaci‘n de la enzima ‘urante los tratamien-
tos ensayacdos, ha constituide otro imrrtante escolln rara loorar la
rurificaci®n.

En este trabajo se lograron surerar las dificultades en relacifén
a la canticdad de enzima, al emlear rerros como animales de exreri-
mentacifn, 1o cue remitid cbtener en frrma m8s ficil una mayor can-
tidad de tejido (alrededor de 1 Kg) a la wez cue niveles arroniadns
de enzimh cuando los rerros se alimentaban crn una dieta rica en
carbchidratos. El rroblema de la inactivacifn de 1a enzima se re-
solvi® al aumentar la estabilidal de las nreraraciones de las prime-
ras etaras de rurificaci®n con el uso da mol&culas nrotectoras de 1a
actividad y acortando el tiemn emnleads en el desarrolle de estas

En los ccmienzos de este trahajo se estulid la -urificacifn de
la gluccruinasa de higado de cerde, ~teniéninse ~reparacicnes semi-
rurificadas, suficientemente estales v con una actividad especifica
de 11,3 unidades/my. En este mitode se utilizaban cromategrafias

en Carloximetil-Serhadex, DEAE-celulosa, hidroxilaratita y Serhadex
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G-100 y se lograba rurificar la enzima alrededer de 1000 veces con

un rerdimiento de 7,5 $ (114) (tabla VIIT). OCn este ndto se ~-te-
nia una rreparaci®n que presentata 4 landas desruss e electrofcresis
en geles de roliacrilamida (114).

Ins procedimientes de murificacisn de la gluencuinasa de higado
de rerro que se rresentan en este trabajo rermiten cbtener la gluco-
quinasa en forma pura. ILa buema rerroducibilidad de estos rrocedi-
mientos se ha cbservado al reretir € veces cl métoo cue utiliza la
cramatngraffa en la matriz de Sepharosa-glucosamina y 4 veces el
método cue emplea la cromatograffa en DEAE-Serhadex. la rerroducibi-
lidad de las diferentes etaras commes a ambos métodns se ha nrobado
al repetir 2f veces las crcmat~grafias en DEAE celulosa y Serhadex
G-100 y alrededor de 15 veces la recromatograffa en DEAE celulosa.

Una de las modificaciones fundamentales rara lograr las condi-
cicnes cue nermitieron la rurificacidn fue el aumento en las dimen-
sicnes de las columnas de NEZE celulosa v especialmente la de Serha-
dex G-100, en relacién a las utilizadas en los estudios de murifica-
cifn de la enzima del cerdo. Sin lugar a dwlas cue la crcmatocrafia
de filtracifn on Sephadex G-100, desruds de la etara de la columa
de DEAE celulosa es fundamental dentro de los rrocedimicntos de puri-
ficacitn, debido a su alto rendimiento v 2l gran aumento en la  acti-
vidad esrecifica en relacidn a la ctara antericr. Los métodos de
Grosmamn et al (7C) y el de Pilkis (73), auncue utilizan la cromato-
graffa en Serhadex G-100 en una secuencia de etapa muy diferentes a

la nuestra, logran tembién chtener excelentes resultados con esta
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cromatograffa.  En oste trabajo se ensayd también unn recromatooraffa
en una columa de rmenor tamafio de Sephadex G-120 destuls de la pri-
mera cromatograffa en este cel, logrndose cbtener unarreparacidn
con una actividad especifica e 55 y cue rresentaba 2 bandas de Pro-
teinas en geles de roliacrilamica (114) (fiq. 33).

La razén para utilizar DFAE-celulcsa de tir» microgranuler en la
cramatograffa ~uc se realiza en la etara & fue rorcue oon esta resina
se lrgran mejores resolucicnes cramatograficas cue con DEAE celulosa
de tiro amrrfo. En la primera ctara crrmatogrifica se amleaba la
resina amorfa nrincipalmente rara loorar un mayor flujo, 1o cuzl es
fundamental a ese nivel de la purificacifdn.

Durante los estulics de purificaci®n se ensayarcn otros métodos
alternativos nara mejorar el protocolo de murificacifn.no se ohtuvie~
ron resultadns favorables en 10os fraccicnamientes con caler, cambios
de PH y solventes orginicos en 1cs extractos crudos y las cromato-
graffas en Carbximetil Serhadex ¢ hidroxilaratita emrleadlas en el
métode de Balul y Niemeyer (72), tarroco rermitiercn mejorar el nro-
tocolo de purificacin, La cromatografia en hicdroxilapatita se
ensay® antes y desrués de la filtracién en Serhalex G-100 v en los
casns mis favorables se chtenfan rreraracirnes con actividades esre-
cificas entre 20 y 25 unidades/m; ~ue tenfan una mennr estabilidad
que las preparaciones semipurificadas de los mét~drs descritos en
este traliajo. El tratamiento con Carowiretil Serhadex, aunrue rro-

ducia un aumento de 1,2 veces en la actividad esnecifica y aumentaba
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la estabilidad de la glucoquinasa de los extractns, se elimind para
dismimiir el tiemrc amleado en la metddica.

El método cque emplea la cromatograffa en la matriz de Serharosa-
Jlucosamina permite acumular enzima en forma rinicda para estudios
postericres, lo cual cummle con uno de los dhijetivos de este traba-
jo. Este método es mAs simple cue el emplexdo ror Grosmann et al
(70) para rurificar la qlucocuinasa de rata y remmite obtener una
rreparacifn homogénea en un tiem mencr v con rendimientos muy su-
rericres a los cbtenidos ror estos autores. El mEtrdo de Grosmann
et al (70) recuiere de dos meses de trabajo para juntar la misma
cantidad de enzima cue por el métndo descrito en este trahajo se ob-
tiene en una semana (ver RESULTADOS). Pcr otra rarte, al eliminar
la etapa de la recromatograffa en DEAE celulosa se dismimuye el
tiemo de rurificacifn a 5 dfas. Si se mejoran las condiciones rara
la croematograffa en Serharosa-glucosamina en este métrddo abreviado
con el fin de cromatografiar una mayor cantica’ de rrotefnas, se
~dria aumentar considerablemente el rendimientc de la rurificacién.
Ios resultados de este trabajo rrueban cue es rosible llegar a un
15 % de rendimiento total en el método abreviado.,

El mStcdo de purificacifn que utiliza la crematografia de afi-
nidad abre las ruertas para lograr rreraraciones puras de glucooui-
nasa de otras especies, 1o cual es de gran importanciarara realizar
estudios estructurales que permitan esclarecer el problema filoge-

nético de esta enzima. Es asi com mediante el métods abreviado se
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Figura 33 Electroforesis en geles de poliacrilamica de una
rreparacifn de glucocuinasa cbtenida desrués de
una recxomatograffa en Sephadex G-100.

Ia glucoquinasa (120 ug) rroveniente cel elufdo
seleccionacdo de una cromatograffa en Serhacex
G-100 realizada después de la etara 5, se colecs

sobremgelcmun?%deacrﬂamidaysehizo
electroforesis segln se describe en E. Se utilizé
un gel que se habfa rrerrecorrido durante 120 mi-
nutos.
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han logrado avances importantes en la rurificacién de las glucocui-
nasas de Calyrtocephalella cawliverbera (122) vy e Geochelone Chi-

lensis (114).

B. CROMATOGRAFIA DF AFINIDAD

Existe la mosibilidad de -ue la matriz de Serharcsa-glucosamina
rueda retener la protefna con act¥vidad enzimitica sectn dos mecanis-
mos rosibles: uno de ellos consiste en la interaccidn ror afinidad
entre la enzima y la glucosamina y 1 otro coensiste en la interac-
cidn hidrofébica de la enzima oon el esraciador arolar cue es el
6-aminchexanoico (123). Ia eluci®n esrecifica con gluccsa de la
enzima retenida en la matriz ‘o Sepharnsa-glucosamina vy la no reten-
cifn de la enzima en la matriz de CH-Ge~harosa 4B sin el ligando,
sugieren que la interaccifn se debe a la afinidal e la enzima con
glucosamina. Sin embargo, la matriz con o sin glucosamina retiene
otres protefnas cue en la cromatograffa en Sepharosa-glucosamina se
elufp en el lavado con KC1 100 mM. Esta adsorcidn no especifica de
algunas protefnas contaminantes se  dabe rrincipalmente a la inter-
accifn de 8stas con el espaciador apolar.

Ia glucocuinasa no se logrd retener en una columa de la matriz
sblida de 5'-AMP ligado a Serharosa activacda sin el espaciador
G-aminchexanoico, cuando el exrerimento se hizo en las mismas condi-
ciones usadas rara la unifn de la enzime a Sepharcsa-glucosamina

(114). ruesto que Walker (74) demostrs la necesicdad del espaciador
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rara retener la glucocuinasa en la matriz de Sepharnsa-glucosamina,

es posible cque la carencia del esmacia’or de la matriz e Serharosa

S'AMP sea la causa de la no retencisn de la enzima, por imredimentos
de tipo estfrico en su interacci®n con el ligando.

En cotros estudios de crematograffa de afinidad no se logrs rete-
ner la protefna con actividad gluco-uinisica en una columna con la
matriz de Agarosa-azul dextranc (114). Se rens® en la necesidad de
equilibrar la columa con glucosa J,1 M en la solucifn de ecuilibrio,
Lasado en la idea de nue la rresencia de dlucosa rodrfa ser necesa-
ria para la unin de la enzima al azul dextrann. En estas condicio-
nes tamroco se logrS retener la enzima (114).

Si se supone que existe una hemologia estructural entre el nu-
cleStido (ATP) y el oolorante de azul dextrano unido a la matriz,
estos resultados sugieren cue no existirfa un plegamiento en la
enzima para la unidn del nucleftido (124). Walker, en una comuni-
cacifn preliminar plantea que las hexoruinasas no se unen a la matriz
de Sepharosa glucosamina, siends clufdas durante la etara de reten-
cifn de la glucorquinasa nroveniente de un extracto crudo de higado
de rata (74). Este resultad no estf de acuerdo con  los valcres de
Km para glucosa de las hexocuinasas, ~ue scn inferiores al KO, g e
la glucoquinasa y tampoco con los valores de K; rara glucosamina cue
presentan las hexocuinasas (10'"4 - 1073 M). Estudios rreliminares
que se realizaron durante el desarrnllo de este trabajo (114) indi-
carcn cque las hexncuinasas de un extracte crudo no se retenfan en

la columa de Sepharcsa-glucosamina, en las condiciones exrerimentales
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en que se logr® retener la glucoruinasa. Sin embargo, al disminuir
la concentracifn de KC1 a 20 mi se logr retener la iscenzima C de
una preraracifn semipurificada de higado de Calyrtccerhalella caudi-
verbera. Ia retencifn de la hexocuinasa, con una fuerza ifnica in-
ferior a la utilizacda rara la unidn de la glucoquinasa sugiere la
rosibilidad de estudiar la separaci®n de estas iscenzimas en la co-

luma de Sepharosa-glucosamina.

C. ESTABILIDZAD DE LA GLUCODUINASA

La presencia de glucosa, 2-mercaptcetancl y KC1 permiten mantener
la actividal enzimitica en trdas las etapas del método de rurifica-
cifn, sin una importante inectivacién. Esto hace mosible guardar
las preparaciones ruras y semipurificadas para realizar estudios oS-
teriores. Una de las mdificaciones favorables en la nreparacién de
las solucicnes para obtener los extractos fue el empleo de fosfato de
potasio en vez de Tris-HCL utilizado en las metAdicas de Parry v
Walker (15) y la de Bahul y Niemeyer (72). La utilizaci®n del XCl en
la preparacifn de los extractos significd también un rrogreso impor-
tante para mantener la actividad de la qluccquinasa. Ademis, el
empleo sistemfticn de la snlucién de fosfato de potasio rermitis me-
jorar las ciferentes cromatngraffas. En relacién al KCl, es necesario
sehalar que su efecto protector de la actividad enzim&tica en etaras

de mayor purificacifn es m&s significativo cue el de la glucosa.
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La mayor estabilidad de los clufdes de etaras de mayor rurifica-
cifn en relacifn al 1fquido sobrenadante de la centrifugacién de alta
velocidad y 1la estabilizacifn ror diferentes moléculas rrotectoras
curante la murificacién estfn de acuerdc crn los estudios de estabi-
lidad para la enzima de rata efectuados ror Grossman et al (70).

Ia activaciZn de alrededor de un 10 % cbservada en alqunas rre-
raracicnes semipurificadas de la glucoouinasa lleva a sugerir la po-
sibilidad de la existencia de dos estados de la enzima cue difieren
en su actividad catalftica: uno corresronlerfa a un estadn activalo
Y €l otro serfa el que corresponde a la enzima con su actividad nor-
mal. Estudios conformacionales y cingticos dc la enzima cuando se
encuentra en el estado de maycr actividad (activacién respecto al
valor basal), arortarfan una valiosa informacidn para discutir mis
ampliamente el problema y su probable imortancia en las propiedades
cinéticas de la enzima.

La glucoquinasa de perro parece scr mis resistente a la desnatu-
racin por urea cue la enzima de rata (115) ; ruesto que recuiere de
una concentracidn de urea de 1,5 M en relaci®én a 1,1 Mcde la enzima
de rata, para disminuir la actividad en un 50 %. Una recuperaci®n
de la actividad glucoruindsica, que en alqunos casos llegala a un
100 % se logrd al incubar durante 15 Y 0 minutos la enzima en rre-
sencia de concentracicnes entre 6 y & M de urea y ensayar la activi-
dacl luego de diluir la urea hasta ¢,2 M. Este resultado agrega una
prueba mds para los estudios de reversibilidad en la desnaturacién

de algunas protefnas.
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D. CARARCTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA GLUCOQUINASA

Hasta el presente no se i publicadn estudio alguno acerca de
la caracterizacifn de la glucocuinasa de perro v los estudios con la
enzima de rata son muy escascs.

En la determinacién del peso mplecular de la enzima de higado de
rata hay resultados divergentes. Pilkis et al (17) presenta valores
de peso molecular aparente de 60.C000 daltons, determinade ror gra-
diente de sacarmsa y de 65.000 daltons medliante Sephadex G-100, cuan-
do esta cromatograffia se hacia en ausencia de KCl. Al utilizar con-
centraciones de KCl entre §,15 v (,4 M en la snlucifn de elucifn, el
peso molecular cltenido ror Pilkis et al era de 48.000. Grossmann et
al (70) presentan valores de 57.000 nara la glucoruinasa e rata cuan-
o la cromatografia de filtracifn se efectuaba en presencia de fosfa-
to de potasic 0,1 M, glucosa 50 mM y M5S0, 1 mM. Las mediciones de
resos mlecﬁlaxes chtenicas rreviammte en este laboratorio mediante
la t€cnica de Andrews (96) con rrenmaracicnes semirurificadas de glu-
coruinasa de rata remitieron llegar a una estimaciéin de 55.000 dal-
tons, encontréndose ademds que en determinadas erndiciones experi-
mentales aparecfa una fracci®n de alrededor de 112,000 daltons con
actividad glucoquinisica, la cual podria deberse a una dimerizacién
de la enzima monomérica. En euestros estudios con la glucocuinasa
de higado de rerrc, munca rudimos observar la rresencia de esta es-
recie Ce mayor pesc molecular en las fracciocnes elufidas de las co-

lumas de Serhacdex G-100. Berthillier (125) y Got (126) describen
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la existencia de dns fraccicnes nroteicas en el higade de rata con
resos moleculares de 50.000 y 120,000 y sostienen que se tratarfa de
especies con actividad glucoruindsica. Sin anbargo, estas proteinas
scn de naturaleza particulada a diferencia de la qglucoruinasa mue es
una enzima soluble (G8) v presentan caracterfsticas cinéticas dife-
rentes a la glucoruinasa.

El valor de 47.000 daltons cbtenicdo para la enzima de rerro al
utilizar la filtracifn analitica en columnas de Sephadex G-100 en
rresencia de KC1 9,3, es similar al valor obtenido ror Pilkis et al,
pr filtracién en geles en presencia de KC1 (17). Sin embargo, me-
diante filtracifn en caa fina de Sephadex G-1C0 se logrd chtener un
peso molecular que es un 14 % mayor al obtenido vor la cromatograffa
en calumna.

El valor cde 49.000 cdbtenido para la glucocuinasa de rerro en
forma desnaturada ;or electroforesis en aeles de mliacrilamida en
presencia de SDS es similar al de la estimacién hecha ror filtracién
en columas e Serhadex G-100 y coincide ademis con la estimacién
hecha schre la base de la composicifn de amincicides. Una estima-
cifn de valor para compararla con las ya efectuadas se deber& reali-
zar mediante el método de ecuilibrio de sedimentaci®n en el sistema
de la ultracentrifuga analfitica.

Auncue no se conocen valores de peso molecular para las hexoqui-
nasas de perro, las estimaciones hechas rara estas isocenzimas rrove-
nientes de diferentes fuentes muestran valcres de alrededor de

98.000 daltcns (34). ILa iscenzima A de cerebro de rata rresenta un
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reso de 96.000 (127) cuando se determin® nor electroforesis en el
sistema SDS-acrilamida.

La informacifn proveniente dela razén friccional nos permite ubi-
car a la glucoquinasa come una nrotefna globular., EL valor de 1,24
puede corresponder a un elipsoide anhidro (ryolato u chlato) con una
raztn axial de 4,7, o por otra rarte, supcner cue se trata de una
particula esférica con 2,65 g de agua ror g de rrotefna.

La deteminacién de 5,1 para el runto isneléctrico de la gluco-
quinasa estd de acuerdo con el cardcter acfdico de la glucoquinasa,
1o cue se demuestra ademis ror la camosicidn de aminoScides de esta
protefna rica en aminofcidlos glutdmico y aspirtico y también por la
reducida movilidad cromatogrifica en columas de DEAE celulosa.

E. ESTRUCTURA CUATERNARIA

Al estudiar el comportamientc electroforético de la glucocuinasa
en geles de poliacrilamida con SDS se realizaron varios intentos para
disociar 1a enzima por incubacifn en presencia de agentes desnatu-
rantes, bajo diferentes condiciones exrerimentales de temperatura,
tiempo de incubaci®n y presencia de agentes reductores. Asi, el peso
molecular cbtenide luego de estos tratamienteos coincide con las es-
timaciones hechas para la enzima en su forma nativa. Al efectuarse
la electroforesis en geles de poliacrilamida de unapreparacifn pura
de la glucocuinasa se cbservd la rresencia de una sola especie mo-

lecular. El experimento de electroforesis en geles de poliacrilamida
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en presencia de SDS descarta la posibilidad de cue la glucocuinasa
tenga subunidades de diferentes resos moleculares y la posibilidad
de que la enzima esté commuesta ror subunidades diferentes, aunfue
de igual peso molecular cqueda descartada —or el exrerimento de elec-
troforesis en presencia de urea donde el efecto de la carga neta de
la molécula es importante.

La resistencia de la glucoquinasa a la disociaci®én frente a
agentes desnaturantes sugiere que las protefnas tienen una sola ca-
dena polipeptidica o cue las interacciones entre las subunidades sen
tan fuertes cue impiden la disociacifén en estas condiciones. Esto
Gltimo @s roco probable peor 1o que se conoce acerca de las interac-
cicnes que estabilizan la estructura cuaternaria de la enzima. DPor
otra parte, las interaccicnesnno covalentes intersubunidades son
1&biles bajo la presencia de este tipo de agentes disociantes Yy una
rosible presencia de muentes disulfuros no exrlicarfa esta interac-
cifn ruesto cue el 2-mercantoetanol impide la mantencidn de este tipo
de enlace. XAdemds, los datos de la comrosicifn de aminoScidos y de
la titulacién de grupos sulfhidrilos con POMB sugieren que no hay
puentes disulfuros en la enzima.

Una mejor nrueba experimental para demostrar cue la glucocuinasa
tiene una estructura mnrmérica se cbtuvo del nfimero de péptidos de-
tectados en un digerido triptico de la enzima. El1 valor esperado
rara el nfimero de pdptidos de este digerido (31 péptidos), de la
camposicifn de arginina y lisinas corresronde ¢ la determinacifn

de 30 péptidos emcontrados en el digeride mediante dos mapas
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reptidicos realizados on condiciones Aiferentes. Si la enzima estu-
viese formada ror subunidades icuales Jdelierfa esperarse un nfimero de
réptidos sicnificativamente inferior al encontracds.

Ios experimentos de hidrflisis ~ufmica con OBr en las condicio-
nes experimentales en cue se efectuarcn revelan la cxistencia de al
menos O pértides, cue auncue es un nfmero ¢ néotidos mencr que el
esrerace de la comrosicifn de meticnina de la protefna (10 pértidos)
no acerta la posikilidad e que 1ns réntidns formados rrovengan Ade
subunidades icuales.

En general, los resulta’ns rresentados indican cue la glucocui-
nasa es una enzima monomérica. Si se realizan exrerimentos de de-
terminacién de grums carlrxiles v amino teminales, se tendrfa una
informacién acicional acerca de la estructura cuaternaria de esta
enzima. 2si, la glucocuinasa junte con la isoenzimr A e cerebro
“e rata (127) y la 3-fosfoglicerico cuinasa (127) marecen ser hasta
el presente las finicas enzimas glicolfticas e no estin constitui-

das por subunicaces.

F, RELACIONES ENTRE LAS™ ISOENZIMAS FOSFORILAMTES NF GLUCOSA

Ins conocimientrs J@ la naturaleza moncmdrica de la gqluconquinasa
y el de sus carncteristicas cinéticas v estructuralesrermiten escla-
recer 2l cuadro e relacifn entre estas isoenzimas. Munue los cono-

cimientcs de la estructura de la hexoruinasa son hasta ahora my li-

mitacos, con la informacisn disponibile es posible hacer una inferencis
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en relacifn a la coilificacifn pera la hiosintesis de estas iscenzi-
mas. La idea de cue la infermacifn rara la hicsintesis de la gluco-
cuinasa y de las rosibles suamidadss de las hexomuinasas podrfa
estar en un mismo cen carcce de aroyo axrerirmental v su Ginica base
1a enstituye la relaci®n ¢ dos es a unn (2:1) antre los resos
moleculares aparentes de las hexoruinasas y la glucoruinasa.

Se ha postulado cue la isoenzima A de cerebro es también una en-
zima moncmérica (127) con un reso molecular de 92,000 daltons. ILa
naturaleza moncmérica de la iscenzima A v de la glucoruinasa (iso-
enzima D) y las diferencias encontradas en las caracterfsticas ciné-
ticas, comrosici®n de aminodcilos, rropiedades esrectrales, el runto
isoeléctrico y los pesos moleculares de estas iscenzimas aroyan la
hir®tesis de ~ue son enzimas estructuralmente 'iferentes y ror 1o
tanto serfan el producto de cenes inderendientes. Las Jiferencias
estructurales entre estas isrenzimas se refuerza ror el hecho de cue
el mapa reptidice de la iscenzima A (129), ~urificada en este lalio-
ratoriopror el métode “e Chru v Wilson (127) no rresenta similitudes
con la glucoruinasa otenida en las mismas endicicnes exrerimentales.

En este laboratorin se ha cneontrado rue en ciertss eondicicnes
exrerirentales ~rarece uma asrecie molecular oon activida’ glucrcui-
nisica y cue narece corresponder a un Afmero Jde la suunidac (121).
Esta esrecic no rresenta la cinética si-moidal ue caractoriza al mo-
n“mero rero tiene alta Km rara qluccsa, a diferencia de las hexorui-

nasas (ue son enzimas de hbaja Km (121).




Dor otra parte, rruchas e tino immunoléaico indican cue el anti-
cuerro eontra la hexoruinasa B de msculo de rata mo reacciona con
la glucoruinasa de hiza®> e rata ni con la iscenzima A de cerebro
v tejido adiroso (130). E1 anticucrro contra la glucocuinasa de hi-
gan de rata reaccicna eon aluccruinasa de diferentes esrecies pero
no inhibe 1la hexccuinasa Je rata (40, 131) de otras esrecies de ani-
males (4C) y la de levadura (4). Mis particularmente, las hexooui-
nasas 2 y C rurifica’as de tejidos humanos no rresentan reaccién
cruzada, lo cue se ha damstradc mediante estudios de inmunoinhibi-
cifén y electroinmuncdifusifn (132, 133).

Otro tiro de rrueba experimental en favor de cue las iscenzimas
fosforilantes de glucnsa son enzimas diferentes rroviene de los rer—
files cromatoorificos de estas iscenzimas, los cuales indican cue las
tres hexoouinasas vy 1a glucocuinasa ruxlen existir inderendientemente
en el hizado de vertebrados, no encontrindose una presencia constante
de dos o0 mis de estas iscenzimas en lasliferentes esrecies estulia-
das por Ureta ct al (105). Este hecho sugiere que nc se forman espe-
cies mnleculares hibricas entre estas iscenzimas.

El conjunto de estaspruclas experimentales emstituye un avyn a
la hipftesis de cue la familia de iscenzimas fosforilantes Jc alucosa
esti camuesta ror rrotefnas diferantes y solamente las hexoquinasas
rresentan algunas rrrpiecades COMIMES.

En otros sistemas iscenzimAticos estudiadns, come el de la 1l8c-

tico deshidrogenasa (134) y el ce la creatina cuinasa (135, 136)
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tienen subunidades diferentes y la cmbinacifn ~1 azar de estas sub-
unicades exrlica la heteroceneicdad de las especies moleculares en-—
contradas. Las diferentes iscenzimas del sistaea de las enzimas fos
forilantes e clucnsa nn rueden ser exnlicalas sclre la hase de una
surcsicifn semejante a ostos casng russto cue no se han encontrado
subunidades y las is~enzimas ~resentan caracteristicas estructurales
diferentces, e esta manera, el sistema fosforilante dedlucnsa presenta
la rarticularida’ de sar el fnico, de los estuliadcs hasta el rresen-
te, en el cual las iscenzimas no tienen subunidades comunes y serfan

codificadas por genes independientes.

C. ACTIVIDAD CATALITICA Y COMPORTAMIENTO CINETICO

Las determinaciones de la velocidyl de fosforilacién eon dife-
rentes sustratrs damuestran cue 1a glueruinasa presenta una mayor
wvelocidad de fosforilacisn de la gluccsa c~ue Jerancsa, fructosa y
2-desoxiglucosa, decreciendo ésta en el orden sefalade rara los di-
ferentes sustratos. IN'amfs, la gluccruinesa de perro nresenta una
mayor velocida® de fosforilacifn de fructosa cue la de rata v una
menor velocidal para la mancsa. I1a enzime no presenta actividad ca-
talftica frente a las —enteosas estuliadas, la glucosamina y metil-
glucSsidoe.

1A demrstracidn de la cinBtica sicmoidal Jde la qglucoruinasa de

higacdo de perro encontrada —ara gluccsa y manosa como sustrato esti
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de acuerdo con los estulios realizados en este laboratorio con
rremaraciones semipurificadas de la glucocuinasa de Mgado de rata
(121).

Ia mayorfa de las enzimas rcgulatcrias cue presentan una cinéti-
ca de tim sicmoidal estén constituidas por suunicades y su comror-
tanmento cinéticn se lia exrlicado schre la hase de diferentes modelos
de interacci‘n cocrerativa entre las subunidades (137, 132). Sin
erbargs, la cindtica sigmidal cuerresenta la glucoruinasa no puede
ser exrlicada sclre esta hase ruesto que es una enzima monfmérica Se
hace necesario recurrir a otros modelos cue ruedan explicar las fun-
ciones de tipo sicmoicdal de enzimas monoméricas (139) (140, 141).

En este laloratorio se estudian la cinética sigmoidal de la glucocui-
nasa y si se cumle aloguno de los mcelos cinéticeos para exrlicar la
funcifn sicmoifal e uma enzima moncmérica.

‘ Tuestn cue las rreraraciones utilizadaspera estudiar el comporta-
miento cinftico de la enzima eran ~reparaciones puras (ohtenidas por
am:os métodos de furificaci®n), ge Aescarta la rosibilidad de cue la
cinftica sigmoical se daba a interaccifn de la glucrcuinasa con otras
rroteinas. Una exrlicacidn schre la basc de la surcsicifn de al-un
tirc Jde interaccifn entre las especies moleculares moncméricas no
rarece rrchable ruestn e recientes estuwlios realizados en este la-
boratorio-indican cue la esrecie activa en las condlicicnes del ensayo
enzimitico tiene un peso molascular ecuivalente al de la sulunidad

finica (115).
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El valcr de KQ,5 rara glucosa de la glucocuinasa de higado de
rata es de 7,5 mM (121) v estd dentro Ael range de concentracicnes
esperacdas rara la glucoza en la cflula herética (suponiendo cue no
hay barreras de rermeabilidad) cue es de 3 = 15 mM, seqtn el tire de
dieta digerida . El valcr de 4 mM para la KO,S de la qglucocuinasa
de higado de rerro estd cmorendido en este rango, y el valor de
Kn'5 de la glucoquinasa Jde algunos anfibics es de 1,5 - 3,5 mM, co—
rresyondiendo dentro del rango de concentraciones deglucnsa (1-3
mM) esrerada en el heratccito de estos animales (142). Las funciones
de saturacién de la glucruinasa de algunos anfibios y de tortuga
son también de tiro sigmoidal con valores de ny entre 1,6y 1;7

(20, 121). De acuerdo a los valores de KG,S' ny Y el caricter sig-
moical de la cindtica de la glucoruinasa, Niemgyer et al (20, 121)
rlantean que la glucocuinasa seria una enzima capaz de variar la uti-
lizacifn de la glucosa en relacifn a las concentracicnes cambiantes
cue existen en el higado. Ios valcres e los raffmetros cindticos
indican una funcifn adartativa mara la gluccoruinasa, aumentando la
eficiencia de la enzima rara actuar en el rango de concentracirmes

de sustratos de la c8lula herstica (27, 121).
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COMENTARIO FINAL

En este trabajo se ha locrado rurificar la glucoruinasa de perro,
Ateniéninse una rreraracifn cue nresenta una banda en geles de roli-
acrilamida y unma actividad especifica de 52 unidades/mo de rroteina.
Para la rurificacién se utilizarcn dos métodos cue difieren solamente
en la filtima etara cromatogréfica: une de ellos utiliza una cramato-
craffa en DEAE Serhadex y el otro una cromatoqraffa en una matriz de
glucosamina ligada a Serharosa. ILa enzime purificada es estable en
solucién cuande se mantienc en rresencia de rrlucosa, 2-mercartoeta-
ncl y KCl.

1a qlucocuinasa purificada se caracteriza por ser una nroteina
acfdica cue contiene una scla cadena rolipeptidica de un peso mo-
lecular de 47.00C daltons. Se ha descrito cue algunas hexoruinasas
Ae mamiferos (127, 143) rresentan también una estructura moncmérica.
Ia naturaleza mnamirica e las iscenzimas fosforilantes Jde alucosa,
las diferencias estructurales encentralas entre ellas y otras carac-
terfsticas del sistemn de iscenzimas sugiceren rue Estas serfian enzi-
mas inderendientes. De acuer’ con estn, las enzimas fosforilantes
de glucosa serfan el Gnico sistema enzimitico cuya existencia no rue-
de ser exrlicado come resultadn de crmibinaciones de subunidades L&~
sicas, ror analogfia con otras isoenzimas Como las de la lactico des-
hidrogenasa (134) y de la creatina cuinasa (135, 13¢).

10s conccimientos de la estructura de las hexoruinasas scn, hasta

el rresente, muy limitados y los resultados de este trabajo plantean




1a necesidal de lograr la purificacién de estas enzimas para llegar
a tener un conocimiento de su estructura, Un mayer conocimiento de
1a estructura de las isoenzimas fosforilantes de clucosa rermitird
camrender mejor las relacicnes entre &stas y su rarel filogéné-
tico.

Ia metfdica de rurificacifn Je la gluccruinasa abre las puertas
rara la obtencifn de esta enzima, y por lo tanto, a la preraracifn
de anticuerros ccntra la enzima rura 1o cue rermitird commletar los es-
edics de Su mecanismo de infuccifn y también los estudios filogens-
ticos en diferentes especies.
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