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RESUMEN

La  glucoquinasa   (ATP:   D-glucosa-6-fosfotransferasa  EC

2.7.1.2.)   es  una  de   las  cuatro  isoenzimas   fosforilantes  de

glucosa  en  el  higado  de  rata.     Es  la  isoenzima  predominante

y  se  encuentra  exclusivamente  en  los  hepatocitos.

La  glucoquinasa  presenta  cin€tica  sigmoidea  con  glucosa.

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

El  grado  de  cooperatividad  fue  independiente  del  grado  de  pu

rificaci6n  de  la  enzima  y  de  la  concentraci6n  de  ella.       El

efecto  cooperativo  se  encontr6  en  la  glucoquinasa  de  todas

las  especies  de  vertebrados  estudiadas   (mamiferos,   anfibios

y  quel6nidos)   y  los  coeficientes  de  Hill  fueron  muy  semeja±

tes.     Los  valores   de  Ko.5  variaron  entre   2  y   8  mM  glucosa.

Ademas  de  glucosa,   la  glucoquinasa  fosforila  otros  aztica

res  y  derivados.     La  funci6n  de  saturaci6n  fue  cooperativa

con  manosa   (rh   =   1,5;   fo.5   =   8  mM)  ,   en   cambio   fue  hiperb61i-

ca   con   2-desoxiglucosa   (nH   =   1,0;   Ko.5    =   22  mM)   y   con   fruc-

tosa    (nH  =   1to;   Ko.5    =   325   mM).      La  Vmaxcon   fructosa   fue   al

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

al  sustrato  nucleotf dico  MgATP  la  conducta  fue  hiperb6lica

(nH   =    1,0;    Ko.5     =    1   mM).

La  glucoquinasa  de  rata  es  una  protef na  monom6rica  y  no

se  polimeriz6  al  filtrarla  a  30°  en  Sephadex  en  un  medio  si

milar  al  del  ensayo.     Esto  excluye  la  posibilidad  de  que  la
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cooperatividad  sea  el  resultado  de  la  interacci6n  de  subuni

dades  o  de  una  asociaci6n-disociaci6n  reversible,   en  que  las

propiedades  cin6ticas  dependan  del  peso  molecular  de  la  espe

cie  enzimatica.

Diversos  intentos  realizados  para  modificar  la  cooperati

vidad  no  tuvieron  €xito.     ASI,   una  disminuci6n  del  pH    del

medio  de  ensayo  desde   8,5  a  5,75,   la  fotooxidaci6n  con  azul

de  metileno  o  el  calentamiento  de  la  enzima  antes  del  ensayo,

y  la  adici6n  de  triton  X-100  o  de  urea  al  medio  de  reacci6n

no  alteraron  el  coeficiente  de  Hill,   pero  disminuyeron  la

Vmax   y  aumentaron  el  Ko.5  .     Tampoco  hubo  variaci6n  del  grado

de  cooperatividad  al  elevar  la  fuerza  i6nica  del  medio    con

KC|  o  Nacl,   pero  hubo  una  disminuci6n  de   la  Vmax   y  del  Ko.5  .

La  presencia  en  el  medio  de  ensayo  de  DTT,   que  estabiliza  la

glucoquinasa,   tampoco  alter6  la  cooperatividad.

La  variaci6n  producida  en  el  par6metro  Ko.5  indican  que  las

mol6culas  que  retuvieron  actividad  presentan  alteraci6n  en  la

afinidad  por  el  sustrato,  pero  conservan  la  conducta  cin6tica

cooperativa.     Se  postula  que  esta  propiedad  cin6tica  es  intrfn

seca  al  mecanismo  catalftico.

El  grado  de  cooperatividad  con  glucosa  disminuf a  al  descen-

der  la  concentraci6n  de  MgATP  por  deba].o  de   su  Kin,   llegandose

a  un  coeficiente  de  Hill  de   1,0   con  MgATP   0,2  mM.      Simultanea

mente,   disminula  el  Ko,5  para  glucosa.     I.a  dependencia  de  los

parametros  cin6ticos  de  la  concentraci6n  de  MgATP  se  interpret6
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como  consecuencia  de  la  uni6n  al  azar  de  los  sustratos  a  la

enzima  en  condiciones  de  no-equilibrio,   y  con  una  via  cin6-

ticamente  preferida,  que  es  la  que  utiliza  el  complejo  bina

rio  E.Glc   (modelo  I) .     La  distribuci6n  relativa  de  ambos

complejos  binarios  en  el  regimen  estacionario  sera  funci6n

de  la  concentraci6n  relativa  de  ambos  sustratos  y  as±  resul

tarla  el  efecto  cooperativo  con  glucosa.

EI  MgADP  disminula  el  coeficiente  de  Hill,   llegandose     a

un  valor  1,0  y  disminuia  tambi6n  el  Ko5  para  glucosa.     El

glucosa-6-P  no  alter6  la  cooperatividad,   aunque  disminuyera

la  Vmax  y  el  Ko.5    Para  glucosa.     La  inhibici6n  por  glucosa-6-P

era  cooperativa.

Los  sustratos  alternativos,  manosa,   2-desoxiglucosa  y  fruc

tosa,   asf  como  el  analogo  N-acetilglucosamina,   son  inhibidores

competitivos  de  la  glucoquinasa  respecto  a  glucosa.     Junto  con

aumentar  el  Ko.5   ocasionaron  una  disminuci6n  en  el  coeficiente

de  Hill,   llegando  hasta  una  cin6tica  hiperb6lica.     La  concen-

traci6n  necesaria  para  lograr  un  nH  de  1,0  dependla  de  la  na-

turaleza  del  inhibidor,   siendo  fructosa  el  mss  eficiente  para

eliminar  la  cooperatividad.     El  efecto  es  especffico,  pues

galactosa,   que  no  es  inhibidor,   no  lo  produce.     La  inhibici6n

por  N-acetilglucosamina  y  manosa  era  cooperativa,   1o  que  se

manifiesta  bien  al  usar  muy  bajas  concentraciones  de  glucosa

(0,1  a  0,2  mM) ,   condici6n  en   la  que  no  se  observ6  inhibici6n

hasta  con  concentraciones  de  los  inhibidores  superiores  a  dos
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veces  su  K±.     La  inhibici6n  aumentaba  al  subir  la  concentra-

ci6n  de  glucosa  hasta  alrededor  de   2  mM;   por  encima  de  ella

ya  se  observaba  la  inhibici6n  competitiva  tlpica.

Nuestras  observaciones  son  compatibles  con  un  modelo  en

regimen  estacionario  que  considere  al  menos  dos  vlas  de  con-

versi6n  de  sustratos  en  productos.     El  primer  modelo   (I),

meramente  cin€tico,pareci6  insuficiente,  por  lo  cual  estamos

presentando  dos  nuevos  modelos   (11  y  Ill),   que  postulan     la

existencia  de  un  cambio  conformacional  inducido  por  glucosa

y  por  los  analogos  y  la  uni6n  al  azar  de  afroos  sustratos,

glucosa  y  MgATP.     En  estos  modelos  el  cambio  conformacional

genera  una  especie  enzimatica   (E][)   con  mayor  afinidad    por

glucosa  y  sus  analogos  que  la  especie  original  predominante

(E[) .     En  el  modelo   11,   el   cambio  conformacional  es   el  paso

limitante  de  la  reacci6n  y  es  mss  rapido  cuando  la  glucosa

se  une  a  la  enzima  libre   (E[)   que  cuando  se  une  al  complejo

binario  E[.MgATP  y  asf  resultan  dos  caminos  no  equivalentes,

necesarios  para  la  cooperatividad,  derivados  de  la  uni6n    al

azar  de  los  sustratos.

En  el  modelo  Ill  en  cambio  conformacional  inducido  por  glu

cosa    no  es  requisito  para  la  catalisis,   pero  genera  una  con-

formaci6n  E[[   con  mayor  afinidad  por  glucosa  o  sus  analogos

que  E[,   la  especie  inicialmente  predominante.     EI  MgATP  no

altera  el  equilibrio  conformacional,  pero  los  complejos

E]. MgATP  y  E[[. MgATP  alcanzan  mss   rapidamente  un  equilibrio
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que  las  enzimas   libres  E[   y  E[[.

El  modelo  Ill  fue  sometido  a  simulaci6n  anal6gica,   sien-

do  posible  reproducir  cualitativamente  algunos  de  los  resul

tados  experimentales,   como:   i/   la  cin6tica  cooperativa    con

glucosa  y  con  manosa  y  la  conducta  hiperb6lica  con  2-desoxi

glucosa;   il/   la  reducci6n  gradual  del  coeficiente  de  Hill  y

del  Ko.5    para  glucosa  al  reducir  la  concentraci6n  de  MgATP;

y  lii/   la  reducci6n  del  coeficiente  de  Hill  en  presencia  de

inhibidores  competitivos.
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ABSTRACT

Glucokinase   (ATP:   D-glucose   6-phosphotransferase,     EC

2.7.1.2.)   is  one  of  four  glucose  phosphorylating  isozymes

present  in  rat  liver.     It  is  the  predominant  isozyme  and
it  is  found  exclusively  in  the  hepatocyte.

Glucokinase  exhibits  sigmoid  kinetics  with  glucose.     The

Hill   coefficient   (nH)   was   of   1.5   and  the  Ko.5    7.5   at  pH   7.5.

The  degree  of  cooperativity  did  not  depend  on  the  degree  of

purification  or  the  concentration  of  the  enzyme.   Cooperativity

was  observed  for  the  glucokinase  of  all  the  species  of

vertebrates  so  far  studied   (mammals,   amphibians,   chelonids) ,

and  the  Hill  coefficient  values  Were  very  similar.     The  Ko.5

values   varied  between  2   and   8  mM  glucose.

In  addition  to  glucose,  glucokinase  phosphorylates  other

sugars  and  derivatives.     The  saturation  function  was  coopera-

tive  With  manhose  (nH  =1,0,;  Ko.5=8")-, While itwas  hyperbolic

with   2-deoxyglucose   (nH=   1.0;   Ko.5=   22  mM)    and  with   fructose

(nH=   1.0;   Ko.5=   325   mM)    as   Substrates.      Vmax   With   fructose

was  about  2.6-fold  higher  than  that  with  glucose.     With  the

nucleotidic  substrate    ATP     the  behaviour  was  hyperbolic

(nH=    1.0;    Ko.5  =    1   mM)  .

Rat  glucokinase   is  a  monomeric  protein  and  did  not  polymer.  `

ize upon  Sephadex filtration at 30° under  conditions similar to

those  of  the  assay.     This  findings  exclude  the  possibility
0
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that  the  cooperativity  was  the  result  of  the  interaction  of

subunits  or  from  a  reversible  association-dissociation  in

which  the  kinetic  properties  of  the  enzyme  depend  on    the

molecular  weight  of  the  enzymatic  species.

Several  attempts  to  modify  cooperativity  did  not  succeed.

Thus,   the  Hill  coefficient  did  not  change  with  decrease  in

the  pH  of  the   assay  medium  from  8.5   to  5.75,   photooxidation

with  methylene  blue,   heating  of  the  enzyme  before  the  assay

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

All  these  treatments  however,   decreased  Vmax   and  increased

Ko.5  Values.     Likewise  there  Was  no  variation  in  the  degree

of  cooperativity  on  increasing  the  ionic  strength  of  the

assay  medium  with  Kcl  or  Nacl,   but  there  was  a  decrease  in

Vmax   and  fo.5.    In  addition,   the  Presence   in  the  assay  medium

of  DTT,  which  stabilize  glucokinase,   did  not  alter  the

cooperativity.

The  variation  produced  in  the  Ko.5  parameter  indicates  that

those  molecules  which  retained  activity  have  an  altered

affinity  for  the  substrate,  but  maintain  the  cooperative

kinetic  behaviour.     It  is  proposed  that  this  kinetic  property

is  intrinsic  to  the  catalytic  mechanism.

The  degree  of  cooperativity  f or  glucose  decreased  on

lowering  the  concentration  of  MgATP  to  below  its  Kin,   reaching

a  Hill   coefficient  of   1,0  with  MgATP   0.2  mM.     At   the   same

time  the  Ko.5    for  glucose  was  diminished.
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The  dependence  of  the  kinetic  parameters  on  the  concen-

tration  of  MgATP  was   interpreted  as  a  consequence  of     the

random  binding  of  the  substrates  to  the  enzyme  under    non-

equilibrium  conditions,  and  with  one  of  the  resultant

pathways,   that  which  operates  through  the  binary  complex

E.Glc,   being  kinetically  preferred   (model  I).     The  relative

distribution  of  both  binary  complexes  in  the  steady-state

will  be  a  function  of  the  relative  concentrations  of  both

substrates,   and  thus  giving  rise  to  the  cooperative  effect

with  glucose.

MgADP  decreased  the  Hill  coef f icient  reaching  a  value  of

1.0   and  also  diminished  the  Ko.5    for  glucose.     Glucose   6-

phosphate  was  not  ef fective  in  decreasing  the  cooperativity

although  the  Vmax   and  the  Ko.5   for  glucose  were  decreased.

The  inhibition  by  glucose  6-phosphate  was  cooperative.

The  alternative  substrates  mannose,   2-deoxyglucose    and

fructose,   and  the  analog  N-acetylglucosamine,   acted      as

competitive  inhibitors  of  glucokinase  with  glucose  as  subs-

trate.     Besides  the  increase  in  Ko.5   for  glucose  they  produced

a  decrease  in  the  Hill  coef f icient  approaching  hyperbolic

kinetics.     The  necessary  concentration  for  obtaining  a  nH  of

1.0  depended  on  the  nature  of  the  inhibitor,   fructose  being

the  most  efficient  one  in  abolishing  the  cooperativity.  This

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

did  not  produce  it.
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The  inhibition  with  N-acetylglucosamine  and  with  mannose

was  cooperative,   which  was   seen  clearly  when  low  concentrations

of  glucose   (0.1   to  0.2  mM)   were  used.      In  this   condition

inhibition  was  not  observed  until  the  concentrations  of

N-acetylglucosamine  or  mannose  were  two-fold  higher  than  their

K±.     This  inhibition  increased  on  raising  the  glucose  concen-

tration  up  to  about  2  mM,   above  which  the  typical  competitive

inhibition  was  observed.

Our  observations  are  compatible  with  a  model  in  steady-

state  that  considers  at  least  two  pathways  of  conversion  of

substrates  into  products.     The  merely  kinetic  model   (I)   was

considered  inadequate  and  thus  two  new  models  are  presented

which  postulate  the  existence  of  a  conformational  change

induced  by  glucose   (and  analogs)   and  the  random  binding  of

both  substrates,   glucose  and  MgATP.     In  these  models  the

conformational  change  generates  an  enzymatic  species  E[]

with  greater  af f inity  for  glucose  and  its  analogs  than    the

predominant  original  species  E].     In  model  11  the  confor-

mational  change  is  the  rate  limiting  step  of  the  reaction,

and  is   faster  when  glucose  binds  to  the  free  enzyme   (E])

than  when  it  binds  to  the  binary  complex  E[.MgATP.     In  this

way  two  different  pathways  emerge  which  are  necessary  for

cooperativity  and  which  are  derived  from  the  binding  at

random  of  substrates.
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In  model   Ill,   the  conformational  change  induced  by  glucose

is  not  a  requirement  for  catalysis,  but  generates  a  con for-

nation  Elf,  with  more  affinity  for  glucose  and  its  analogs

than  E[,   the  initially  predominant  form.     MgATP  does  not

alter  the  conformational  equilibrium,  but  the  complexes

E].MgATP  and  E]].MgATP  reach  equilibrium  faster  than  the   free

enzymes  E[   and  E][.

Model   Ill  was  simulated  with  an  analog  computer  and  it  was

possible  to  reproduce  qualitatively  some  of  the  experimental

results,   such  as,   I/   the  cooperative  behaviour  with  glucose

and  mannose  and  the  hyperbolic  kinetics  with  2-deoxyglucose;

11/   the  gradual  reduction  of  the  Hill  coefficient  and  of  the

Ko.5   for  glucose  as  the   concentration  of  MgATP  decreases,   and

Ill/   the  reduction  of  the  Hill  coefficient  by  the  presence  of

competitive  inhibitors.
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A.    INTRODUCCION

a)  Adaptacio'n  metabo'lica

Los  organismos  vivos  que  existen  en  nuestros  dfas  pueden

considerarse  adaptados  a  su  ambiente,   lo  que  serfa  la  conse-

cuencia  de  que  durante  la  evoluci6n  se  ham  seleccionado  me-

canismos  que  se  traducen  en  un  funcionamiento  apropiado    de

dichos  organismos  en  las  condiciones  presentes.     La  adecua-

ci6n  a  las  variaciones  ambientales  implica  la  operaci6n  de

mecanismos  eficientes  de  regulaci6n.     La  efectividad  de  una

regulaci6n  metab6lica  depende  de  la  capacidad  de  mantenci6n

de  niveles  de  actividades  enzimaticas  convenientes  a       los

diferentes  estados  fisiol6gicos  del  organismo.     Lo  que  se

regula  no  son  reacciones  enzimaticas  aisladas,   sino  comple-

jas  redes  de  vias  metab6licas.     Mss  adn,   en  el  caso  de     los

organismos  pluricelulares,   la  regulaci6n  de  una  via  particu

lar,   en  un  tejido  determinado,   responde  a  las  necesidades

del  organismo  como  un  todo,   pues  es   sobre  los  organismos  don

de  ha  actuado  la  evoluci6n.     La  regulaci6n  de  esa  via  debe

considerarse  apropiada  al  papel  especff ico  que  cumple  el  te-

jido  en  el  conjunto  del  organismo.

No  es  de  extrafiarse  que  a  trav€s  de  la  evoluci6n  se  hubie

ran  desarrollado  mdltiples  mecanismos  de  regulaci6n  que
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aseguren  al  organismo  una  adaptaci6n  ef iciente  frente  a    las

variaciones  del  medio  ambiente.     Asf ,   la  modulaci6n  de    una

via  metab6lica  se  puede  lograr  mediante  la  modificaci6n    de

la  actividad  de  la  enzima  limitante  de  la  velocidad  de    la

via,   enzima  que  suele  denominarse  enzima  regulatoria,     que

a  su  vez  es  regulable  mediante  diversos  mecanismos.     Dos  son

los  parchetros  de  las  enzimas  regulatorias  que  estan  sujetos

a  regulaci6n:   la  cantidad  de  mol€culas  de  enzima  y  su  activi

dad  catalltica.     La  concentraci6n  celular  de  enzima  se  modu-

la  mediante  el  control  de  la  velocidad  de  sfntesis,  de    la

velocidad  de  degradaci6n  de  la  protelna-enzima  o  de    ambos

a  la  vez   (Schimke  y  Doyle,   1970)   y  requiere  un   tiempo  que  no

es  pequefio  en  relaci6n  a  la  vida  de  la  c€lula,   es  decir,   no

es  instantaneo.     La  actividad  catalftica,   sin  cambio  de    la

cantidad  de  enzima,   puede  regularse  a  su  vez  de  varias  mane

ras:   I)   por  modificaci6n  covalente  catalizada  por  otras  en-

zimas   (Holzer  y  Duntze,1971;   Stadtman  y  Chock,1978);   ji)

por  interacciones  alost6ricas  con  activadores  o  inhibidores

(Monod  et  al. ,1963; 1965;Koshland,1970i  Stadtman  ,1970 )  ;   ill   )

por  las  caracteristicas  cin€ticas  intr±nsecas  de  la  enzima,

que  permiten  diversos  tipos  de  respuestas  frente  a  fluctua-
ciones  en  las  concentraciones  disponibles  de  sustratos  y  de

productos .
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Es  frecuente  que  todos  los  mecanismos  destinados  a  modu-

lar  la  actividad  de  las  enzimas  regulatorias  operen  en  for-

ma  simultanea  y  coherente  como  para  dar  un  maximo  de   sensi-

bilidad  a  la  respuesta  frente  a  una  determinada  perturbaci6n

del  medio  celular   (Sols,   1979)  .

b)   Ko.5   9   nHI    ParEmetros   Cine-ticos   fundamentales   .

La  modificaci6n  de  la  actividad  de  una  enzima  frente    a

las  variaciones  en  la  conc6ntraci6n  de  sustratos  es  depen-

diente  de   los   parametros   Cin€ticos  Kin   (0  Ko.5  )   y  nH.

Es  importante  el  valor  del  parametro  Cin6tico  Kin  0  Ko.5  t

que  corresponde  a  la  concentraci6n  de  sustrato  necesaria  pa

ra  alcanzar  la  mitad  de  la  velocidad  maxima,   en  relaci6n  con

los  niveles  de  concentraci6n  del  sustrato  existentes  en    la

c6lula  y  accesibles  a  la  enzima.     Dependiendo  de  la  relaci6n

entre  ambos  valores,   la  concentraci6n  de  sustrato  y  la  Kin,

la  modif icaci6n  de  la  actividad  enzimatica  podrfa  ser  mss  o

memos  sensible  a  las  fluctuaciones  intracelulares  en  los  ni
veles  de  concentraci6n  del  sustrato.   As£,   si  el  valor  de  Kin

es  mayor  que los niveles  de  sustratos,  la variaci6n  de la acti-

vidad  sera  con bastante aproximaci6n  directamente proporcio-

nal  a la variaci6n  en la concentraci6n  del sustrato, es  decir,

el orden  de la  reacci6n sera cercano  a  1.   Esto  de  acuerdo  con

la  ecuaci6n de Michaelis-Menten, que describe la relaci6n  entre

velocidad  y  concentraci6n  de  sustrato  en  la  mayorfa   de    las
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enzimas:   v  =  V.S/(Kin  +   S).      Parece   ser  muy  general   que     el

valor  de  Kin  es  semejante  o  mayor  que  la  concentraci6n  total

de  sustrato  intracelular   (Tabla  6.6  en  Lamer,1971) .

El  otro  parametro  cin6tico  responsable  de  la  magnitud  de

la  respuesta  de  la  velocidad  enzimatica  frente  a  la  varia-

ci6n  de  la  concentraci6n  de  sustrato  es  el  coeficiente  de

Hill   (nH) ,   que  mide  el  grado  de  cooperatividad  de   la  funci6n

de  saturaci6n.     Si  bien  la  cin€tica  de  un  gran  n6mero  de  en-

zimas  puede  describirse  mediante  la  ecuaci6n  clasica  de  Mi-

chaelis-Menten,   la  mayor  parte  de  las  enzimas  que  catalizan

reacciones  claves  en  la  regulaci6n  de  vias  metab6licas    pre

sentan  cin€ticas  no-michaelianas, en  las  cuales  se  observa

una  cooperatividad  positiva.

La  propiedad  de  una  enzima  de  responder  con  mayor  sensi-

bilidad  que  lo  esperado  de  la  ecuaci6n  de  Michaelis  frente

a  cambios  en  las  concentraciones  de  sustrato  alrededor  de

la  Kin,   se  conoce  comanmente  como  cooperatividad  positiva.

Se  la  ha  llamado  tambi6n  activaci6n  por  sustrato   (Dixon  y

Webb,1964).     En  contraposici6n,   se  habla  de  cooperatividad

negativa  cuando  la  sensibilidad  es  menor.     La  interacci6n

de  la  enzima  con  ligandos  iguales,   que  se  traduce  en  coope-

ratividad  positiva  o  negativa  se  denomina  interacci6n  homo-

tr6pica   (Monod   et  al.,1965) .     Todos  estos   t€rminos   fueron

introducidos  inicialmente  considerando  la  uni6n  cooperativa

de  ligandos  en  enzimas  oligom€ricas.     Sin  embargo,   en     los
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altimos  afros  tambi6n  se  ban  observado  funciones  de  satura-

ci6n  no  michaelianas,   que  pueden  describirse  como  cooperati

vidad  positiva  o  negativa,   en  enzimas  monom€ricas,   con  un

solo  sitio  activo.     En  la   Dlscusj6n  se  analizaran  con  algtin

detalle  estas  situaciones.

Es  importante  destacar  que,   en  cualquier  caso,   las  fun-

clones  de  saturaci6n  de  enzimas  que  presentan  cooperativi-

dad  pueden  ser  descritas  por  medio  de  la  ecuaci6n  de  Michae

lis-Menten  si  la  concentraci6n  de  sustrato   (S)   y  la  concen-

traci6n  de  semisaturaci6n   (Ko.5  )   Se  elevan  a  un  exponente

(nH) ,   que  mide  el  grado  de  cooperatividad.     En  el  caso  de

la  ecuaci6n  clasica  de  Michaelis-Menten  este  exponente  ten-

drla  el  valor  de  1,0,   y  serfa  mayor  que  1,0  si  la  cooperati

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

v   .   snH

K:.H5    +   snH

Un  coeficiente  de  Hill  mayor  que  1,0  implica  que  se  requie-

re  variar  un  menor  namero  de  veces  la  concentraci6n  de  sus-

trato  para  tener  una  determinada  variaci6n  de  velocidad,  en

comparaci6n  con  la  requerida  con  un  coeficiente  de  1,0.   As£

por  ejemplo,   en  una  enzima  que  no  presenta  cooperatividad
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(nH  =  1,0) ,   Se  necesita  incrementar  81  veces  la  concentra-

ci6n  de  sustrato  para  aumentar  la  velocidad  desde  un  10%  de

la  Vmax   a  un   90%   de   la  misma,   en  Cambio   si  el  coeficiente

de  Hill  es  1,5   se  requiere  un  aumento  de  solo  18,7  veces

(raiz  nH  de   81) .     Es  decir,   con  un  coeficiente  de  Hill  lige

ramente  superior  a  1,0   se  estarla  disminuyendo  en  mss     de

cuatro  veces  el  cambio  de  concentraci6n  de  sustrato  necesa-

rio  para  alcanzar  una  misma  respuesta.

No  es  extrafio  tampoco  que   los  mecanismos  moduladores  de

la  actividad  enzimstica  que  enunciamos  antes,  modificaci6n

covalente  y  modificaci6n  alost6rica,   operen  mediante  altera

clones  de   los  parametros  Ko.5    y  nH  en  la  gran  mayor±a  de   los

ejemplos  conocidos.     Las  relaciones  son  complejas  pues  tam-

bi6n  la  modificaci6n  covalente  suele  variar  la  sensibilidad

frente  a  la  concentraci6n  de  los  efectores  alost6ricos.

c)   Glucoquinasa,   una   enzima   regulatoria

Una  enzima  en  la  cual   los  parametros  Cin€ticos  Ko.5    y  nH

tienen  por  si  mismos  significaci6n  regulatoria  de  una  fun-

ci6n  celular,   como  se  comentara  mss  adelante,   es  la  gluco-

quinasa  o  hexoquinasa  D   (EC  2.7.1.2) .     Es  una  de   las  cuatro

isoenzimas  que  catalizan  la  fosforilaci6n  de  glucosa  en    el

hlgado  de   la  rata   (Gonz6lez  et   al.,1964;   Katzen  et   a|.,

1965)  .



7

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

El  nombre  de  glucoquinasa  y  su  clasificaci6n comoEC ,2.7.1.2

en  contraposici6n  a  las  otras  isoenzimas,   que  han  recibido

la  denominaci6n  mss   amplia  de  hexoquinasas   (EC  2.7.1.1) ,   im-

plica  que  se  trataria  de  una  enzima  especffica  para  la  glu-
cosa.     Sin  embargo,   esto  no  es  estrictamente  as£,   pues  pue-

de  fosforilar  tambi6n  otras  hexosas.     En  este  problema    es

dtil  considerar  algunos  antecedentes  hist6ricos.     Poco    des

puss  de  que  en  el  laboratorio  de  Weinhouse   (Di  Pietro  et  al.,

1962)   se  describiera  que  en  extractos  de  hfgado  de  rata    la

fosforilaci6n  de  glucosa  catalizada  por  la  llamada  glucoqui

nasa  ocurria  con  una  Kin  alta,   se  describi6  1a  presencia    en

el  hfgado  de  dos   isoenzimas  capaces  de  fosforilar  glucosa:

una  de  alta  afinidad  por  glucosa   (baja  Kin)   y  otra  de  baja

afinidad   (alta  Kin)    (Vifiuela   et   aJ.,1963;   Walker,1963).

Esta  tiltima  enzima  corresponderfa  a  la  sefialada  por  Di  Pietro

et     aJ.,1.962).     Vifiuela   etal.(1963)   propusieron  conservar

el  nombre  de  glucoquinasa   (EC  2.7.1.2)   para   la  enzima     del

hfgado  caracterizada  por  una  alta  Kin   (=   10  mM) ,   con  una  ca

pacidad  relativamente  baja  de  fosforilar  fructosa  a  la  con
centraci6n  de  100  mM  y  una  insensibilidad  a  la  inhibici6n

por  glucosa-6-fosfato.     La  otra  isoenzima,   que  aparecfa

como  una  tipica  hexoquinasa  animal,   pues  tenfa  una  Kin    muy

baja  para  glucosa   (=   0,01  mM) ,   fosforilaba  fructosa  tan
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bien  como  glucosa  y  era  fuertemente  inhibida  por  glucosa-6-

fosfato,      se  design6  como  hexoquinasa   (EC  2.7.1.1).

Posteriormente,   al  resolverse  el  slstema  de  dos  componen

tes  en  uno  de  cuatro,   se  encontr6  que  tres  de  las  isoenzimas

compartlan  las  propiedades  de  las  hexoquinasas  y  se  las  de-

nomin6  hexoquinasas  A,   8  y  C  segan  su  movilidad  cromatogrs-

fica  decreciente  en  DEAE-celulosa   (Gonzalez   et   al.,1964)   o

hexoquinasas  I,   11  y  Ill,   respectivamente,   de  acuerdo  con

su  movilidad  an6dica  creciente  en  electroforesis   (Katzen

eta"   1965).     A  la  glucoquinasa  tambi6n  se  la  llama,   segtin

estos   criterios,   hexoquinasa  D   (Gonzslez   et  aJ  .,1964)      o

hexoquinasa  IV   (Katzen  et  al   .,1965).     Al  analizar  las  ve-

locidades  relativas  de  fosforilaci6n  de  fructosa  y  de  gluco

sa  en  las  enzimas  purificadas  se  encontr6  que  mientras  las

hexoquinasas  fosforilan  "  a  1,3  veces  mejor  la  fructosa,

la  raz6n  de  fosforilaci6n  de  fructosa  y  glucosa  con  gluco-

quinasa,   es   0,2   (Tabla  4  en  revisi6n  de  Niemeyer     et   al.,

1975b) .     Es  decir,   se  confirm6  para  cada  una  de  las  hexoqui

nasas  parcialmente  purif icadas  lo  que  el  grupo  de  Sols  habla

obtenido  para  la  mezcla  de  isoenzimas.

Si  bien  hist6ricamente  esta  capacidad  relativa  de  fosfo-

rilaci6n  de  fructosa  pudo  ser  un  buen  argumento  para  la  de-

nominaci6n  de  la  glucoquinasa,   en  estos  momentos  no  lo  es

mss.     En  efecto,   si  bien  la  Kin  para  fructosa  de  la  glucoqui

nasa  es  aproximadamente  cien  veces  superior  a  la
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correspondiente  para  glucosa,   la  velocidad  maxima  es  mss  del
`

doble   (pagina   82   de  esta  tesis).       En  el  caso  de  las  hexo-

quinasas  tambi6n  la  Kin  para  fructosa  es  aproximadamente   100

veces  mayor  que  la  Kin  para  glucosa,   pero  esta  vez  la  veloci

dad  maxima  es  solo  ligeramente  superior   (Tabla  4  en  Niemeyer

et   aJ.,1975b).     Esto  hace  que,   comparativamente,   la  fructo-

sa  sea  mejor  sustrato  de  la  glucoquinasa  que  de  las  hexoqui-

nasas  de  h±gado  de  rata.     Hay  que  considerar,   sin  ehoargo,

que  dadas  las  concentraciones  de  fructosa  que  se  podrf an  al

canzar  dentro  de  la  c€lula,   la  glucoquinasa  jn  vjvo   no  fosfo

rilaria  fructosa.     Quizas  lo  podrlan  hacer  las  hexoquinasas,

aunque  es  poco  probable  pues  el  metabolismo  de  la  fructosa

en  el  higado  ocurre  mediante  la  fosforilaci6n  en  el  carbono

1  por  acci6n  de  la  fructoquinasa   (Hers,   1955) .

Aunque  en  rigor  el  t6rmino  de  glucoquinasa  deberia  reser

varse  para  las  enzimas  especif icas  para  glucosa  y  que  han

sido  aisladas  en  invertebrados  y  en  microorganismos   (Ureta

et   aJ.,1979),   a  falta  de  una  alternativa  mejor  usaremos

en  esta  tesis  la  denominaci6n  de  glucoquinasa    para     refe-

rirnos  a  la  isoenzima  D.

Trabajos  muy  recientes  sefialan  con  buenos  argumentos  que

la  glucoquinasa  es  una  enzima  exclusiva  del  higado,     pues

la  actividad  fosforilante  de  glucosa  de  baja  afinidad,   comu

nicada  por  diversos  autores  en  varios  tejidos,   parece    co-

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

Davagnino,1979;         Davagnino  y   Ureta,1980;  Allenet  al.,1980;

Vera,1981).

Como  el  hfgado  es  un  tejido  formado  por  varias  clases     de

c6lulas,  ha  sido  un  problema  saber  la  distribuci6n  celular

de   las  isoenzimas   fosforilantes  de  glucosa.       Hay  consenso

en  que   la  glucoquinasa  se  encuentra  en  los  hepatocitos  o  c6-

lulas  parenquimatosas  pero  existian  dudas  sobre     la  presen-

cia  en  ellos  de  las  hexoquinasas.     Se  ha  postulado  que  €stas

existirfan  solo  en  las  c6lulas  sinusoidales  o  no  parenquima-

tosas   (Revisi6n  y  referencias  en  Hue,   1979) ,   entre  las  que

predominan  las  c6lulas  de  Ktlpfer  y  las  c6lulas  endoteliales.

Sin  embargo,   trabajos  en  curso  en  este  laboratorio  muestran

con  claridad  que  si  bien  la  glucoquinasa  se  encuentra  s6lo

en  los  hepatocitos,   las  tres  hexoquinasas  se  encuentran  tan-

to  en  los  hepatocitos  como  en  las  c€lulas  sinusoidales   (Re-

yes   y   Cardenas,1980;   Reyes   et   al.,1980.

En  el  higado,   la  glucoquinasa  da  cuenta  de  un   85%   de   la

actividad  total  fosforilante  de  glucosa   (Gonzalez  et  al.,

1964)   y  parece  jugar  un  papel  clave  en  la  utilizaci6n  de   la

glucosa  en  el  hepatocito.     Su  nivel  de  actividad  puede  ser

alterado  por  factores  dietarios  y  hormonales,   los  que  apa-

rentemente  no  alteran  a  las  otras  isoenzimas   (revisi6n    en

Niemeyer  y  Ureta,1972;   Niemeyer   et    aJ  .,1975b  y  Weinhouse,

1976) .     Este  control  grueso  de  la  fosforilaci6n  de  la  glu-

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

Se  podria  esperar  que  existieran  mecanismos  adicionales

que  fueran  mss  rapidos  y  permitieran  el  ajuste  fino  de    la

actividad  enzimatica  a  las  condiciones  fisiol6gicas  de  apor

te  variable  de  glucosa.     Si  bien  no  se  ha  comunicado    que

ocurra  una  modif icaci6n  covalente  de  la  glucoquinasa,     ni

que  existan  modif icadores  alost€ricos  que  modulen  la  acti-

vidad  catalitica,  desde  su  descubrimiento  se  ha  vinculado

la  baja  afinidad  de  la  glucoquinasa  por  glucosa  al  papel

que  le  corresponde  en  el  hfgado.     En  efecto,   la  propiedad

de  la  glucoquinasa  de  tener  un  alto  valor  de  Kin,   dentro  del

rango  fisiol6gico  de  la  concentraci6n  de  glucosa  en  la  san-

gre  de  la  vena  porta,  permitirfa  a  la  enzima  ajustar  auto-
maticamente  su  actividad  catalitica  en  respuesta  a  los  cam-

bios  en  la  concentraci6n  de  glucosa  que  llega  al  hepatocito.

Aunque  se  habia  descrito  una  funci6n  de  saturaci6n  hiperb6-

lica  con  glucosa  para  la  glucoquinasa  de  rata   (Gonzalez   et

al.,1967;   Parry  y  Walker,1967;   Pilkis,1972)   y  de   conejo

(Salas     et   a|.,1965),   algunas  anormalidades  descritas  plan

teaban  dudas  sobre  si  realmente  la  cin€tica  era  hiperb6lica.

As£,   en  el   trabajo  de  Gonzalez   et   al.(1967)   se  habla  encon-

trado  un  aplanamiento  en  la  curva  de  saturaci6n  que  fue  in-

terpretado  como  inhibici6n  por  exceso  de  sustrato.     Por  otra

parte,   Parry  y  Walker   (1967)   describieron  un  quiebre  en    el

gr6fico  de  dobles  reciprocos   (curva  bifasica)   con  la  enzima
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obtenida  en  ciertas  condiciones  de  purif icaci6n  y  que  los

autores  interpretaron  como  la  consecuencia  de  la  formaci6n

de  fragmentos  de  enzima  durante  la  purificaci6n,   con  propie

dades  cataliticas  modificadas,  pero  sin  significado  fisiol6

gico .

Posteriormente, en este  laboratorio se  encontr6  que  las  glu

coquinasas  de  hamster  y  de  rata  presentaban  una  caracterf s-

tica  cin€tica  que  habla  pasado  inadvertida  inicialmente,

consistente  en  una  funci6n  de  saturaci6n  sigmoidea  con  glu

cosa,   con  un  coeficiente  de  Hill  de  alrededor  de  1.5

(Niemeyer,   1972) ,   y  que  daba  cuenta  de   las  anormalidades

descritas.

La  cooperatividad  cin€tica  presentada  por  la  glucoquina-

sa  es  interesante  porque  podrla  contribuir  a  la  regulaci6n

de  la  captaci6n  de  glucosa  en  el  hepatocito  pues,   como  se

coment6  anteriormente,   aumenta  la  sensibilidad  de  la  res-

puesta  de  fosforilaci6n  de  la  glucosa  frente  a  cambios  en

la  concentraci6n  de  este  sustrato  en  torno  al  Ko.5  .

La  cooperatividad  serla  una  caracterf stica  distintiva

de   la  glucoquinasa,   pues  las  hexoquinasas  de  baja  Kin    de

muchos  vertebrados,   presentan  ya  sea  una  cin6tica  hiperb6-

lica  normal   (isoenzimas  A  y  a)   o  inhibici6n  por  exceso  de

glucosa   (isoenzima  C)    (revisi6n  en  Niemeyer  et   al.,1975b;

Ureta    et    al.,1979).
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El  prop6sito  general  de  esta  tesis  ha  sido  estudiar  en  de

talle  la  conducta  cin6tica  cooperativa  de  la  glucoquinasa  y

formular  una  explicaci6n  molecular  de  ella.

Como  fines  especlficos  se  plantearon  los  siguientes:

1)   Determinar  si  la  cooperatividad  cin€tica  con  glucosa  era

un  rasgo  preservado  evolutivamente  en  la  enzima  de  los  verte-

brados .

2)   Establecer  si  la  cooperatividad  ocurrfa  tambi€n  con  los

otros  sustratos  glucfdicos,  manosa,   fructosa  y  2-desoxigluco

sa,   asf  como  con  el  sustrato  nucleotldico  MgATP.

3)   Establecer  si  la  cooperatividad  dependf a  del  estado  de  p±

rificaci6n  de  la  enzima.

4)   Estudiar  el  efecto  de  las  variaciones  en  la  composici6n  del

medio  de  ensayo,   tales  como  pH  y  fuerza  i6nica,   sobre  la  coo-

peratividad.
5)   Intentar  suprimir  la  cooperatividad   (desensibilizar  la  en-

zima)   mediante  tratamientos  que  alteran  la  conformaci6n  de  pro

tefnas .

6)   Estudiar  el  efecto  sobre  la  cooperatividad  de  inhibidores

competitivos  analogos  de  la  glucosa,   ass  como  pesquisar  la  po

sible  existencia  de  efectores  alost6ricos.
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7)   Determinar  la  estructura  cuaternaria  de  la  enzima  en  las

condiciones  de  ensayo.

El  cumplimiento  del  prop6sito  general  de  dar  una  explic±

ci6n  molecular  de  la  cooperatividad  cin€tica  fue  dificil,

porque  la  glucoquinasa  result6  ser  una  enzima  monom6rica,

que  mantenfa  su  condici6n  de  tal  en  las  condiciones  de  en-

sayo,   dado  lo  cual  no  era  posible  adaptar  los  modelos  clasi

cos,   como  se  analizara  en  detalle  en  la  I)iscusj6n   .     Por  es

to,   tambi€n  los  resultados  obtenidos  fueron  de  diffcil  in-

terpretaci6n,   por  cuanto  no  se  ajustan  a  los  hallazgos  co-

mtinmente  descritos  en  la  literatura,   que  corresponden  a  en-

zimas  oligom€ricas.     Hasta  la  fecha  solo  se  ham  encontrado

unas  pocas  enzimas  monom€ricas  con  cin6tica  no-michaeliana,

las  que  se  analizan  en  algfin  detalle  en  la   Dlscusl6r].

Se  encontr6  que  la  cooperatividad  con  glucosa  era  una

caracterlstica  comtin  de  las  glucoquinasas  de  vertebrados

(coeficiente  de  Hill  1,4  a  1,7) .     La  cooperatividad  ocurrfa

tambi€n  al  usar  manosa  como  sustrato   (coeficiente  de  Hill

1,5) ,   en  cambio  no  se  observaba  cooperatividad  al  usar

2-desoxiglucosa  o  fructosa.     La.funci6n  de  saturaci6n  con

MgATP  como  sustrato  variable  era  hiperb6lica.

La  cooperatividad  persistia  despues  de  someter  a  la  en-

zima  a  diversas  etapas  de  purif icaci6n  y  no  dependfa  de  la

concentraci6n  de  proteinas  presentes.     Tampoco  se  alteraba

al  variar  la  composici6n  del  medio  de  ensayo  en  cuanto  a  pH,
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fuerza  i6nica  o  presencia  de  agentes  reductores  de  grupos

tioles,   que  modificaban  los  otros  parametros  cin6ticos,

Ko.5      y  Vmax.     Diversos  tratamientos   (fotooxidaci6n,   calen-

tamiento.   y  acci6n  de  agentes  desnaturalizadores)   no  logra-

ron  suprimir  la  cooperatividad,   Pero  disminuyeron  la  Vmax

y  aumentaron  el  Ko.5  .     Parecerfa  que   la  glucoquinasa  en  la

medida  que  retiene  la  actividad  catalftica,  retiene  la  carac

teristica  de  presentar  una  funci6n  de  saturaci6n  sigmoidea

con  glucosa.

Se  logr6  determinar  que  el  grado  de  cooperatividad  depen

dia  de  la  concentraci6n  del  sustrato  nucleot±dico,   de  modo

que  la  funci6n  se  hacf a  hiperb6lica  a  una  concentraci6n  de

MgATP  alrededor  de     5     veces  menor  que   la  Kin.     Por  otra

parte,   la  presencia  de  los  sutratos  alternativos   (manosa,
fructosa  y  2-desoxiglucosa)   y  del  analogo  N-acetilglucosa-

mina,   que  actaan  como  inhibidores  competitivos  respecto  a

glucosa,   produce  conjuntamente  con  un  aumento  del  Ko.5    una

disminuci6n  en  la  cooperatividad,   alcanzfndose  un  coeficien

te  de  Hill  de  1,0  a  concentraciones  suficientemente  altas

del  inhibidor.     La  presencia  de  ADP,   pero  no  la  de  glucosa-

-6-fosfato,   ambos  productos  de  la  reacci6n,   logra  suprimir

la  cooperatividad.     No  se  encontraron  metabolitos  que  pu-

dieran  actuar  como  efectores  alost6ricos.
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Las  observaciones  son  compatibles  con  un  modelo  en  regi-

men  estacionario  en  el  cual  la  glucosa  puede  unirse  a  dos

formas  no  equivalentes  de  enzima.     En  la  Djscusj6r]   se  pro-

ponen  dos  modelos  basados  en  la  existencia  de  un  cambio  con

formacional  inducido  por  glucosa  y  que  contemplan  la  uni6n

al  azar  de  los  sustratos  a  la  enzima.



8.   MATERIAIES   Y   RETODOS

I.    REACTIVOS

De   Sigma  Chemical  Co.    (St.   I-ouis,   EE  UU)   se  obtuvieron

los  siguientes   productos:   ATP   (sal  dis6dica),   ATP   (sal   s6-

dica),   ADP   (sal   s6dica),   NADP,   NAD,   fosfoenolpiruvato   (sal

potasica  y  monociclohexilan6nica) ,   Ci-D(+)-glucosa,   B-D(-) -

fructosa,   D(+) -manosa,   2-desoxi-D(+) -glucosa,   glucosa-6-

fosfato,   D(+) -glucosamina,   N-acetil-D-glucosamina   (GlcNAc),

glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa   (EC  1.1.1.49)   tipo  VII

de  levadura  de  panaderfa  -en  ocasiones  tambien  se  us6  de

Boehringer-,alcohol-deshidrogenasa   (EC  1.1.1.1)   de  leva-

dura,   piruvato-quinasa   (EC   2.7.1.40)   tipo   11   de  masculo

de   conejo,   lactato-deshidrogenasa   (EC  1.1.1.27)   tipo   11

de  m6scmlo   de   conejo,   fosfoglucosa-isomerasa   (EC  5.3.1.9)

tipo   Ill  de  levadura,   fosfomanosa-isomerasa   (EC  5.3.1.8)

de   levadura,   Trizma  base,   Mes,   Pipes,   Triton  X-loo,   EDTA,

DI.-ditiotreitol   (DTT) ,   2-mercaptoetanol   (2-ME) ,   azul  de

metileno,  sacarosa,1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-car

bodiimida   (EDC) ,   CM-Sephadex,   DEAF-Sephadex,   Hidroxilap±

tita.   I.a  DEAF-celulosa  provenfa  tanto  de  Schleicher  y

Schuell   como   de   whatman   (DE-52)  .   EI   Sephadex    (G-25,   G-coo,

G-200) ,   la  CH-Sepharose   48   y  el   azul-dextrano   2000   eran

de  Pharmacia  Fine   Chemicals    (Uppsala,   Suecia).       La

17
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Sepharose -N-(6-aminohexanoil) -2-amino-2rdesoxi-D-glucopirano -

sa   (sefarosa-glucosamina)   se  prepar6  por  acoplamiento  de

glucosamina  con  CH-Sepharose   48  por  medio  de  EDC,   en   las

condiciones   recomendadas  por  Pharmacia  Fine  Chemicals.   La

mioglobina  y  la  ovoalbdmina  eran  de  Schwarz-Mann   (Orange-

burg,   EE  UU),   y  la   ["C]-DEL-leucina  y  el  agua  tritiada   (T20)

de  New  England  Nuclear   (Boston,   EE  UU) .   El   sulfato   de   amo-

nio,   de  pureza  para  uso  enzimol6gico,   se  obtuvo  de  Mann

Research  Laboratories    (New  York,   EE  UU) .   Otros   reactivos

eran  de  calidad  analitica,   generalmente  Merck   (Darmstadt,

RFA)  .

•2  .   . ANIMAliES

En  la  mayor  parte  de   los  experimentos   se  usaron  ratas

albinas  adultas  obtenidas  de  las   colonias  del  Departamen-

to  de  Bioquimica,   Facultad  de  Medicina  Norte;   del  Departa-

mento  de  Biologla,   Facultad  de  Ciencias  y  del  Instituto  de

Nutrici6n   y   Tecnologia   de    los    alimentos.      Desde    48

horas  antes  del  sacrificio  se  daba  a  las  ratas  una  dieta

enriquecida  en  hidratos  de  carbono,   adicionando  sacarosa

al  agua  de  bebida   (12  g/i) .   Ocasionalmente  se  emplearon

otros  animales,   algunos  de  vida  silvestre,   obtenidos  de

variadas   fuentes,   como  se   indica  en  Resultados.
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Se  usaron  fundamentalmente  dos  m6todos  para  purif icar  glu

coquinasa  de  rata,   dependiendo  de  la  fecha  en  que  se  trabaj6.

Las  propiedades  cin€ticas  y  estructurales  que  se  han  estudia

do  no  han  diferido  en  las  enzimas  obtenidas  con  uno  u  otro

m€todo.

I.os  animales   (adultos  j6venes)   bien  alimentados  se  mataban

por  decapitaci6n  y  despu€s  de  dejarlos  desangrar  exhaustiva-

mente  se  retiraban  log  hlgados   (200  g)   y  se  mantenfan  en  hie-

lo.      Se  preparaba   luego  un  homogeneizado  al   50%  en  un  homoge

neizador  Potter-.Elvehjem  despu6s  de  una  rapida  desintegraci6n

en  una  juguera.

M6todo  1

En  este  procedimiento,   que  fue  el  inicial,   la  soluci6n

amortiguadora  usada  en  la  homogeneizaci6n  contenfa   (concentra

clones   finales)  :   Tris-Hcl   10     mM,   pH   7,0;   EDTA   1   mMj    DTT   1   mMj

glucosa  100  mM.     El  homogeneizado  se  centrifugaba  60  min  a

30.000   rpm   (78.400   g)   en   la  ultracentrffuga  Spinco  modelo  L.

El  llquido  sobrenadante   (Si)   se  filtraba  por  lana  de  vidrio

para  retener  los  lfpidos  concentrados  en  la  superficie.     A

partir  del  SL   la  glucoquina§a  se  purificaba  siguiendo  basi-
camente  el  procedimiento  descrito  en  este  laboratorio   (Babul

y  Niemeyer,1966;   Gonzalez   et   al.  ,1967)  ,   modificado  por   la

introducci6n  de  una  etapa  de  filtraci6n  en  gel  despu6s  de  la

cromatograf±a  de  intercambio  i6nico.     Brevemente,   e|
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procedimiento  consistia  en:

a/   Tratamiento  del  Si   con  Carboximetil-Sephadex.     EI  Si   se

trataba  en  la  proporci6n  de  2:1   (v/v)   con  CM-Sephadex  equili

brada   con   amortjgruador   4    (Tris-Hcl   10   mM,   pH   7,0;   EDTA   1   mM;

DTT   1   mM)  .      Despu6s   de   10   a   15  min   se   filtraba  en   un   embudo

Buchner   con  bomba  de   agua.

b/   Cromatografia  en  DEAE-celulosa   (Schleicher  y  Schuell) .   El

material  no  retenido  en  CM-Sephadex  se  sometfa  a  una  cromato

grafia  en   columna  de  DEAF-celulosa   (habitualmente  de   3,8  x   39

cm)   equilibrada  con  amortiguador  A.     Despu€s  de   lavar  con  Kcl

180  mM  preparado  en  amortiguador  A  se  elufa  la  glucoquinasa

con  Kcl  en  un  gradiente  lineal  de  concentraci6n  de  180  a  500

mM  en  medio  A   (600  ml  por   lado) .      Se   recogfan   fracciones   de

11   ml.

a/   Precipitaci6n  con  sulfato  de  amonio  al   80%.     Lag   fraccio-

nes   correspondientes  a  glucoquinasa  se   juntaban,   se  afiadfa

glucosa  hasta  100  mM  final  y  luego  se  agregaba  sulfato  de

amonio  s6lido  hasta  alcanzar  una  concentraci6n  correspondien

te   a  un   80%   de   saturaci6n  a   0°.      El  pH   se  mantenla  en   7,0   con

hidr6xido  de  amonio.     Se  de].aba  en  equilibrio  hasta  el  dla  si

guiente,   se  centrifugaba  y  se  descartaba  el  sobrenadante.

d)   Filtraci6n  en  Sephadex  G-100.     El  precipitado  se  disolvla

en   un  minimo   de   Kcl   300   mM  preparado   en   amoz`tlguac7or   8    (amor

tiguador  de   fosfato   de   potasio   10   mM,   pH   7,0;   EDTA  1  mM;   DTT
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1  mM) ,   se   le   agregaba  sacarosa  a  una  concentraci6n   f inal  de

15%  y  se   filtraba  a  trav6S   de  una  columna  de   Sephadex  G-100

(habitualmente   2,5  x  50   cm)   equilibrada  en  medio  8   con     Kcl

300  mM.      Se  recoglan   fracciones   de   1,8  ml.     En  ocasiones,   el

precipitado  de  sulfato  de  amonio  se  dializaba  antes  de  la  fil

traci6n,   contra  medio  8   con  Kcl   300   mM  y   sacarosa  al   50%.

e/   Cromatograffa  en  hidroxilapatita.     La  colunna   (2,7  x  10   cm)

se   preparaba   con  una  mezcla  de   20  ml  de  Bio-Gel  HT  con   10   g

de  celulosa  y  se  equilibraba  a  pH  6,8  con  fosfato  de  potasio

5   mM;   EDTA  1   mM;   DTT   1  mM.      Las   fracciones   de   glucoquinasa

provenientes  de  Sephadex  se  precipitaban  con  sulf ato  de  amo-

nio  al   80%   de   saturaci6n  en  presencia  de  glucosa   100  mM.     EI

precipitado  se  disolvfa  en  el  medio  de  equilibrio  reci6n  des-

crito  y  se  cromatografiaba.     La  eluci6n  se  hacfa  con  fosfato

de   potasio   (preparado  en   EDTA  1  mM  y   DTT   1  mM)   en   untgradien

te   lineal  de   concentraci6n  de   5   a  150  mM,   con  el  pH   ascenden

te   desde   6,8   a   7,6.

La  Tabla   Ill,   comentada  en  Resultados   /Ib;   ilustra  en  for

rna  resumida  el  procedimiento  de  purif icaci6n  seguido  en  el

metodo   I    (pag.   64  )  .

Algunas  veces   la  glucoquinasa  se  guardaba  a  4°   (en  refri-

gerador)   por  varios  dias  o  semanas  en  la  forma  de  un  precipi

tado  de   sulfato  de  amonio   (80%  de   saturaci6n)   en  presencia

de   glucosa   100   mM  y   DTT   1  mM.      Antes   de   usarse,   la   enzima   se
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filtraba  a  trav€s  de  una  pequefia  columna  de  Sephadex  G-25  pa

ra  eliminar  la  glucosa  y  el  sulfato  de  amonio.     Las  prepara-

ciones  diluidas  de  glucoquinasa  se  concentraban  en  una  peque.

fia  columna  de   DEAE-celulosa,   eluyendo   la  enzima   con Kcl   500  mM.

M6todo   2

Corresponde  al  descrito  por  Cardenas  et   al.    (1978)  ,   que

deriva  del  anterior  e  introduce  nuevas  modif icaciones  a  las

de   Maccioni  y  Babul    (1976)    y  de   Le6n   et   aJ.    (1977).      En  este

procedimiento,   la  soluci6n  homogeneizadora  consistia    en

Kcl   120  mM  y  glucosa   50  mM  preparados   en   amortiguador  8.     EI

Si   se  obtenia  igual  que  en  el  "etodo  I  y  a  partir  de  61     se

purificaba  la  glucoquinasa  a  trav6s  de  los  siguientes  pasos:

a/   Cromatografia  en  DEAE-celulosa   (Schleicher  y  Schuell) .   EI

Si   se   cromatografiaba  en  una  columna  de  DEAE-celulosa   (ha-

bitualmente   3  x  60   cm)   equilibrada   con  Kcl   120  mM  en  amor-

tiguador  8.     Despu6s  de  lavar  exhaustivamente  con  esta  misma

soluci6n,   la  enzima  se  eluia  con  Kcl  en  un  gradiente  lineal

de   concentraci6n  de   120   a  500  mM  preparado  en  amortiguador

a   (1000   ml   por   lado).

b/   Fraccionamiento  con  sulfato  de  amonio.     A  la  glucoquinasa

eluida  de  la  etapa  anterior  se  le  agregaba  la  sal  hasta    el
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45%  de   saturaci6n,   en  presencia  de  glucosa  50  mM,   neutrali

zando  con  hidr6xido  de  amonio.     Se  dejaba  equilibrar  alrede

dor  de  2  horas.     Luego  de  centrifugar  se  llevaba  el  sobre-

nadante  al   80%  de  saturaci6n  y  se  dejaba  a  0°  hasta  el  dfa

siguiente.

a/   Filtraci6n  en  gel.     Se  usaba  una  columna  de  Sephadex

G-100   (generalmente  de   3  x  60   cm) ,   equilibrada  con  amorti-

guador  8,   conteniendo  Kcl   300  mM  y  se  procedia  como  en  el

m6todo   i.

c!/   Cromatografia  de   afinidad.     Se  usaba  una  columna  de   CH-

Sepharose  unida  a  glucosamina   (sefarosa-glucosamina).     Pa-

ra  realizar  la  cromatograf±a,   la  enzima  obtenida  de  la  eta

pa  anterior  se  dilula  con  amortiguador  a  de  modo  de  tener

una  concentraci6n  final  de  Kcl  de  50  mM,   condici6n  en     la

cual  la  glucoquinasa  era  retenida.     La  eluci6n  de  la  enzi-

ma  se   llevaba  a  cabo  con  glucosa  1  M  preparada  en  la  misma

soluci6n.     La  concentraci6n  de  la  enzima  y  la  eliminaci6n

de  la  glucosa  se  realizaba  por  adsorci6n  en  una  pequefia  co

lumna  de  DE-52   celulosa   (Whatman)   y  posterior  eluci6n  con

amortiguador  a  que   contenia  Kcl   500  mM.

e/   En  algunos  casos  se  realizaba  una  etapa  adicional  de

cromatografla  en  una  columna  de   DEAE-Sephadex.

La  tabla  I  ilustra  en  forma  resumida  una  preparaci6n  de

glucoquinasa  con  este  m€todo.



24

TABLA   I

I&ub±na.ci6n   he.bumida.   de.   &q.   puni6ic.aci6n   dQ. k.a  g&uc.oquinaba   pofr

a.k   m¢±odo    2

Etapa Actividad
totala
(unidades )

Actividad
especfficab

(U/mg pfoteinas)

Sobrenadante   78.000   a          188

DEAE-celulosa                              135

Sephadex   G-100C                              45

Sefarosa-GIG                                 110

Concentraci6n   DE-52                    4

aLa   actividad   enzimatica   se   determin6   a   pH   7,5   mediante   el

ensayo   Ja   como   se   describe   en  Materiales   y  M€todos
bLa   concentraci6n   de   prote±nas   se   estim6   por   el   m€todo   de

Warburg   y   Christian   (Dawsor`et  al  .,1972)  ,   midiendo   la   ab-
8orbancia   a   260   y   280   nn.

CLa   enzima   proveniente   de   DEAE-celulosa   se   somet±a   a   un   frac

cionamiento   con   sulf ato   de   amonio    (45   al   80%)    antes   de   f il-

trar   por   Sephadex
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La  enzima  obtenida  por  ambos  m6todos   no  era  homog6nea.

Por  esta  raz6n,   se  realizaban  ensayos  para  pesquisar  posi-

bles  enzimas  contaminantes  que  pudieran  interferir  en    los

experimentos.     Se  encontr6  que  las  preparaciones  usadas     no

presentaban  actividad  hexoquinasa,  glucosa-deshidrogenasa,

6-fosfogluconato-deshidrogenasa,   fosfoglucosa-isomerasa,

fosfomanosa-isomerasa,   glucosa-6-fosfatasa,  N-acetilgluco-

samina-quinasa  y  adenosintrifosfatasa.     La  enzima  provenien

te  de   la  etapa  de  DEAE-celulosa  salla     contaminada  con

N-acetilglucosamina-quinasa   (Fig.   1) ,   la  cual  se  eliminaba

con  el  corte  de  sulfato  de  amonio  y  con  la  cromatografla  de

afinidad.     La  contaminaci6n  con  N-acetilglucosamina-quinasa

es  importante  de  considerar  porque  esta  enzima  presenta  ac-

tividad  fosforilante  de  glucosa  y  es  mss  estable  que  la  glu

coquinasa   (Vera  et   al.,1977;   Davagnino  y  Ureta,1980).      La

glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa  eluye  junto  con  la  glucoqui

nasa  en  DEAF-celulosa,   aan  despu6s  de  una  recromatografla  en

este  medio   (Fig.   2)   y  se  detecta  todavfa  en  las  preparaciones

de  elevada  actividad  especffica.     Corresponde  a  una  de     las

bandas  de  protefnas  contaminantes  observadas  al  hacer  electro

foresis  en  geles  de  poliacrilamida  despu€s  de  Sefarosa   (Toro

y  Espinosa,   comunicaci6n  personal) .   No  pareci6  demasiado  im-

portante  remover  la  glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa,  ya  que
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Figuha   1.    Cn.oma±ogna41a   a.n   OEAE-a.a.kukoba.   dQ.   &a   gkuc.oquinaba.

y   cfe   fa   N-ac.a.t{£gfuc.o6alm{"aL-qu{"C[6al.       EI   SL    proveniente    de

157    g   de   h±gado    (16   ratas)    se   cromatografi6   en   DEAE-celulosa

(columna   de    3   por    60   cm),    como   se   describe   en   el   AI6todo   2,

recogi6ndose   fracciones   de   7   ml.      La   concentraci6n   de   Kcl

(I)   se   determin6   midiendo   la   conductividad   del   eluido.      La
actividad   fosforilante   de   glucosa   se   determin6   a   pH   7,5   con

glucosa   0,5    (.)   y    loo   mM   (0),   mediante   el   er]sago   la.      La
actividad   f osf orilante   de   N-acetilglucosamina   se   determin6   a

pH   7,5   mediante   el   ensago   2    (A),   usando   N-acetilglucosamina
1mM.
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FLgu.na   2.       Coo.P,uc,L6n   dQ,   ka   g&uc.oquLyLaba.    y    dQ.   2a   9&uc.oba.-6-

do66clto-de6h{c£4oge,ncl6CL    eML   OEAE-C.eftt£o6Ch   Unh±,gado  (9.,5g  )   de

rata   se   homogeneiz6   al   50%   con   una   soluci6n   amortiguadora   a

pH    7,0   que    contenia:    Tris-Hcl    10   mM,    EDTA    1    mM,    B-mercaptoe-

tanol   2,5   mM,    en   un   homogeneizador   Potter-Elvejem   con   vasta-

go   de   tefl6n.       Se   centrifug6   por   60   min   a   loo.000   g.      El   so-
brenadante   se   f iltr6   por   lama   de   vidrio   y   se   cromatograf i6   en

una   columna   de   DEAE-celulosa   DE-52    (1,3   x   14   cm)    equilibrada

en   la   misma   soluci6n   amortiguadora   de   homogeneizaci6n.      Se   1±

v6   con   42   ml   de   esta   soluci6n   y   luego   se   eluy6   con   Kcl   en   un

gradiente   lineal   de   concentraci6n   desde   0   a   500   mM   en   el   amo|
tiguador   de   homogeneizaci6n    (120   ml   por   lado).      Se   recogieron

fracciones   de   2,1   ml.      Las   fracciones   correspondientes   a   glu-

coquinasa   se   juntaron   y,   previa   diluci6n,   se   recromatografia-
ron   en   una   columna   de   DEAF-celulosa   similar  a  la   anterior,   pero

equilibrada   con   Kcl    150   mM   preparado   en   el   amortiguador   de   ho-

mogeneizaci6n.      La   glucoquinasa   se   eluy6   con   Kcl   en   un   gradiep.

te   lineal   de   concentraci6n   desde    150   a   500   mM   en   amortiguador

de   homogeneizaci6n    (120   ml   por   lado).      Se   recogieron   fraccio-

nes   de   2,1   ml.      La   actividad   fosforilante   de   glucosa   (0)    se
determin6   a   pH   8,0   mediante   el   ensago   Ja.      La   actividad   glu-

cosa-6-fosfato-deshidrogenasa    (®)   se   determin6   midiendo   a

pH   8,0   el   NADPH2    formado,    en   un   medio   que    contenia   Tris-HC1,

EDTA,    Mgc12,    KC1,    DTT   y   NADP    a    las   mismas    concentraciones

que   el   er]sago   Ja   y   glucosa-6-P    I   mM.       La   concentraci6n   de   KCL
se   estim6   midiendo   la   conductividad   del   eluido   (I).
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por  una  parte  esta  enzima  es  un  constituyente  normal  de  uno

de   los  ensayos  acoplados   (ensayo   I)   y,   por  otra,   no  actda  con

NAD   (Anstall  y  Trujillo,   1967)   por  lo  que  tampoco  interferirla

en   el   ensago   2.

5.     PREPARACION    Y    CONTROL    DE    SOLUCI0NES

Todas   las  soluciones  se  preparaban  en  agua  bidestilada

(bidestilador  de  vidrio)   o  en  agua  destilada  y  desionizada.

Cuando  se  necesitaba  ajustar  el  pH  se  usaba  generalmente  KOH

o  Hcl.     La  soluci6n  de  ATP  se  ajustaba  a  pH   7,0   y  se  guarda-

ba  congelada.     EI  ADP  contaminante  del  ATP  se  determinaba  por

acoplamiento  de   la  conversi6n  del  ADP  en  ATP  a  la  oxidaci6n

del  NADH2,   usando  piruvato-quinasa  y  deshidrogenasa-lactica

en  presencia  de  concentraci6n  saturante  de  PEP   (er]sago  2) .

EI  ATP  usado   contenfa  no  mss   de   un   2   a   3%   de   ADP.      La  posi-

ble  contaminaci6n  de  la  fructosa  o  de  la  manosa  con  glucosa

se  analizaba  mediante  el  acoplamiento  de  la  conversi6n  de  glu

cosa  en  glucosa-6-fosfato  a  la  reducci6n  de  NADP,   usando  g1±

coquinasa   (o  hexoquinasa)    y   glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa

(ensayo   la).     No   se  encontr6  glucosa  contaminante.
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La  actividad  fosforilante  de  glucosa  se  determinaba    es-

pectrofotom6tricamente,  midiendo  la  producci6n  de  glucosa-6-P

(ensago   la/   o  de  ADP   (ensayo   2).      En  el  ensayo  de   la  activi-

dad  fosforilante  de  los  sutratos  alternativos  se  median  los

6steres  fosf6ricos,  mediante  el  er]sayo  Jb  en  el  caso  de  fruc

tosa  y  el  er]sayo   lc  en  el  de  manosa,   o  el  ADP   formado   (ensa-

go   2) .     Este  dltimo  m6todo  era  el  6nico  aplicable  a  la

2-desoxiglucosa.

Una  unidad   (U)   de  glucoquinasa  se  defini6  como  la  canti-

dad  de  enzima  que  cataliza  la  fosforilaci6n  de  1  umol  de  su±

trato  en  1  min  a  30°  en  las   condiciones  de  ensayo.     Para     la

definici6n  no  se  hizo  diferencia  entre  determinaciones  efec-

tuadas   a  pH   7,5   o  pH   8,0   por  ser  de  magnitud  muy  pequefia.   Se

ha  preferido  seguir  usando  la  unidad  tradicional  dn  enzimolg

gfa  en  vez  de  la  unidad  internacional  estandar  "katal",   deb±

do  a  que  esta  dltima  es  una  cantidad  de  actividad  catallti-

ca  demasiado  grande  en  relaci6n  con  lo  que  realmente  se  mide.

Un  katal  es  la  cantidad  de  enzima  suf iciente  para  catalizar

la  transformaci6n  de  1  mol  de  sustrato ,en  producto  en  1  s  ba

jo  condiciones  estandar.     Probablemente  el  uso  aconsejara     el

empleo  de  submaltiplos,   tal  vez  nkat.     Una  unidad    habitual

de  enzima   (umol/min)   corresponderfa  a   16,7  nkat.     A  su  vez

1  nkat   corresponderfa  a   0,06   U   (60  mu)  .
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Los  ensayos  se  realizaban  en  cubetas  de  cuarzo  de  1  ml

con  paso  de   luz   de   1   cam.      La  mezcla  de  ensayo   se  preincubaba

a  30°  por  3  min  antes  de  iniciar  la  reacci6n.     En  esta  oper±

ci6n  se  usaba  un  preincubador  de  bronce  disefiado  por  nosotros,

a  trav€s  del  cual  circulaba  agua  a  30°  proveniente  del  bafio

termorregulado,   y  en  el  que  se  colocaba  el  carro  con  cubetas

(Fig.    3).

Una  vez   iniciada  la  reacci6n,   generalmente  con  el  sustrato

glucfdico,   se  detectaban  los  cambios  de  absorbancia  a  340  nm

(reducci6n  de   NADP  en  el   e]]sago   I   y  oxidaci6n  de  NADH2   en  el

ensago   2)   mediante  un  espectrofot6metro  Gil ford  modelo   2400.

El   coef iciente  de   extinci6n  molar  de  NADH2   y  de  NADPH2     a

340   nm  es   6220  M-'cm-1  .      El   cambio  de   absorbancia   se  regis-

traba  por  varios  minutos  con  el  objeto  de  tener  seguridad

de  que  se  estaba  trabajando  con  la  porci6n  lineal  de  la  cur

va  de  progreso.

Las  velocidades  iniciales  se  estimaban  a  partir  de    los

trazos  de  la  curva  de  progreso  registrados  en  el  inscriptor,

mediante  una  regla  y  un  lapiz.     Para  obten`er  una  mayor  pre-

cisi6n  se  procuraba  tener  una  pendiente  de  45°  en  la  curva

de  progreso.     No  era  necesario  hacer  correcciones  por  curva

tura,   ya  que  los  trazos  fueron  siempre  esencialmente  rectos,

al  memos  durante  los  5  primeros  minutos  de  cada  ensayo,   lo

que  se  explica  por  el  reducido  consumo  habitual  de  sustratos

en  relaci6n  con  las  concentraciones  iniciales  usadas.     En
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F{guL4ci    3.        E6qtte.mc[    cfe.A   pAe.i"a.LLbcLdoA.        Las    dimensiones    estan

indicadas   en   milimetros.   aJ  Hgura   completa;   b/   y   a/    cortes

verticales,   visi6n   lateral;   c!J   corte   vertical,   visi6n   fron-
tal;   eJ   corte   transversal,   visi6n   superior.
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ocasiones,   al  final  de  este  trabajo,   los  datos  de  velocidad

inicial  se  obtenlan  directamente  mediante  un  microcomputador

Altair  8800b,   acoplado  al  espectrofot6metro.     Mediante  un

programa  con  el  m6todo  de  regresi6n  lineal  se  estimaba    el

valor  de  la  pendiente  con  su  error  estandar.

Con  el  objeto  de  poder  detectar  una  posible  inactivaci6n

de  la  enzima  en  el  tiempo  de  desarrollo  de  un  experimento  en

el  cual  se  variaba  la  concentraci6n  de  sustrato  en  una  cierta

secuencia  progresiva,   los  duplicados  se  obtenlan  por  repeti-

ci6n  de  la  secuencia.     Solo  muy  excepcionalmente  se  detect6

tal  inestabilidad  de  la  enzima,   en  cuyo  caso  se  descart6  la

preparaci6n .

En  los  diversos  experimentos  mostrados  en  esta  tesis  se

usaron  concentraciones  de  Mg2+  y  de  ATP  que  aseguraban  que

la  concentraci6n  de  MgATP  era  una  proporci6n  de  un   86%   o

superior  del  ATP  total.     Esto,  de  acuerdo  a  los  calculos  des

critos  por  Storer  y  Cornish-Bowden   (1976a) ,   para  diversos  pH

y  concentraciones  de  Mg2+,   sobre  la  base  de  datos  termodina

micos   (Phillips   et   al.,1966).     Por  esta  raz6n,   no  se  hicie

ron  correcciones  y  se  consider6  como  concentraci6n  de

MgATP  a   la  de  ATP  total.
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Ensago   la.

La  producci6n  del  glucosa-6-fosfato  se  detectaba  mediante

un  ensayo  acoplado  basado  en  el  de  Slein  et  al.      (1950),     con

glucosa-6-fosfato-des`hldrogenasa  como  enzima  acoplante  y  un

exceso  de  NADP.     EI  NADPH2  producido  en  la  reacci6n  acoplada

presenta  un  pico  de  absorcl`6n  a  340  nm,   que  no  posee  el  com-

puesto  inicial  oxidado.

{)    Gftic.o6ai   +   MgATP        -   gfuLc.o6ci-6-P      +   MgAOP

ill    Glue.oba-6-P   +   NA1)P-6-P-gkuc.ona±o   +   NAOPH2

La  mezcla  de  reacc|6n,   a  memos:  que  se  ±ndj:que  otra  cosa,

corres.ponde  a  la  des.cr±ta  en  Cardenas  et   al.      (1978).     y  col

tenfa   (concentraciones  finales),  en  un  volumen  de  0,5  ml:

Tris-Hcl   80   mM,   pH   7,5   u   8,0;    Kcl   100   mM;   Mgc1212   mM;

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

de  glucosa-6-fosfato-des`hidrogenasa;   ATP  5  mM;   glucoq.uinasa

y  concentraciones  variables  de  glucosa.     Generalmente  se  usa

ba  una  al£cuota  de   0,05  a   0,1  ml  de  glucoqu±nasa.     Como  nor-

ma  habitual,   los  componentes  del  medioi incluidos  desde

Tris-Hcl  hasta  la  enzima  auxili``a.r, se  mezclaban  previamente.

al  ensayo,   en  forma  de  di`sponer  de  ellos.  en  un  volumen  de

Oi25     a   0,30  ml.      La.a  variaLci``ones   en   la   composr±ci`6n   del
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medio  que  se  hici`eron  con  determinados  prop6sitos  experimen

tales  s`e   indican  en  j3esultaclos.     De  rutina  se  haclan  blancos

sin  glucosa,   los  cuales  normalmente  daban  una  lectura  de

cero,   y  otros  sin  ATP,   a  distlntas  concentraciones  de  gluco

sa.     Estos  dltimos  blancos  corresponden  a  la  activ±dad  glu-

cosa-deshidrogenasa  de  la  glucosa-6-fos`fato-deshidrogenasa

y  eran  generalmente  menores.  que  el  5%  de   la  absorbancia  co-

rrespondiente  a  la  actividad  de  glucoquinasa  con  glucosa

loo  mM  e  indetectables  a  concentraciones  de  glucosa  menores

que   10  mM;   estos  valores  no  dependf an  de  la  presencia  de  glu

coquinasa,   pese  a  que  ella  estaba  contaminada  con  glucosa-6-

fosfato-deshidrogenasa.     Los  blancos  sin  enzima,   correspon-

dientes  a  la  actividad  hexoqulnasica  de  la  preparaci6n  de

glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa,  daban  lecturas  de  cero.
Esta  enzima  auxiliar,   obtenida  de  fuente  comercial,   tuvo  oca

sionalmente  en  las  etapas  iniciales  de  este  trabajo,  una  con

taminaci6n  no  despreciable  de  hexoquinas'a,   por  lo  cual    fue

rechazada.

Ensago   lb.

La  producci6n  de  fructosa-6-fog.fato  se  segu£.a  a  trav6s

de  la  reducci6n  de  NADP  en  presencia  de  glucosa-6-fos`f ato-

deshidrogenasa  y  de  fosfoglucosa-isomerasa  como  enzlmas  aco

plantes   (Slein   et   al.,1950).
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i)    FItuc±oba   +   MgATP      ~       Fn.uc±oba-6-P   +   MgAOP

ii)    Fnuc±oba.-6-P              -G2uc.oba-6-P

ill)    G2ucoba-6~P   +   NAOP    ~   6-P-gkucona±o   +   NAOPH2

La  mezcla  de  reacci6n  era  semejante  a  la  del  ensago  la,

con  la  dlferencia  que  contenfa  0,7  a  0,8  unidades/ml  de  glu

cosa-6-fosfato-deshidrogenasa,   2  unidades/ml  de  fosfoglucosa-

isomerasa  y  concentraciones  variables  de  fructosa  en  lugar

de  glucosa.     Se  hacfa     el  ml.smo  tipo  de  blancos  que  en  el

er2sago  la,   pero  el  blanco  sin  ATP  daba  lecturas  de  cero  de-

bido  a  que   la  fructosa  no  es  oxi``dada.

Ensago   lc.

La  producci6n  de  manosa-6-fosf'ato  se  determlnaba  a  tra-

ves  de  la  reducci6n  de  NADP  en  presencia  de  glucosa-6-fosfa-

to-deshidrogenasa,   fosfoglucosa-isomerasa  y  fosfomanosa-i`so

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

1}    Manoba   +    MgATP               ~           Mano8a-6-P   +    MgAOP

111`    Manoba~6-P                     ~               Fitu.c±oba-6-P

lfi|    FhLuc±oba-6-P              ~             Glu.a.o4a~6-P

iv|    GLucoba-6-P   +   NAOP       -      6-P~9ktte.ona±o   +.   NADPH2
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La  mezcla  de  reacci6n  era  s.emejante  a  la  del  ensayo  la,

pero  contenfa  1,4  unidades/ml  de  glucos`a-6-fosfato-deshidro

genasa;   4,6  unidades/ml  de  fosfpglucosa-isomerasa;   8  unida-

des/ml  de  fosfomanosa-isomerasa  y  concentraciones  variables

de  manosa.     Se  hacfan  blancos-semejantes  a   los  del   ensago la.

La  activldad  manosa-.dreshi`drpge.nasa  de   la  glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa  era  indetectable  a  las`  concentraciones  de  rna

nosa  empleadas.

Ensago    2.

La  producci6n  de  ADP  se  segufa  a  trav6s  de  la  oxidaci6n

de  NADH2,   en  presenci`a  de  p±ruvato-quinas.a  y  de  deshi`droge-

nasa   lactica  como  enzimas  acoplantes  y  de  un  exceso  de  fos-

foenolpiruvato   (Kornberg  y`  Prlcer,   1951) .

i|    G&ucoba   +    MgATP        ~.        G2qco8a.-6-P   +    MgADP

Lil    MgAOP   +   P-a.noLpiituva±o MgATP   +   Pin.uva±o

ili|   Pinuva.±o   +   NAOH2        ~     Lac±a,±o   +   NAO

La  mezcla  de  reacci`6n,   a  menos  que  se   i.ndique  otra  cosa,

contenl`a   (_concentraci.ones  fi.nales) ,   en  un  volumen  f i``nal total
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de   0,5   ml:  Tris-Hcl  80   mM,   pH   7,5   u   8,0;  Kcl  100   mM;  Mgc1212";

EDTA   1   mM;    DTT   2,5   mM;    P-enolpiruvato   2,5   mM;    NADH2   0,33   mM;

2,0  unidades/ml  de  piruvato-qu.inasa;   2,0  unidades/ml  de  des-

hidrogenasa  16ctica;   ATP  5  mM;   0,05   a  "  ml  de  glucoquinasa

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

tosa, manosa  o   2-desoxiglucosa,  segtin  el caso.  EI  AD-P   contami-

nante no interfer±a  en  el ensayo,  ya  que  durante la  preincuba-

ci6n  del   sistema,   previo   a  la  partida  de   la  reacci6n  con  el

azticar  o  con   glucoquinasa,   era   transformado  en  ATP.   De   ruti

na  se   hacfan  blancos   separados   sin  ATP,   sin  glucoquinasay

sin  glucosa.   Los   controles  sin  ATP  eran   siempre  cero;   los

blancos   sin  glucoquinasa,   correspondientes   a  posibles  acti-

vidades  hexoquinssicas   e  hidrolizantes  de  ATP  presentes   en

las   enzimas   auxiliares,   eran   generalmente  cero.   Cuando   oca-

sionalmente  estas   actividades  contaminantes  no  fueron  des-

preciables,   se  descart6  la  enzima  auxiliar  contaminada.   I,os

blancos  sin  glucosa,   correspondientes   a  posible  actividad

hidrolizante  de  ATP  en  las  preparaciones  de  glucoquinasa,

tenlan  un  valor  que  dependla  del  grado  de  purificaci6n  de

la  enzima.   En  preparaciones  provenientes  de  Sephadex  o  mss

puras,   eran  menores  que  un  3%  de   la  absorbancia  correspon-

diente  a   la  actividad  de  glucoquinasa  con  100   mM  glucosa.
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Se  trat6  de  usar,   en  los  diferentes  ensayos  de  la  gluco

quinasa,   la  cantidad  minima  de  cada  enzima  auxiliar  que  per

mitiera  una  adecuada  estimaci6n  de  la  velocidad  de   la  reac-

ci6n.     La  idea  era  evitar  posibles  interferencias  debido  a

actividades  secundarias  de  dichas  enzimas.     Por  e].emplo,   g1±

cosa-6-fosfato-deshidrogenasa  puede  oxidar  tambi€n  a  la  glu-

cosa,   como  ya   se   coment6.

Al  medir  la  velocidad  de  conversion  de  un  sustrato  A  en

su  producto  a  en  un  ensayo  con  una  o  mss  enzimas  auxil.iares,

es  necesario  considerar  dos  aspectos:

i)   Las  concentraciones  de  los. metabolitos  intermediarios  en

el  regimen  estacionario,   las  cuales  deben  ser  menores  que  las

respectivas  Kin  aparentes  de  las  enzimas  que  los  transforman,

a  fin  de  asegurar  que  cada  reacci6n  sea  de  orden  1.

{{)   El  tiempo  requerido  para  que  el  sistema  alcance  el  regi-

men  estacionario.     Este  tiempo  debe  ser  16  suficientemente

pequefio  como  para  que  solo  una  muy  pequefia  fracci6n  del  sus-

trato  se  haya  transformado  en  producto.

En  la  prsctica  se  debe  decidir  qu€  fracci6n  de  la  veloci

dad  problema  se  requiere  alcanzar  y  en  qu€  tiempo  y   luego  Gal

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

ocurre  en  el  ef]sapo   Ja,   esquematizado  a  continuaci6n:

A  T     i  a   -C
GK                  G6POH

el  ntimero  de  unidades  de  enzima  auxiliar   (V2)   se  calcul6

partir  de   la  ecuaci6n   (I)    (Mcclure,   1969)  :

V2

-KB   ln(1-FB)

t*
/1'

donde  KB  Corresponde  a  la  Kin  aparente  para  a  de   la  enzima

auxiliar  y  FB  al  coef iciente  que  sefiala  la  fracci6n  de  la

concentraci6n  de  a  en  el  regimen  estacionario  que  se  desea

alcanzar  en  un  tiempo  prefijado  t*.

En  la  derivaci6n  de  esta  ecuaci6n  se  requiere  hacer  dos

presunciones :

i)   La  primera  reacci6n,  es  decir,   la  que  interesa  medir,   , se

comporta  como  una  reacci6n  irreversible  y  de  orden  cero.     La

irreversibilidad  tiene  validez  porque  el  producto  se  retira

continuamente.     Para  que  se  cumpla  que  la  constant`e  de  velo-

cidad  sea  de  orden  cero  se  requiere  que  solo  una  pequefia  fras

ci6n  de  A  se  transforme  en  a.
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Dado  el  alto  valor  de  Ko.5    para  glucosa  y  las  velocida-

des  de  reacci6n  que  se  miden,   aGn  a  concentraciones  muy  ba-

jas  de  este  sustrato,   menores  de  0,1     veces  Ko.5  ,   la  frac-

ci6n  de  glucosa  que  se  transformaba  en  el  perfodo  previo  a

alcanzar  el  regimen  estacionario  era  muy  pequefia,   menor  que

0,05   a  0,1%.     Mss  atin,   el  porcentaje  total  de  glucosa  trans

formada  en  el  tiempo  total  de  ensayo  era  menor  que  1%  en

esas  condiciones,   lo  que  permitfa  que  se  cumpliera  la  condi

ci6n  impllcita  en  el  uso  de  un  sistema  acoplado,   cual  es  que

la  constante  de  velocidad  de  la  reacci6n  problema  se  compor

te  como  constante  de  orden  cero  en  el  tiempo  de  ensayo.     Es

tas  consideraciones  son  igualmente  validas  para  los  otros  sus

tratos  glucfdicos   (manosa,   2-desoxiglucosa  y  fructosa) .

{{)   I.a  segunda  reacci6n  es  irreversible  y  de  primer  orden  con

respecto  a  8.     La  irreversibilidad  se  cumple  si  el  equilibrio

de  la  reacci6n  estf  muy  desplazado  hacia  la  derecha  o  si  solo

se  detecta  una  pequefia  fracci6n  de  la  reacci6n   (se  ests  muy

lejos  del  equilibrio) .     La  presunci6n  de  orden  1  requiere  que

la  concentraci6n  de  a  sea  mucho  menor  que  KB  y  que  cualquier

otro  sustrato  de  la  reacci6n  est€  en  concentraci6n  saturante.

Si  se  cunplen  ambas  presunciones,   la  transformaci6n  de  8

en  C  esta  determinada  por  la  expresi6n:
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dB-  iEiil HB
donde  V2/KB     Corresponde  a  la  constante  de  velocidad  de  pri

mer  orden   (le2)   y  a  es   la  concentraci6n  del  producto  a.  (Provis.

ne  de   la  ecuaci6n  de  Michaelis   cuando  a <KB) .

La  variaci6n  de  a  en  el  tiempo  va  a  estar  dada  por:

E =  far-le2  8dt
donde  lei   es  la  constante  de  velocidad  de  orden  cero  de  la  pri

mera  reacci6n  y  le2   la  constante  de  velocidad  de  primer  ordden

de   la  segunda.

Para  determinar  la  concentraci6n  de  a  en  cualquier  tiempo

t   (Bt)   se  integra  la  expresi6n  diferencial.

/fa,=/dt

- kf= -fat

-+ [ln u] =/dt

sea   u   =   lei-le2Bt

Poniendo  lfmites  entre  0  y  t

-+  {in(lei-le2Bt)    -ln(fai-le2BO)I    =   t
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A  tiempo  cero  Bo  vale  cero,   luego

ln(lei-le2Bt)    -ln   lei   =   -fa2t

y  aplicando  la  funci6n  exponencial

Lle± = e-le2t
lei

Por  reordenamiento  algebraico  se  llega  finalmente  a  la

expresi6n   (2)

8  =  fr  ti  _  e-le2t,

que  en  regimen  estacionario   (ss)   se  reduce  a:

lelBss  = IT

'2'

A  fin  de  determinar  el  tiempo  requerido  para  alcanzar

una  cierta  fracci6n  de  Bss  se  reordena  la  ecuaci6n   /2/ :

e-le2t  =  1  -  # 8

y  aplicando  logaritmo  se  llega  a:
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t=
_inti-frBi

le2

En  un  tiempo  t*  se  alcanzara  una  concentraci6n deB  igual

a  FB#2  `i   donde  FB=  B/Bss.      Reemplazando  en   (3)    se    tiene

t*=-
1n(1   -FB)

le2

Como  fa2   =  L¥L  ,   se   llega  a  la  ecuaci6n   f I/ .KB

/3'

En  la  tabla  11  se  ha  calculado  la  cantidad  de  glucosa-6-

fosfato-deshidrogenasa  requerida  en  el  ensago  la  para  alca±

zar  un  EB  de  0,99   a  distintos  tiempos  y  la  variaci6n  de  FB

en  funci6n  del  tiempo  al  usar  una  concentraci6n  fija  de    la

enzima  auxiliar.     En  estos  calculos  se  consider6  una  Kin  pa-

ra  glucosa-6-P de  0,15 rriM{valor obtenido  experinentalmenteapH  7,5) .

E|  rango  de  las  concentraciones  de  glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa  usadas  en  el  er]sapo   la   (0,3  a  0,5  U/ml)  ,   pef

mite  cumplir  con  el  prop6sito  de  tener  con  mucha  seguridad

0,96  a  0,99  veces   la  concentraci6n  de  glucosa-6-P  en  el  re-

gimen  estacionario  en  1  a  1,5  min.     has  concentraciones  de

la  enzima  auxiliar  concuerdan  con  las  recomendadas  por  Storer

y  Cornis.h-Bowden   (1974) ,   quienes  hacen  un  tratamiento    mss

general  para  sus  estimaciones,   el  cual  acepta  desviaciones

de  la  cin6tica  de  primer  orden  en  las  reacciones  auxiliares.
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TABLA      11

Ccndtcfc[d  "a.c.e4aAfa  de  gthc.o6c[-6-do66ato~cfe6hidrogeyia4cL   (V2)   tt6cLde  como

a.nz{mci  cLttx{£taA  en  ef  a.M4cLyo   de.  £fl  gfucoqutwct6cLa

FBb

0,99

0'99

0,99

0'99

0,882

0,959

0,986

1,38

0,69

0'46

0'34

a  El  calculo    de   V2  Se  hizo  aplicando  la  ecuaci6n   (I)  y  usando  un  valor

de   KB   de   0,15   nM.

E  es  el  coef iciente  que  sefiala  la  fracci6n  de  la  concentraci6n  de  glu-
cosa-6-P  en  r€gimen  estacionario  alcanzada  en  un  tiempo  dado  t*.
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b/   En  el  caso  en  que  se  emplean  varias  enzimas  auxiliares,

como  ocurre  en  el  ensayo  lc  representado  a  continuaci6n:

AIB IC  iD
GK                    PMI                  PGI

LE
G6POH

Se  deben  cumplir  tambi6n  las  presunciones  de  que  la  pri-

mera  reacci6n  sea  irreversible  y  de  orden  cero, y  que,las reag

clones  auxiliares  sean  irreversibles  y  de  orden  uno.   Enesas

condiciones  se  tendra  que  la  variaci6n  en  la  concentraci6n

de  A,   a,   C,   D  y  E  estara  dada  por  las  siguientes  expresiones

-dA    =.    VIA
Tar   hA  +

dB
aE

dcdi
dD
aE

lel   -     ¥   =    lel   -     le2B

=  VL2E    -
KB

= VL£ -
Kc

9E    =  VLE
dtKD

vL3£     =      le2B      -      le3c
Kc

vip    =     le3c     -     le4D
KD

fa4D

En  el  regimen  estacionario  se  tendr6  que:

leL       =       le2Bss       =       le3css       =       le+Dss
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En  este  caso,   no  es  simple  tener  una  expresi6n  que  per-

mita  calcular  las  concentraciones  adecuadas  de  enzimas  au-

xiliares  para  alcanzar  una  determinada  fracci6n  de  la  velo-

cidad  problema  en  un  cierto  tiempo.   En  efecto,   las  ecuacio-

nes  diferenciales  que  describen  un  sistema  de  esta  natura-

leza  son  bastante  complejas,   por  lo  que  no  es  facilmenteex-

tendible  el  analisis  realizado  para  dos  reacciones.  Losdis-

tintos  autores  tratan  en  general  de  solucionar  el  problema

mediante  aproximaciones.

Una  manera  de  asegurar  que  las  concentraciones  de  cada

uno  de  los  metabolitos  intermediarios  sea  baja  es  usar  con-

centraciones  de  enzimas  auxiliares  tales  que  se  cumpla  la

siguiente  condici6n:

fel      <    LL2
KB

<  v*   <  v#

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

ner  una  estimaci6n  del  tiempo  requerido  para  alcanzar  unade-

terminada.fracci6n    de  la  velocidad  problema   (ui)   en  presen-

cia  de  determinada  concentraci6n  de  enzimas  auxiliares.   En

efecto,   se  puede  calcular  primeramente  el  tiempo(t¥)  requerido

para  que   v2    (le2B)   alcance  una  fracci6n  de   ui,   por  ejemplo

0,98vi.   Este  calculo  es  lfcito  porque  la  tercera  reacci6n  no

afecta  u2.   En  seguida,   se  puede  considerar  v2   como  constante

y  estimar  el   tiempo   (tg)   requerido  para  que  v3 (le3C)   alcance
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un  valor  de  o,98v2.Esto  lleva  por  supuesto,   a  una  sobrees-

timaci6n  del  tiempo  total  requerido   (t*) ,   pues  v3  empieza  a

incrementar  antes  que v2 alcance  el  valor  de  0,98vi.

Este  tipo  de  arialisis  nos  permite,   sin  embargo,   estable-

cer  limites  superiores  e  inferiores,  pues  el  tiempo  total t*

sera  mayor  que  cada  uno  de  los  tiempos   (t:   ..   tz) ,   pero  menor

que  la  suma  de  ellos   (t¥  +  tz) .     Siguiendo  un  razonamiento

similar  se  puede  calcular  t:  y  t:.   En  este  caso,   log  lfmites

de  t*   serlan:
®

t:,   tz,   t:,  t:   <   t*   <   (t:  +  tz  +  t*  +  t:  )
3
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El   grado  de  sigmoidicidad  de  las  funciones  de  saturaci6n

se  evalu6  mediante  el  coeficiente  de  Hill   (nH) ,   utilizando la

expresi6n  exponencial   (4)   o  la  expresi6n  logarftmica  de  la  e-

cuaci6n  de   Hill   (5) :

v.sn
'4'

K+sn

nHlogs     -      109K              /5/
V-v

Por  razones  practicas  en  los  graf icos  y  en  las  f6rmulas

en  que  el  coeficiente  de  Hill  se  utiliza  como  exponente,    se

usa  simplemente  el   simbolo  n  en  lugar  de  nH.

El  coeficiente  de  Hill  es  un  parametro  que,   en  una  enzima

oligom€rica,   expresa  alavez  el  ndmero  de  sitios  de  uni6n  de

un  ligando  y  la  cooperatividad  existente  entre  esos  sitios.

El  valor  del  coeficiente  de  Hill  tienae  a  ser  igual  al  namero

de  sitios  a  medida  que  la  cooperatividad  existente  entre ellos

tiende  a  inf inito  y  siempre  que  la  conducta  cin6tica  de la  en--

zima  sea  el  reflejo  de  su  conducta  en  la  uni6n  de  ligandos.

En  una  enzima  monom6rica  con  un  sitio  anico  de  uni6n  de   ligan-

do,         el  coeficiente  de  Hill  no  tiene  un  significado  ffsico,

sino  que  es  solo  un  parametro  cin6tico  que  permite  ajustar los

datos  a  una  funci6n  sigmoidea.
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EI  Parametro  Ko.5 es  la  concentraci6n  de  sustrato  a la cual

se  tiene  la  mitad  de  la  velocidad  maxima.     Es  igual   a    la

ralz   nH   de   K.

El  valor  de   la  velocidad  maxima  aparente   (Vmax   o   V) ;  Para

una  concentraci6n  determinada  de  MgATP,   se   estimaba  directa-

mentedel grafico de  la  velocidad  en  funci6n  de  la  concentra -

ci6n  de  sustrato,   o  bien  mediante  un  programa  de  m€nimos  cua-

drados,   ejecutado  en  un  microcomputador  Altair,   que  ajustaba

directamente  los  datos  a  la  ecuaci6n  exponencial  por  un  meto-

do  iterativo.   Los  valores  de  Vmax   obtenidos  por  uno  u  otro  me

todo  diferian  generalmente  en  menos  de  un  5 %,.

Los  parametros  Ko.5  y  nH  se  obtenlan  de  la  recta  del  gra-

fico  de  Hill,   fuera  esta  trazada  a  ojo  o  calculada  por  el  m€-

todo  de  los  mfnimos  cuadrados;   para  hacer  el  gr6fico  se  con-

sideraban  valores  de  velocidad  entre  0,lv   y  0,9V.    Los  pars-

metros  tambi6n  se  obtuvieron  directamente  con  el  programa  de

computaci6n  ya  mencionado.

Los  valores  de   los   tres  parametros  cin€ticos   (V,   Ko.5  ynH)

obtenidos  con  cualquiera  de  los  procedimientos  o  una  combina-

ci6n  de  ellos  a  fin  de  someterlos  a  prueba,   no  diferfan  en  ge-

neral   en  mss   de   un   5  %.

Inicialmente  se  intent6  obtener  los  parametros  cin6ticos

mediante  el  uso  iterativo  de  las  funciones  de  Hill   (4)   y  de

Linewaver-Burk  de  acuerdo  con   las   ideas  de  Wieker  et   al. (1970) .

De  la  funci6n  de  dobles  reciprocos,   aunque  no  era  lineal,   se

obten±a  una  estimaci6n  gruesa  de  V
max  J   que   lue9o   Se  usaba   en
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la  funci6n  de  Hill para  obtener un  valor  de  nH ,  que servfa   a

su  vez  como  exponente  linearizador  en  un  segundo  calculo   de

Vmax   en  la  funci6n  de  dobles  recfprocos.   Este  nuevo  valor  de

Vmax   Proporcionaba  un  Valor  de  nH  mss  pr6ximo  al  verdadero.

Asi  se  continuaba  hasta  alcanzar  valores  aproximadamente  cons-

tantes  de  Vmax   y  de  nH.     Estas  estimaciones  eran  laboriosas  y

al  intentar  realizarlas  con  programas  de  computaci6n  no  se  ob-

tuvieron  resultados  alentadores,   pues  no  habfa  buen  ajuste  de

las  funciones  calculadas  a  los  datos  experimentales.
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I.a  glucoquinasa  de  rata  fu€  sometida  a  fotooxidaci6n,  em-

pleando  el  azul  de  metileno  como  catalizador   (Ray,   1967;

Ahlfors  y  Mansour,1969).     Alfcuotas  de  glucoquinasa  de   la

etapa  de  purificaci6n  de  hidroxilapatita  se  iluminaban   en

presencia  de  azul  de  metileno,   a  0° ya  pH  7,0  durante  tiem-

pos  variables   (0 -25min) .    Como   fuente   luminosa  se  usaba  una

ampolleta  de  tungsteno  de  100  watts  colocada  a  10  cm  de    la

enzima,   la  cual  se  encontraba  en  un  tubo  c6nico  sumergido  en

hielo  fundente.     Un  ventilador  contribu±a  a  evitar  el  calen-

tamiento  producido  por  la  ampolleta.     La  soluci6n  de  azul  de

metileno,   en  una  concentraci6n  final  de  2,57 uM,  se  utilizaba

reci€n  preparada.   Como  controles  se  hacfan  experimentos  en

tres  condiciones:   iluminaci6n  en  ausencia  de  azul  de  metileno,

oscuridad  en  presencia  del  oxidante  y  oscuridad  sin  azul  de

metileno.     Para  determinar  el  efecto  de  la  fotooxidaci6n  so-

bre  la  actividad  de  la  glucoquinasa,   se  trataban  alfcuotas

de   0,2  ml  de  la  enzima   (48  mu) ,   y  para  conocer  el  efecto  so-

bre  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa;   se  usaban  alfcuotas

de   1,0  ml   (240  mu) .   Una  vez   finalizado  el   tiempo  de  fotooxi-

daci6n  proyectado,   se  determinaba  la  actividad  en  una  alfcuo-

ta  de   0,05  ml,   mediante  el   ensago  la,  a  pH   7,5.

La  enzima  fotooxidada  era  inestable  durante  el   ensayo   a

concentraciones  bajas  de  glucosa,   menores  que  Ko.5  .     Esta
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inestabilidad  se  evitaba  haciendo  el  ensayo  enpresencia  de

DTT     2,5   mM.

En  una  oportunidad  se  hizo  la  fotooxidaci6n  en  una  alI-

cuota  de   0,75  ml   (55  mu)   de  glucoquinasa  de  higado  de  rana

chilena,   proveniente  de   la  etapa  de  DEAE-celulosa   (metoc]o  I) .

El  procedimiento  fue  ligeramente  diferente  al  descrito.     La

enzima  se  coloc6  en  un  matraz  de  fondo  redondo,   el  cual  es-

taba  en  posici6n  inclinada  y  se  hacfa  girar  con  un  agitador

rotatorio  sobre  agua  con  hielo.     Para  iluminar  se  us6una lam-

para  de  tungsteno  de  100  watts  que  se  coloc6  a 8`cm  porencima

de  la  superficie  del  matraz,   usandose  tambi€n  un  ventilador

para  evitar  el  calentamiento.     La  fotooxidaci6n  se  realiz6

por   10  min  en  presencia  de   azul  ae  metileno   3,95   uM.      Como

control  se  us6  una  alfcuota  mantenida  en  hielo y  en la  oscurir

dad,  en  presencia  de`4.azul de  met±leno`a la  m±sma concentraai6n.
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10.        FII.TRACION    EN    GEL    EN    I,AS    CONDICIONES    DE    MEDICION

DE    LA    ENZIMA

Se  usaron  geles   de  Sephadex  G-100   y  G-200,   que  se  prepa-

raron  para  la  cromatograf ±a  de  acuerdo  a  las  instrucciones

dadas  por   los   fabricantes   (Pharmacia  Fine  Chemicals,    1968  ) .

Como  columnas   se  usaron  tubos  de  vidrio,   de   1,2   x   48   cm  y  de

1,5  x  20  cm,   provistos  de  una  salida  fija   de   tygon.     Unaso-

luci6n  seme].ante  a  la  del   er]sayo  la   de  actividad  enzimatica

(amortiguador  C)   se  utilizaba  para  equilibrar  y  eluir    las   ,

columnas  y  tenfa  la  siguiente  composici6n   (concentraciones

finales)  :   Tris-Hcl   80   mM,   pH   7,5;    Kcl   100   mM;   Mgc1212   mM;

EDTA   1  mM  y   DTT   2,5  mM.      Ijos  metabolitos   afiadidos   en   los   di-

versos  experimentos   se  indican  en   Resultactos.   Para  colocar  la

muestra,   se  detenla  momentaneamente  el  flujo  de  la  columna

y  se  depositaban  cuidadosamente  0,2  ml  de  muestra  debajo  del

solvente,  en  la  superficie  del  gel,   antes  de  reiniciar  el  flu

jo.     La  velocidad  del  flujo  era  alrededor  de  15  ml/h.     Se  co-

lectaban  fracciones  de  0,25  ml  o  de  0,3  ml,   que  eranrecogidas

en  tubos  enfriados.     En  cuanto  se  completaba  el  volumen  de

cada  tubo,   se  introducia  €ste  en  hielo  e  inmediatamente   se

media  la  actividad  qlucoquinasica,   con  el  obieto  de  evitar la

acumulaci6n  de  productos  de  la  reacci6n  cuando  ambos sustratos

estaban  presentes  durante  la  filtraci6n.     En  su  mayorfa,   las

cromatografias  se  realizaron  a  30°,   para  lo  cual  se  colocaba
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a  la   columna  un  mango   de  vidrio   con   agua   circulante

proveniente  de  un  bafio  termorregulado.     Otras  cromatografias

se  hicieron  a  4°en  la  pieza  fria.

Para  medir  el  volumen  de  exclusi6n  de  las  columnas   (Vo)

se  utilizaba  azul-dextrano  2000  y  para  el  volumen  total  acce-

sible  al  solvente   (Vi)   se  empleaba  [  ]4C]  -leucina  o   agua

tritiada   (T20).     Cuando  se  dese6  estimar  el  peso  molecular

aparente,   se  us6  alcohol-deshidrogenasa  de  levadura   (Mr    =

141.000)  ,   mioglobina    (Mr   =   17.800)    y   ovoalbdmina    (Mr=  45.000)

como  proteinas  marcadoras.     El  volumen  de  eluci6n   (Ve)   para

una  o  mss  de  estas  proteinas  se  determinaba  en  cada  condici6n

experimental.     El  volumen  efluyente  correspondiente  a  la  con-

centraci6n  maxima  del  soluto  se  estimaba  a  partir  del  diagra-

rna  de  eluci6n,   extrapolando  ambos  lados  del  pico  del  soluto

hasta  su  concurrencia.     Para  la  estimaci6n  del  peso  molecular

aparente  de  la  glucoquinasa,   se  hizo  un  grafico  de  los  pesos

moleculares  de  las  protelnas  marcadoras,   en  funci6n  de  sus

coeficientes   de  distribuci6n   (Kd   =   (Ve   -Vo)/(V±   -Vo)).     La

ovoalbtimina,   la  mioglobina  y  el  azul-dextrano  se  estimaban

midiendo  su  absorbancia  a   280,   415  y   630   nm,   respectivamente.

La  concentraci6n  de  estas  protefnas  se  elegia  de  modode tener

una  absorbancia  de  al  menos   0,2  unidades  en  el  maximo.     La

alcohol-deshidrogenasa  se  ensayaba  en  una  mezcla  de  reacci6n

que   consistfa    en    amortiguador   A   mss   etanol   220mMyNADO,5mM.

Las  velocidades  iniciales   se   median  por  el  aumento   de  absor-

bancia  a  340  nm.     La   cantidad   colocada  en  la   colunna   daba



56

en  el  maximo  de  actividad.     Tanto  la  I  I+C]  -leucina     como

el  agua  tritiada  se  determinaban  en  una  mezcla  estandar  de

centelleo  de  2  partes  de  tolueno  y  1  parte  de  Trit6n  X-100,

que   contenia  4  g  de  PPO  y  50  mg  de  POPOP  par  litro  de  tolue

no.     Se  contaba  una  al±cuota  que  en  el  m6ximo  del  pico  tu-

viera alrededor de  2000  cpm.



C.    RESULTADOS

I.    FUNCION    DE    SATURACION    DE    LA    GLUCOQUINASA    CON    SUSTRATOS

GLUCIDICOS    Y    CON    MgATP

a)   Cooperatividad   cin'etica   con   glucosa

En  contraste  con  estud±os  previos   (Salas  et  al.,1965;

Parry  y  Walker,1966;   1967;   Gonzalez   et   al.,1967;     Pilkis,

1972;   Grossman  et   al.,1974)  ,   ±nvestigaciones  realizadas  en

este  laboratorio  indlcaron  que  la  curva  de  saturaci6n  de  la

glucoquinasa  con  glucosa  es  si`.gmoidea,   con  un  coeficiente  de

Hill  de   1,5   a   1,6    (Niemeyer,1972;   Cardenas   et   al.,1974;

Niemeyer   et   al.,1975a;.1975b).     Este  hallazgo  fue  confirma-

do  en   los  estudios  de  Storer  y\  Cornis`h-Bonden   (1976b)  .y  pos-

teriormente,   en  los  de  Kelkar  y  Nadkarni   (1978) .     La  figura 4

ilustra   una   tfpica  funci6n  de  saturaci6n   para   glucosa   de

la   glucoquinasa  de  higado   de  rata.     La  curva    sigmoidea  ob-

tenida  se  aparta  claramente  de  la  curva  hiperb6l±ca  calcula-

da  con  los  mismos  valores  de  velocidad  maxima  y  de  concentra

ci6n  de  semisaturaci6n.     El  valor  de  la  pendri.er`.te  del  grafi-

co  de  Hill   (grafico  inserto  en  la  f±gura  4)   es  s±gnificat±va

mente  mayor  que  la  unidad.     Esta  desviaci6n  de  la  conducta

michaeliana  cl6sica,   se  hace  mss  evidente  si  se  repres`entan
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Fig.    4.        FuyLc.A6yL   de.   ba±una.c.idyl   pana   g2LLc.oba.   dQ.   ka   g2ucoqu.LyLa

6c[   de   trcltcl.       La   enzima   se   prepar6      de   ratas    Sprague-Dawley,

15   dlas   antes   del   ensayo   y   se   us6   en   la   etapa   de   purif ic.aci6n

de   DEAE-celulosa    (m6todo   I).       La   velocidad   se   determin6   midien

do   el   glucosa-6-P   formado    (ensago   la).       Los   valores   de   nH   y

Ko.5     fueron   1,6   y   6,6   respectivamente   y   se   obtuvieron   a   partir

del   grafico   de   Hill   mostrado   en   el   recuadro.      La   velocidad

maxima   considerada    (3,08   mu)    corresponde   a   la   medici6n   real   a

loo   mM   glucosa,    una   vez   restados   los   blancos,   y   se   indica   por

la   l±nea   quebrada   horizontal.      La   curva   con   lfnea   quebrada   co

rresponde   a   la   curva   te6rica   para   una   enzima   que   presente   cin€

tica   michaeliana   normal    (nH   =   I,0),   y   tenga   los   mismos   valores

Para   Vmax   y   Ko.5     que   la   Curva   experimental.       El   area   sombreada
muestra   aproximadamente   el   rango   de   variaci6n   de   la   concentra-

ci6n   de   la   glucosa   en   la   sangre   portal   bajo   diferentes   condi-
ciones   de   ingesti6n   de   hidratos   de   carbono    (de   Niemeyer   et   al.,

1975a)  .
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los  resultados  a  base  de  transformaciones  lineales  de  la ecua

ci6n  de  Michaelis.     Esto  se  ilustra  en  la  figura  5,  donde  los

resultados  de  dos  experimentos  diferentes   (I  y  11)   se  anali-

zaron  mediante   las  funciones  de  Eadie-Hofstee   (6) ,   Hanes-

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

Eadle.-Ho6b±e.a.

HanQ.a-Wool.6

LinewQ.avQ,A.-Bun,le

U-V-

sK-=±+

Kin.v

VV'V

: - ; + v¥

/6'

/7/

'8'

En  la  f igura  5a  se  ve  que  cuando  se  coloca  en  graf ico

el  valor  de  la  velocidad  en  funci6n  del  cuociente  entre  la

velocidad  y  la  concentraci6n  de  glucosa   (Eadie-Hof stee) ,   se

obtiene  una  curva  c6ncava  en  vez  de  una  recta  con  pendiente
negativa.   Al  trabajar  con  la  funci6n  de  Hanes  se  observa  que

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

transf ormaci6n  de  Lineweaver-Burk  se  obtiene  una  curva  c6nca

va  hacia  arriba   (Fig.   5c).     Si  para  hacer  los  graficos  se

utiliza  el  valor  de  la  concentraci6n  de  glucosa  elevado  al

exponente  nH,   obtenido  del  grafi`co  de  Hi`ll,   se  tienen  lfneas
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F{guta  5.     £ut6fao6   de  ECLdie-Ho66Jfee(cL) ,   Hane4-Woo£6   (b)   y  L{»ouanve^-

Butte   (a,)   de  fo   6uLnc{6VA  de  4arfuc{¢VI  cfe  gfttc.oqcnd„cL6a  con  gfuLco4a.     La

91ucoquinasa  proven±a  de  la  etapa  de  Sephadex   (m6±odo  2,   act.   esp.
2.8  U/mg  de  proteina).   En  el  experimento  I   Cizquierda)   se  utiliz6  el
er}sago  la  a  pH  8,0  con  concentraci`ones  de  glucose  de  0,4  a  loo  ".   Los

parametros  cin€ticos   fueron:     V  =  8,8  mu;   nH  =   I.49;   Ko.5  =  5,2.     En  el
experimento  11   (derecha)   se  aument6  la  cantidad  de  enzima  y  las  determi

naciones  se  hicieron  mediante  el  e7]sayo  2  a  pH  7,5  con  concentraciones

de  glucosa  de  1   a   100  mM.      Log..  parfroetros  c`i`n6ti`cos   fueron:   V  =  J.9  mu;

n[{   =   1,56;    Ko.5   =    6,7   InM.

En  log.  graf`icos  de  l`os  recuadros  el  valor  de  la  concentraci`6n  de

glucosa  esta  elevado  al  exponente  nH`.     En  el  caso  de  las  transf ormacio-
nes  de  Lineweaver-Burk  y  de  Hanes-Woolf ,  no  se  colocaron  en  es+os  grafi

cos  los  valores  de  todas  lag  concentraci`ones  de  glucosa,   sino  solo  des-
de  la  menor  hasta  la  indicada  por  la  flecha  en  el  grafico  principal.
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rectas,  como  se  ilustra  en  los.  recuadros  de  la  figura  5  para

las  tres  funciones.     Puede  apreciarse  que  existe  un  buen

a].uste  de  los  puntos.     El  coeficiente  de  correlaci6n  fue  ma-

yor  que   0,99.

El  efecto  cooperati.vo  de.  Ia  glucos.a,   no  depende  del  m6-

todo  usado  para  determinar  la  actividad  enzimatica.     I.a  figu

ra  5  muestra  por  e].emplo,   que  el  coef±ciente  de  Hill  es  muy

similar   si  se  utili``za  el   ens`ago  la   (.Experimento  I.;'  nH.  =  1,49)

o  el   er]sago   2    (Experlmento  1`1..;   nH.  =   1,55)  .      La  pequefia  dife-

renc±a  en  el  Ko.5    puede  atribu±rse  a  la  diferencia  en  los

pH  utilizados   (.ver  rna.s  adelante.:   R-2) .     Ademas,   cuandto  se  em

ple6  otro  ensayo,   s.in  enzlinas`  acoplantes., en  que  s`e  determina

directamente  el ["C] -glucosa-6-P  formado  a  partir  de   []4C]_

glucosa   (Radojkovi6   e.I   aJ..,1978),   s.e  obtuvo  una  funci.6n  de

saturaci6n  sigmoidea  con  un  nH  de  -1,8  y  un  Ko.5     de   8,5  'mM

para  una  glucoquinasa  obteni.da  de  la  etapa  de  DEAE-ce.Iulos.a

CNi`.emeyer      et   aJ.,1975b).

En  extractos.  de  he.pa.t.ocitos  a.i`.sla.dos`  la  cur.va  de  satura

ci6n  de  glucos,a  tambi6n  es  s`|gmo±dea  con  un  nH  de  .i,5  y  un

Ko.5   de   9  mM   (Bontemps  et   aJ.,1978). ,   s.im±lares`  a   los`  c)bser-

vados  con  glucoquinas`a  purl.f±ca.da.   (NI.emeyer   e.I   al.. ,   1975b;.

Storer  y.  Cornish-Bowden,1976|.     Es.  i`mportante  des`taca`r  que

la  fosforilac±6n  de  glucos.a  i:a  s`i:tu  en  hepatocitc)s..  afs.i,ados:

es  tambi`.6n  sigmoi`dea,   con  un  coe.f.|`.c.i'ente  de  .Hi`ll  de 1,8  y`



63

una  concentraci6n  de   semisaturaci6n  de   20  mM  glucosa   (Bontemps

et   al.,1978).     En  estos  altimos  experimentos,   la     formaci6n

de  glucosa-6-P  en  la  c€lula  intacta  se  estim6  mediante  un  m€

todo  radioqulmico  en  el  cual  se  usa  2-[3H]-glucosa  y  se  mid=

el  T20   formado   (Clark   et   aJ.,1973;   Katz   et   al.,1975).

b)   Estado   de   purif icaci-on   g   propiedades   cin-eticas

Dado  que  las  caracterfsticas  cin€ticas  de  una  enzima  pue

den  verse  inf luenc±adas  por  la  presencia  de  otras  protefnas

o  cofactores  que  interactaen  con  ella   (Koshland  y  Neet,1968;

Atkinson,   1969) ,   es  posible  esperar  una  variaci6n  de  la  con-

ducta  cinetica  segan  el  grado  de  su  puriflcaci6n.     Esto  ocu-

rre  por  ejemplo,  en  el  caso  de  la  fosforilasa,  de  la  fosfori

lasa-quinasa   (Heilmeyer  et  al.,1970)  y  de la  fosforilasa-fog

fatasa   (Haschke  et  al.,1970) ,   las  que  presentan  caracteris -

ticas  diferentes  cuando  est6n formando  parte de  un  comple].o

prote±na-glic6geno  que  cuando  estan purificadas.   Se  consider6

por  ello importante llevar  a  cabo,  como  uno  de  los  primeros

estudios,  el analisis  de  si el grado  de sigmoidicidad  dependia

o  no  del grado  de  purificaci6n.   Pudo  establecerse  que los pars_

metros  cin€ticos  de la  glucoquinasa  no  variaban signif icativa-

mente  cuando  la  enzima  se  estudiaba  en  diferentes  grados  de

purificaci6n,    lo  que   se  ilustra   en  la   tabla    Ill   con   los
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TABIA  Ill

PaltdmQ.±lLob    c,lyL¢±lc.ob    dQ,   LaL   g2uc.oquiyLaba:   dQ.   n,a±a    a.n   di6Q.nQ.yL±Q.A

a.b±adob    de.   puni6i.a.ac.L6yLa

Etapa  de  purificaci6nb      Actividad  especIfica     nH       Ko.5
'`,I__     -____JJ__£-_  _\(U/mg  proteina)

brmH

Sobrenadante  de
100.000   gc

CM-Sephadexc

DEAE-celulosa

Sephadex  G-100

Hidroxi lapati ta

0 , 016

0 ' 017

0'66

10'0

15'0

1,6          6,8

1,5         8'1

1,5         6'8

aDe   Niemeyer  et-al.  ,1975a

bLa   purificaci6n   se   describe   en  Materiales   y  M€todos,   ]natodo   I

CEn   estas   dos   etapas   no   se   obtuvieron   datos   de   nH   y   Ko.5     Por

estar   presentes   las   hexoquinasas   A,   8   y   C
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resultados  de  una  preparaci6n  en  pequefia  escala   /m€todo  I/ ,

disefiada  para  analizar  especfficamente  este  punto.     En  la  eta

pa  de  hidroxilapatita  la  enzima  era  inestable  y  se  inactivaba

parcialmente    durante  el  ensayo  a  bajas  concentraciones  de

glucosa.     Buscando  condiciones  que  evitaran  esta  inactivaci6n

se  encontr6  que  la  presencia  de  ditiotreitol  en  el  ensayo

la  evitaba  en  gran  medida.     Este  hallazgo  llev6  a  introducir

de  rutina  DTT  en  el  medio  de  ensayo.     Ademas,   para  minimizar

la  posible  inactivaci6n  que  atin  pudi`era  persist±r,   se  inici6

la  reacci6n  con  glucoquinasa  en  lugar  de  glucosa.     Se  ley6

la  actividad  durante  un  ti`empo  triple  del  acostumbrado  en  un

ensayo  normal,   de  modo  de  asegurarse  de  pesquisar  la  inacti-

vaci6n  durante  el  ensayo,   si`  a6n  existlera.     Es-to  era  muy  im

portante  ya  que  como  la  inactivaci`6n  se  presentaba  a  bajas

concentraciones  de  glucosa,   podrfa  traduc±rse  en  una  curva

sigmoidea  de  velocidad  en  funci`6n  de   la  concentrac±6n  de  la

glucosa,   aunque  la  enzima  presentara  una  cinetica  michaelia-

na.

El  hecho  qua  la  conducta  cl`n6ti`ca  de   la  glucoqui`na.S``a  no

varfe  con  el  grado  de  purif i`caci`6n  concuerda  con  la  af i`rma-

ci6n  de  Storer  y  Cornish-Bowden   (1976)   de  que  preparaci`ones

homog€neas  y  parcialmente  purif icadas  de  esta  enzima  s6lo  dl-

fieren  en  actividad  especffica.     Como  ya  se  coment6,   la  sig-

moidicidad  tambi6n  se  presenta  I^n   v±vo,   en  hepatocitos
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aislados   (Bontemps  et   al.,1978) ,1o  que  no   solo   indica  que

la  enzima  en  condiciones  de  interacciones  fisiol6gicas  con

otros  componentes  celulares  exhibe  propiedades  semejantes  a

las  de  la  glucoquinasa  purificada,   sino  que  permite  pensar

que  estas  propiedades  tengan  un  significado  para  la  funci6n

de  la  c€lula.

c)   Aspectos   comparativos

Pareci6  conveniente  explorar  si  la  dependencia  sigmoidea

de  la  velocidad  Con respecto   a  la  concentraci6n  de  glucosa,

presente  en  la  glucoquinas-a  de  rata,  existfa  tamb±6n  en  la  en

zima  de  otros  vertebrados.     Esto  abr±a  la  posibll±dad  de  en-

contrar  una  especie  en  la  cual  el  grado  de  sigmoidicidad  de

la  glucoquinasa  pudiera  ser  mayor  que  en  la  rata,  y  por  lo

tanto  ofrecer  un  mejor  material  para  el  estudi`o  de  la  regul±

ci6n  de  la  activ±dad  de  la  enzima.   La  glucoquinasa  existe  en
el  hlgado  de  mamiferos   (con  excepciones) ,   anfibios  y  quel6ni

dos  entre  los  reptiles;   no  se  encuentra  en  los  reptiles  supe

riores  ni  en  las  aves   (Ureta  et   al.,1979) .

Se  encontr6  que  las  glucoquinasas  de  todas   las  especies

de  vertebrados  estudiadas  hasta  ahora,  presentan  la  misma  con

ducta  cin6tica  que  la  enzima  de  rata.     La  tabla  IV  muestra  los

valores  de  log  coeficientes  de  Hill   (nH)   y  de  las  concentra-

ciones  de  semisaturaci6n   (Ko.5)  obtenidos  de  graficos  de  Hill.
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TABLA      IV

Va%"   cJe   fo6   a.oe6{c{evIte6   de   „#   "   y   de  faA   a.oVIc.eVItJLCLc{one6

c!e   6em{4atuLAc[e{¢n   Ko.5    de   fa   gfttc.oquL{na"   de   ve^te.b^cido6a

Animalb
nH

Mammalia
Akodon
Perro
Cerdo
Cururo
Coipo
Hamster
Rata
Cuy

Reptilia
Tortuga  chilena

Amphibia
Rana  chilena
Ranita  de  garras
Ranita  cornuda
Ajolote

aLos datos  se  obtuvieron  de  preparaciones  en  la  etapa  de  purif icaci6n
I  __ _--`-`+--\,11de  DEAE-celulosa   (m€todo  "   con  excepci6n  de  la  enzima  de  coipo  queera

de  Sephadex  G-100.   La  actividad  enzimatica  se  determin6  con  glucosa como

sustrato  a  pH  7,5  mediante  el  er}sayo  la.   De  Cardenas  et  az.,1979.

b__=_=o~d?n   (Akodon.  olivaceous) ,  perro   (Canis  familiaris) ,   cer'do  -(  -:us

scrofa^   cururo(Spazacopus  cyanus) ,   coipo   („yocastor  coypLzs) ,  hamster

/Afesocricetus  auratus) ,   rata   (j3attus  norvegjcus) ,   Guy   (C'avia  porcellus) ,
tortuga  chilena   (Geochelo7]e  chlzej]sis) ,   rana  chilena   (Calyptocepj?aJella
cauc!Iverbera) ,   ranita  de  garras   (JfeJ}opzjs  laevis) ,   ranita  cornuda

(Ceratophrgs  ornata) ,   aiolote  (Afrogstoma  mexicanim) .
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La  funci6n  de  saturaci6n  Sigmoidea  parecer  ser  una  caracterls
tica  com fin  de  todas  las  glucoquinasas  de  vertebrados,   obser-

vandose  valores  de  nH   entre  1,4  y  1,7   en  todas   las   especies

estudiadas.     Esto  indica  que  es  un  rasgo  muy  bien  preservado

desde  el  punto  de  vista  evolutivo,   lo  que  insinuarfa  una  im-

portancia  fisiol6gica.

Es  de  destacar  que  las`  glucoqulnasas  de  anflbios,   aun-

que  difieren  de  las  de  mamfferos  en  propiedades  inmunol6gi-

Gas,  ya  que  no  presentan  inmunldad  cruzada  con  la  glucoquina

sa  de  rata   (Pilkis  et   al.,1968;   Clark-Turrl  et   al.,1974) ,

presentan  una  cin6tica  sigmoidea  similar.     La  glucoquinasa

de  tortuga,   que  en  un  comienzo  fue  descrlta  con  c±n€tica  mi-

chaeliana   (Niemeyer  et  al.,1975b) ,   ha  mostrado  posteriormen

te  y  sin  lugar  a  dudas  una  cin€ti`ca  sigmoidea   (Fig.   6  ) .     El

efecto  cooperativo  se  presenta  tambl€n  con  manosa   (Fic|.   6  )

como  ocurre  con  glucoquinaLsa  de  rata   (ver  mss  adelante:  1d)

I,a    discrepancia.    con  log  primeros  valores  podrfa  resi``dir  en

las  diferentes  estaciones  en  que  losr  experimentos  fueron  he-

chos,   pues  durante  la  hibernacl-6n  del  animal  la  glucoquinasa

parece  desaparecer   (Clark-Turri``  y  Espinosa,   comunlcaci6n  per

sonal)   y  las  primeras  observacfones`  se  reallzaron  en  el  perfo

do  pr6ximo  siguiente  a  la  hibernaci6n.

Los      valores  de  Ko.5  muestran  cierta  variaci6n,   pues  a

pH  7,5  van  desde  alrededor  de   2,0  hasta  alrededor  de  8,0  mM,

encontrandose  generalmente  en  los  anfibios  log  valores  mss

baj os .



69

1              3            10        30        100

[Hexosa],mM

Fi,agutn  6.     Gn,d6ic,ob  de  HiAk  de  kn  6uncA6n  dQ.  batwacA6yL  de.  ha  ghic.oqut.-

"ascl  de  tothgcl  c.o"  g€uLCo4ct  y  a.on  mcLMlo6CL.      Se  usa   enzima  proveniente   de

la  etapa  de  DEAE-celulosa   (mstoc]o  I).     La  actividad  se  determin6  apH 7,5

mediante  el  er]sapo  Ja   (glucosa)   o  el  eJ2sayo  Jc   (manosa).   Los  parametros

cinaticos  se  obtuvieron  como  en  la  figura  9.

(0)     Glucosa:       V   =    4,35   nmol/min;    Ko.5   =    6,0  nM;    nH    =    i,62

(I)     Manosa:         V   =     1,76   nmol/min;    Ko.5   =     11,8  IrM;      Ih   =   i,46
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Pareci6  conveniente  determ±nar  si  la  cooperatividad  ci-

n€tica  ocurrla  tambi6n  cuando  se  fosforilaban  otros  sustratos

glucldicos.     Esta  informaci6n  era  importante  para  una  posible
interpretaci6n  molecular  y  fi.siol6gica  del  fen6meno.     En  el

caso  de  la  ribonucleasa  pancreatica,  por  ejemplo,   lag  desvia

clones  de  la  conducta  michaeliana  observadas  con  algunos  sus

tratos  artificiales,  pero  no  con  otros,  en  algunas  condicio-

nes  experimentales,   permi`tieron  dar  una  explicaci6n  a  nivel

molecular  de  la  sigmoidicidad  que  se  presenta  con  el  sustra-

to  habitual,  que  es  el  CMP  cfclico,   tambi6n  sint6tico

(Rtibsamen   et   al.  ,1974)  .

El  uso  de  sustratos  alternativos,  por  otra  parte,  ha  si
\

do  de  utilidad  para  dilucidar  el  mecanismo  de  desviaci`ones

de  la  cin€tlca  mi`chaeli`ana,   derivadas  de  la  interacc±.6n  con

siti.os  alost6ricos,`.     Por  ejemplo,  uno  de  log  sustratos  de  la

fosfofructoquinasa,   el  ATP,   actda  coma  modulador  de  la  acti-

vidad  al  unirse  a  un  si`t±o  alost6ri.co,   lo  que  tendrfa  impor-

tante  significaci6n  en  la  regulaci6n  de  la  gluconeog6nesis;

en  cambio,   GTP  e   ITP   s6lo     acttian   como  sustratos        (Vifiuela

ef   al.,1963;   Uyeda  y  Racker,1965).     Otro   caso  es`  el  de  la

hexoquinasa  A  de  rata,  donde  s6lo  el  producto  de  la  fos`fori

laci6n  de  glucosa   (glucosa-6-P) ,   que  puede  cons`iderarse  el

sustrato  en  la  reacc±6n  invers-a,  es  inhi`bidor  alost€rico  y
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no  el  de  la  fosforilaci6n  de  manos`a   (manosa-6-P) ,   fructosa

(fructosa-6-P)   o  2-desoxiglucosa   (desoxiglucosa-6-P)    (Crane

y  Sols,1954) .  Elpapel  de`l  .  glucosa-6-P  como  regulador  de   la

entrada  de  glucosa  a  levaduras`  o  de  la  utilizaci6n  del  az6car

en  otras`  c6lulas  ha  sido  destacado  por  Sols   (1973) .

Se  encontr6  que  la  glucoquinasa  de  rata  mostraba  noto-

rias  diferencias  en  la  conducta  c±n6tica  con  diferentes  sus-

tratos  glucfdicos   (Cardenas  et   al.,1977;   1978)  .     As£,con  rna

nosa,   al   igual  que  con  glucos`a,   habfa  una  dependencia  sigmoi

dea  de  la  velocidad  con  respecto  a  la  concentraci6n  del  sus-

trato  glucfdico,   como  se  ilus-tra  en  la  figura  7.     El  coefi-

ciente  de  Hill  obteni`do  con  manosa   (nH  =  1,5)   era  similar  al

obtenido  con  glucosa.     En  cambio,   no  se  observ6  cooperativi-

dad  cuando  se  usaba  2-de.soxiglucosa  o  fructosa  como  sustra-

tos,   lo  que  se  ilustra  en  la  figura  8.     En  el  grafico  de  Hill

de  la  figura  9  se  compara  la  conducta  cin€t'ica  a  pH  8,0  de  la

misma  preparaci6n  de  glucoqul`nasra  con  glucos`a,   manosa  o  2-de-

soxi`glucosa  como  sustratos.     Puede  vers`e  que  mientras   las  rec

tas  correspondientes  a  glucos`aL  y  .manosa  s`on  paralelas   (coef i+

cientes  de  Hill  simllares} ,   la  de  2-des`oxi`glucos`a  presenta

una  pendiente  menor   (nH  =  lto)..

Al  igual  que  en  el  caso  de  glucosa  el  valor  de  nH  para

manosa  no  vari6  con  el  grado  de  purif ±caci6n  de  la  enzima  o

con  el  m€.todo  de  ens`ayo   (Fi`g.10}  .
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5                   10                 15

[ G I ucosa],  in M

0                10              20              30

[Man osa ], mM

Fl9tthcL   i.       Cin¢±ic.a   c,oope,lLa±iva   dQ.   ka.   glue.oquiyLaba coyL    gLucoba.

(cL)     ey   a.oyl   mclylo6Cl    (b).        Se    usaron    enzinas    diferentes    y    en    can-

tidades   distintas   provenientes   de   la   etapa   de   Sephadex   G-loo

(matoc!o   2;    act.    esp.    aproximada   3   U/mg   de   protelna).      La   acti
vidad   se   determin6   a   pH   8,0   mediante   el   ensago   Ja    (glucosa)    o

el   ei]sayo   2    (manosa).      Para   los   graficos   de   Eadie-Hofstee   de

los   recuadros   se   usaron   todos   los   datos   experimentales,   mien-

tras   para   los   graf icos   directos   se   omitieron   las   concentraciji
nes   de   log   sustratos   mayores   que   4   veces   Ko.5  .      Los   valores

de   los   parametros   cin6ticos   fueron:

a)    Glucosa:    Ko.5     =    4    mM;    nH   =    I.6

b)    Manosa:   Ko.5    =   8  mM;   nH   =   1l5
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[2 -Desoxiglucosa ]  , mM
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0             300           600           goo

[Fructosa]    ,   mM

Fl9ulta   8.       Ci.yt¢±ic.a.   hipe,hb6kic.a   dQ.   2a.   9kucoquAyLaba.   con   2-dQ.bo

x{gfwco6¢    (al)    y   c.on   6AuC,to6¢    (b).       Con   2-desoxiglucosa   se   us;

una   enzima   de   la   etapa   de   sefarosa    (act.    esp.    30   U/mg   de   pro-

te±na)   y   con   fructosa   una   enzima   de   la   etapa   de   Sephadex   G-loo

(m6toc!o   2;    act.    esp.    3   U/mg   de   prote±na).       La   actividad   se   de-
termin6   a   pH   8,0   mediante   el   ensago   2    (2-desoxiglucosa)    o   el

ensago   Jb   (fructosa).      En   el   grafico   directo   con   2-desoxiglu-

cosa   se   omitieron   los   datos   correspondientes   a   las   concentra-
ciones   superiores   a   4   veces   Ko.5   .      Log   valores   de   los   parame-

tros   cin€ticos   fueron:
a)    2-desoxiglucosa:    Ko.5     =    24   mM;    nH   =    I.0

b)    Fructosa:    Ko.5     =    276    mM;    nH   =    I.0
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1           3         10       30      loo

[Sustrato],mM

FigLULa  9.   Gh&6ic.o  dQ.  Hill  dQ.  ka.  6unck6n  dQ.  batu/rack6n  dQ.  ka  9kucoquina-

6¢  co"  di6eAeiize4  6tL6atdeo4  g£{tcfflc.o6.     Se  us6  una  glucoquinasa  prove-

niente  de  la  etapa  de  purificaci6n  de  sefarosa   (m€todo  2;  act.   esp.

25  U/mg  de  protelna).     La  actividad  fosforilante  del  azGcar  se  determi-

n6  a  pri  8,0  y  a   30°   a  trav6s  de  la  medici6n  del  ADP   formado   (ensapc>  2) .

Los  par`ametros  cinaticos  se  obtuvieron  mediante  un  programa  de  m±nimos

Cuadrados  aplicado  a  la  funci6n  directa  de  v  =   (V  SnH)/(K  +  SnH)     y  de-

sarrollado  con  un  microcomputador  Altair.

(0)   Glucosa:   Ko.5   =   5,8  mM;   nH  =   i,6

(a)   Manosa    :   Ko.5   =   8,3  InM;   nH   =   196

(.)   2-Desoxiglucosa:   Ko.5   =  22  mM;   nH  =  loo

De  Cardenas   et  al.,1979.
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Figuta   10.  FuyLct,6n  dQ.  batumch6n.  de.  g2iLcoquincaa  coyL  rna.yLobaL  dctwiyLada

co"  d{deAerfeeA   a.%eryo6.     7  mu  de  glucoquinas.a  en  la  etapa  de  purifica-

ci6n  de  Sephadex   (m6todo  2,   act.   esp.   2,0  U/mg  de  prote±na)   se  ensayaron

a  pH  7,5  con  concentraciones`  variables.  de  manos-a   (.1-200  mM).     La  activi-

dad  f osf orilante  de  manos`a  s.e.  determin6 'medi`ante  el  ensago  lc  (-_a)   o  el

ensayo  2   (.b).     Los  parametros  cin€ti`co.s  obtenidos  fueron:

a)   V  =   6,25     rmol/min;   Ko.5   =   12  mM;   Ih  =   I.4

b)   V  =   6.24     mol/min;   Ko.5   =   12,8  mM;   nH  =   1,4
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La  naturaleza  hiperb6lica  de  la  funci6n  de  saturaci6n

con  2-desoxiglucosa  nos  i`ndujo  a  usar  este  sustrato  para  es-

tudiar  el  mecanismo  cin€tico  de  la  glucoquinasa   (Niemeyer  et

al.,1978;   Monaster±o,1980).

En  cuanto  a  los  valores  relativos  de  los  Ko.5  aparentes,

a  pH   8,0,   el  de  glucosa  es  el  menor   (5  mM)  ,   siendo  el  de  mano

sa   s61o  un  poco  mayor   (8  mM) ,   mientras  que  el  de   2-desoxiglu-

cosa  es  alrededor  de  cuatro  veces.  mayor   (.22  mM)  ,  muy  §emejan-

te   al   comunicado   por  Monas`teri.o   (1980)    (-19,16   ±   2,33  mM).      Es

tos  valores  de  Ko.5  para  lc;s  sustratos  glucfd±cos  son  menores

que  los  descritos  anteri`ormente   (Salas  et  al.,1965;   Parry  y

Walker,1966;   Gonzalez   et   aJ.,1967).     En  el  caso  de   la  glucg

sa  y  de  la  manosa,   1a  d±ferencla  se  puede  atrlbuir,   por  una

parte,   al  hecho  que  en  los  prlmeros  estudi`os  se  consider6  una
cinetica  hiperb6li`ca  para  estos`  sustratos  y,  por  otra,  a  que

el  ensayo  se  hizo  a  pH  7,5  en  vez  de   8,0   (ver  mss-adelante) .

El  efecto  del  pH  podrf a  explicar  las  diferencias  en  el

Ko.5    para  2-desoxiglucosa,   pero  no  se  investig6  mayormente  el

problema.     EI  Ko.5    Con  glucosa  coincide  con  el  obtenido     por

Storer  y  Cornish-Bowden   (1976)  ,   tambi6n   a  pH   8.

El  caso  de  la  fructosa  merece  un  analisis  mss  detallado

pues  fue  dificil  determinar  la  forma  de  la  funci6n  de  satura-

ci6n,   debido  a  la  baja  afinidad  de  la  enzima  por  este  sustra-

to,   lo  que  exigfa  usar  concentraciones  muy  altas.
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Los  primeros   intentos,   hechos  a  pH  7,5  y  usando  una  en-

zima  parcialmente  purificada   (]n€toc]o   I,   DEAE-celulosa  act.

esp.   0,5  U/mg  de  protefna)   sugirieron  una  cin6tica  hiperb6li

ca  con  un  valor  muy  alto  de  Ko.5   ( ~2  M)  .     Este  valor  de  Kin

aparente   (aproximado)   concordaba  con  los  datos,   tambi6n  apro

ximados,   de   Salas  et   al.  (1965)    (mayor  que   800  mM)   y  de  Parry

y  Walker   (1966)    (2  M).     Llam6   la  atenci6n  que  no  obstante  el

alto  Valor  de  Ko.5   obten±do,   la  Vmax  aparente  parecfa  Ser  m6S

del  doble  del  valor  correspond±ente  al  con  glucosa,   lo  que

apoyaba  en  general  una  observaci6n  de  Parry  y  Walker   (1966) .

Sin  embargo,   y  al  i`gual  que  di`chos  autores,   no  se  profundiz6

mss  en  este  aspecto,   dada  la  incertidumbre  de  los  valores  de

los  parametros`  cin€ti`cos`  y  dada  la  baja  activldad  especffica

de  la  enzima  utilizada,  que.  podf`a  poner  en  duda  la  especifi-

cidad  de  la  reacci6n.     Posteri`ormente,   experimentos  llevados

a  cabo   con  una   enzima  mas`  purifi`:Cada   (act.   esp.   2-4   U/mg     de

proteina,   matodo  2)   mostraron  claramente  que  la  glucoquinasa

fosforilaba  fructosa  con  cin€tica  hiperb6lica   (nH=  1,0) ,   Co-

mo  se  muestra  en  la  f±gura  8.     Los  valores  de   las  Kin  aparen-

tes  variaron  en  un  rango  de  276  a   380  mM  en  varios  experimen

tos  realizados  a  pH  8,0,   con  diferentes.  preparaciones  de  en-

zimas.     Resultados  similares  s`e  obtuvieron  con  una  enzima

muy  pura   (in.6toc!o   2j   act.   esp.   70   U/mg  de  prote±na,   dos.  bandas'

de  protefna  en  electroforesis`  en  poliacrllamida) ,   donacl6n
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de  Cecilia  Toro.     Al  igual  que  en  el  caso  de  glucosa   (ver  mss

adelante) ,   el  cambio  del  pH  de  7,5  a  8,0  no  alter6  el  coefi-`

ciente  de  Hill,pero  disminuy6el  Ko.5   (.Fi`g.11) .     Al  hacer  es

tudios  de  velocidad  iniclal  de  la  fosforilacl6n  de  fructosa

a  distintas  concentraciones  f ijas  de  uno  de  los  sustratos  y

variando  el  otro,   se  obtuvo  en  el  graflco  de  Hanes  un  perfil

de  rectas   intersectantes`  (.F±g.   12)   que  es.  caracterfstico  de

un  mecanismo  en  secuencia.     Los  datos  pueden  ser  ajustados  a

la  ecuaci6n   /9/,   que  describe  un  mecanismo  en  secuencia  orde

nado  o  al  azar  en  equilibrio  rapido.

VAB

K.    K      +   AKb   +   BKa   +   ABlaa
/9'

Si  A  es   la  concentraci6n  de  fructosa  y  a  la  de  MgATP,   se  pue-

den  calcular  los  valores  de  las  siguientes  constantes,  hacien

do  uso  de  los  graf icos  secundarios  de  la  funci6n  de  Hanes-

Woolf:    Ka   =   174   mM;    K±a   =   1.025   mM;    Kb   =   0;35   mM;    y   KiaKb/Ka=

2,0  mM   (esta  dltima  equibale   a  K±b    Si   se   supone  un  mecanismo

al  azar  en  equilibrio  rapido.

Los  graficos  secundarios  fueron  lineales     (recuadros

de  la  figura  12) ,     concordando  con  las  caracterfsticas  hiper-

b6licas    de  las     funciones  de  saturaci6n    con  fructosa  y  con
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Fi_giutft  11.     GItd6keo  de  Ha.neA-Wook6  de  ha  6unct6n  de  4a±uhaci6n  de  ha

gthc,oqttchaAa  a.ott  6itttcto6a  fl  dot  di6e^ende4  p#.     5  nu  de  glucoquinasa
(i716tedo  2;   etapa  de  Sephadex  G-100;   act.   esp.   3,i  U/mg  de  prote±na)   se

ensayaron  a  pH  7,5   (0)   o  a  pH  8,0   (.)   usando  concentraciones  variable§

de  fructosa   (40  a  900  mM).     La  actividad  fosforilante  de  fructosa  se  de-

termin6  mediante  el  e7]sago  lb.     Los  coeficientes  de  nH  se  obtuvieron    a

partir  de  graficos  de  Hill.     Los  valores  de  log  parametros  cin6ticos  fue
ron:
(o)   pH   7,5:   V  =   10,31;   Ko.5   =   423  ";   nH  =   I.0

(®)    pH   8,0:   V   =   10,95;   Ko.5   =   322   nM;   nH   =   1>0
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FigLLita   12.      Eb±udAob   de   ve.koc.i.dad   iyLic.iak   de   ka   gkttcoquinaba

co"   d4ttc.JCo6Ch       La   enzima   proven±a   de   la   etapa   de   Sephadex

G-loo    (matoc]o   2;    act.    esp.    3   U/mg   de   prote±na).       La   actividad

enzimatica   se   determin6   a   pH   8   con   el   ensago   lb,   modificado

de   modo   que   la   concentraci6n   de   EDTA   fuera   0,1   mM   y    la   de

Mgc12   se   mantuviera         i   mM   sobre   la   concentraci6n   de   ATP,    que

fue   variable.      a)   Concentraciones   variables   de   fructosa   y   di-
versas   concentraciones   fijas   de   ATP.      b)    Concentraciones   va-

riables   de   ATP   y   diversas   concentraciones   fijas   de   fructosa.

En   los   recuadros   se   muestra   el   graf ico   secundario   de   las  pen-

dientes   (0  )   y   las   intersecciones   verticales   en   (.  )   en   fun-

ci6n   del   reclproco   de  la  concentraci6n   de   ATP(  a  )  o   de  fructo-

sa    (b).
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MgATP.     Las  caracter±s.ticas  de.1os. graficos  primarios  y  secu±

darios  son  semejantes`  a  las  de  los  obtenidos  con  2-desoxiglu-

cosa  como   s,ustrato   (.Monas`terio,   1980)  .

Un  hecho  interes.ante  es  que  nuevamente  en  todos  es`tos.  ex

perimentos  el  valor  de  Vmax  aparente  es  mss  del  doble   (2,1  a

2,8  veces)   que  el  valor  de  Vmax  aparente   Con  glucosa.     Con  el

ob].eto  de  hacer  una  comparaci6n  mss  adecuada  entre   las.  Vmax

de  glucoquinasa  con  fructosa  y`  con  glucosa  como  sustratos,   se

determin6  la  velocidad  en  funci6n  de  la  concen`traci6n  de  sus-

trato,   variando  en  raz6n  constante  las`  concentraciones  de  ATP

y  del  sustrato  glucidico   (glucosa/ATP  =  10;   fructosa/ATP  =  200) .

En  la  f igura  13   puede  observarse  que  en  ambos  casos  se  obtienen

graf icos  de  tipo  parab6lico,   lo  que  es  indicio  de  un  mecanismo

cin€tico  en  secuencia,   en  contraposici6n  con  un  mecanismo

ping-pong   (Gulbinsky`  y`  Cleland,   1968;   Garc€s.`  y  Cleland,1969)  .

Al  extrapolar  las  curvas,  el  valor  de  la  intersecci6n  con  la

ordenada  es  diferente  para  ambos`  sustratos`  glucld±cos,   lo  que

se  traduce  en  un  valor  de  velocidad  maxj:rna  con  fructosa  de  al

rededor  de  2,6  veces  mayor  que  el  obtenido  con  glucos,.a.     Este

hallazgo  contrasta  con  la  obs`ervaci`6n  de  que  la  velocidad  m€xi

rna  con   2-desoxiglucosa  es   s61o   0,73   Veces   la  Vmax  Con  glucosa,

en  experi`mentos  de  Sgual  disefio   (Monasterio,   1980)  .
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1,5                   3,0

1/[ATP]    ,mM-1

Figuna    13.        Gnd6icob    de.   dobkQ.A    A:a.a.£pltocob    c.cln    JLazoyLQ,A    a.oyLb-

±a.yL±eb    a.n±n.a.   2a.A    a.oyLc.a.n±n.ac.ioyLQ.A    dQ.A   bub±ncL±o    g&ucldico    y    a.A

ATP.       En   el   experimento   con   glucosa    (0),    la   raz6n   glucosa/

ATP   fue   10;    en   el   con   fructosa    (.),1a   raz6n   fructosa/ATP

fue   200.      Ambos   experimentos   se   hicieron   el   mismo   dla   y   con

la   misma   enzima   y   en   igual   cantidad.      La   enzima   proven±a   de

la   etapa   de   Sephadex   G-loo    (m6toc]o   2;    act.    esp.    3   U/mg   de

prote±na).      La   actividad   enzimatica   se   determin6   a   pH   8,   me
diante   el   ensayo   la    (glucosa)    o   el   ensayo   lb   (fructosa).    La

concentraci6n   de   EDTA   era   0,I   mM   y    la   de   Mgc12    de    I   mM   en

exceso   sobre   la   de   ATP.
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Se  puede    comparar  en  forma   aproximada  la   especif icidad

relativa   de  la   glucoquinasa  con  los   diferentes   sustratos

glucidicos   (Hex)   respecto  a  la  glucosa,   sobre   la  base   del

cuociente    (vHex/  VGLC ) /  ( Kg:;/K8.i; ) .  Como se resume a continua-

ci6n,  el sustrato  mss efectivo es  glucosa  y  el  memos fructosa,

no  obstante   la  mayor  velocidad  maxima  re|ativa   (vHex/VGIC )

con  este  altim`o.

Sustrato

Glucosa

Manosa

vHex                 vHex   K8:;

vGlc vGlc   Kg:;

2 -desexiglucosa            2 2

Fructosa                         3 2 5
174

Fructo furanos a             6 5
35

1

0,9

0,7

2,6
2,6

2,6
2'6

1

0'56

0,16

0'04
0,08

0'20
0'37

Los  valores  de  Ko.5  y   los  Valores   relativos  de  Vmax   utili

zados   para  esta   comparaci6n,   son   los   obtenidos   a  pH   8,0.

Si   se   considera  que  finicamente   la  forma  furanosa  de   la

fructosa  es  sustrato  de   las  hexoquinasas,   y  que  esta  forma

constituye  solo  alrededor  de  un  20%  de  la  concentraci6n  to-

tal   de   hexosa   a   30°   y   a   pH   8,0    (Slein   et   aJ.,1950)  ,   la   K
in

para  el  sustrato  fructofuranosa  serla  alrededor  de  un  quinto

del   valor  de  Kin  obtenido  experimentalmente.     De  esta  manera,
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el  valor  de  Kin  aparente  de   325  mM,   correspondiente   al  proms.

dio  de   determinaciones  hechas   con  ATP  5  mM,   se   reduce   a  65

mM  y,   el   de   Kin  verdadera  de   174  mM,   obtenido  en  el  experime±

to  de   la  figura  12,   a   35  mM.     Con  estos  valores  corregidos,

la  especificidad  relativa  con  fructosa  serla  semejante  o  m±

yor  que  la  con  2-desoxiglucosa.

Hay  que  destacar  sin  embargo,   que  la  comparaci6n  realiz±

da  es  estrictamente  valida  s6lo  en  sistemas  con  cin6tica  mi

chaeliana   (nH=   1)      o  que   al  memos  presenten  el  mismo  grado

de  cooperatividad  con  todos  sus  sustratos,  que  no  es  la  si-

tuaci6n  de  la  glucoquinasa.
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e)    Conducta   cin'etica   de   la   glucoquinasa   con   MgATP.

En  las  reacciones  enzim6ticas  de  dos  sustratos,   cabe  hacer

la  pregunta  si  la  conducta  cin€tica  de  la  enzima  es  igual  con

ambos.     En  muchos  casos  existen  diferencias.     ASI,   entre     las

enzimas  fosforilantes  de  glucosa,   se  observa  que  la  hexoquina

sa  C  presenta  una  inhibici6n  por  exceso  de  glucosa,  pero  no

por   exceso  de  MgATP   (Ureta,   1976) ,   y  que   la  hexoquinasa  L[   de

trigo  exhibe  una  cooperatividad  cin€tica  negativa  respecto    a

glucosa,   pero  conducta  michaeliana  con  MgATP   (Meunier   et   a2. ,

1974).     En  glucoquinasa  tambi€n  existen  diferencias.

Estudios  previos  hablan  indicado  que  la  glucoquinasa  pre-

senta  una  cin€tica  michaeliana  con  MgATP   (Parry  y  Walker,

1966;    1967;   Gonzalez   et   al.,1967).      Mss   aan,   en   los   trabajos

de  Parry  y  Walker   (1967)   y  en   los   de   Gonzalez  et   a2.     (1967)  ,

en  que  hay  indicios  de  una  posible  desviaci6n  de  la  cinetica

clasica  con  glucosa,   la  funci6n  de  saturaci6n  con  ATP,   estu-

diada  entre  0,2  y  5  mM  es  claramente  hiperb6lica.     Sin  embar

go,   como  en  esos  trabajos  atin  no  se  detectaba  la  cin6tica

cooperativa  con  glucosa,  pareci6  conveniente  estudiar  nueva-

mente   la  funci6n  de  saturaci6n  cor.  MgATP.     La  figura  14  ilus

tra  los  resultados  obtenidos  a  dos  concentraciones  fi].as  de

glucosa,   6  y  100  mM.     En  estos   estudios,   como  en  todos   aque-

llos  en  los  cuales  se  vari6  la  concentraci6n  de  ATP,  se  hicie

ron  algunas  modificaciones  al  sistema  de  ensayo.     ASI,   se  us6
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2345

FATP].mM

012345

FATPJ,mM

Figulta   14.      Func.16n   de   ba±uitaci6n   de   ka   geuc.oqui,naba   con   MgATP.

La   glucoquinasa,   proveniente   de   la   etapa   de   purificaci6n   de

Sephadex   G-100    (matodo   2,    act.    esp.    4,0   U/mg   de   protelna),    se

ensay6   a   dif erentes   concentraciones   de   ATP   en   presencia   de

91ucosa   6   mM    (a)    6100   mM    (b).       La    actividad   enzimatica   se   de

termin6   a   pH   8,0   mediante   el   ensago   la.      La   mezcla   de   reacci6n

dif er±a   de   la   habitual   en   la   concentraci6n   de   alguno8   componen

tes,    como   se   coment6   en   el   texto,   y   contenfa   en   un   volumen   de

0,5    ml:    amortiguador    Tris-HC180   mM;    KC1100   mM;    EDTA    0,I    mM;

DTT    2,5   mM;    NADP    1   mM;    glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa   0,60

U/ml;    Mgc12   en   concentraci6n   de    1   mM   en   exceso   sobre   la   con-

centraci6n   de   ATP;    ATP    (0,025    a   5   mM);    gluco§a    (6    6100   mM)    y

glucoquinasa    (4   a   10,5   mu).      I.a   reacci6n   se   inici6   con   la   adi
ci6n   de   la   glucoquinasa.      Log   parametros   cin€ticos   obtenidos

a   partir   de   un   grafico   de   Hill,   confeccionado   con   el   valor   de
Vmax   obtenida   Con   la   funci6n   de   Eadie-Hofstee,   fueron   los   si-

guientes :

a)    CIC    6    mM.        Vmax    =    7,8    mu;    Ko.5      =    0073    mM;    nH    =    I,00

b)    GIC     loo    mM.        Vmax    =    12i6    mu;    Ko.5      =     lioo    mM;    nH    =    0,95
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una  concentraci6n  de  Mgc12   igual   a   1,0  mM  en  exceso  sobre   la

concentraci6n  de  ATP,   y   la  concentraci6n  de  EDTA  se  redujo  a

0,1  mM.  ,   En  estas   condiciones  y  a  pH  8,0   la  concentraci6n  de

MgATP  en  la  mezcla  de  reacci6n  es  alta  y  constituye  una  pro-

porci6n  casi  constante   (86%)   de   la  concentraci6n  total  de

ATP   (Storer  y  Cornish-Bowden,   1976a) .     Debido  a  esta  alta  prg

porci6n,  para  la  confecci6n  de  los  graficos  y  para  los  c6lcu-

los  se  consider6  simplemente  la  concentraci6n  total  de  ATP.

La  glucoquinasa  present6  una  cinetica  michaeliana  con

MgATP,   como  se  aprecia  en  la  figura  14.     En  efecto  los  grafi-

cos  de  Eadie-Hosftee  insertos  son  lineales,   a  diferencia    de

lo  que  ocurre  con  glucosa   (Fig.   5) .     Estos  resultados  son  si-

milares   a   los     obtenidos  por  Storer  y  Cornish-Bowden   (1976b).

La   Kin  aparente   para  ATP   de   1,0  mM   (con   glucosa   100   mM)     (Fig.

14b)   es   igual  a  la  descrita  por  Parry  y  Walker   (1967)  ,     pero

ligeramente  superior  a  las  obtenidas  por  Gonzalez  et  al.

(1967)   y  por   Storer  y  Cornish-Bowden   (1976b)  ,   que   fueron   0,73

y   0,64  mM   (MgATP   0,55  mM)   respectivamente.      Un   hecho   intere-

sante  es  que  en  todos  los  estudios  realizados,   incluyendo  los

nuestros,   las  rectas  obtenidas  a  diferentes  concentraciones

de  glucosa  en  un  grafico  de  dobles  recfprocos,   se  intersectan

en  el  cuadrante  izquierdo  inferior'o  en  el  eje  de  la  abscisa.

Atin  en  este  dltimo  caso,   al  examinar  los  graficos  publicados,

se  observa  una  tendencia  a  una  menor  Kin  aparente  a
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concentraciones  mss  ba].as  de  glucosa.     Una  situaci6n  diferen

te,   en  cambio,   se  observa  al  usar  fructosa  o  2-desoxiglucosa

como  sustratos  glucfdicos.     En  efecto,   la  Kin  aparente    para

ATP  disminuye  al  incrementarse  la  concentraci6n  de  la  fruc-

tosa   (datos  de  la  figura  11)   o  de  la  2-desoxiglucosa   (Nieme-

yer  et   al. ,1978;   Monasterio,1980)   y,  en  un  grsfico  de  do-

bles  recfprocos, se  obtiene  un  conjunto  de  rectas  que  se  in-

tersectan  en  el  cuadrante  izquierdo  superior.     Otra  enzima

en  la  cual  ocurre  una  variaci6n  en  el  lugar  de  intersecci6n

de  las  rectas  de  un  grafico  de  dobles  recfprocos  al  cambiar

el  sustrato  fijo,es  la  hexoquin.asa  de  cerebro.     En  efecto,

al  hacer  estudios  de  velocidad  inicial  con  ATP  como  sustra-

to  variable  y  distintas  concentraciones  fijas  de  glucosa,

se  tiene  un  conjunto  de  rectas  aparentemente  paralelas  que

se  cortarfan  muy  lejos  en  el  cuadrante  izquierdo  inferior,

aparentando  un  mecanismo  de  tipo  ping-pong   (Frorm  y  Zewe,

1962;   Copley  y  Frorm,1967).     En  cambio,   al  usar  fructosa

como  sustrato  fi].o  se  tienen  rectas  que  se  intersectan    en

el  eje  de  la  abscisa   (dato  de  la  figura  1  en  Frorm  y  Ning,

1968) .     En  un  mecanismo  en  secuencia,   el  que  las  rectas   se

intersecten  por  encima  o  por  deba].o  del  eje  depende  del  va

lor  relativo  de   los  parametros  K±a   y  Ka  de  la  ecuaci6n   (9) .

En  la  fosforilaci6n  de  fructosa  y  de  2-desoxiglncosa  por

glucoquinasa,   la  intersecci6n  ocurre  en  el  cuadrante  supe-

rior  y  K±a   Serfa  mayor  que  Ka.     Podrfa  suponerse  que  en  el
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caso  de  la  glucosa,   esta  relaci6n  se  invierte.     Hay  que  re

cordar,   sin  embargo,   que  la  ecuaci6n   (9)   no  da  cuenta  del

mecanismo  cin€tico  de  la  fosforilaci6n  de  la  glucosa   (ver

Discusl6n) ,   pues  existe  un  efecto  cooperativo  de  este  sus-

trato.     Esto  hace  que  no  puedan  usarse  los  graficos  secun-

darios  habituales  en  estudios  cin6ticos  para  determinar  con

precisi6n  el  valor  de  Kin  para  ATP.



2.    EFECT0    DE    LAS    CONDICI`ONES    GENERAI.ES    DEL    ENSAYO    SOBRE    I,A

C00PERATIVIDAD    CINETICA    CON    GI.UCOSA

En  una  primera  etapa  se  exploraron  algunas  condiciones

basicas    del    ensayo     (pH,    fuerza     i6nica,     protecci6n

de     tioles,     concentraci6n   de   enzima)      que  pudieran  modifi

car  el  grado  de  cooperati`vidad,   como  ocurre  con  otras  enzi-

mas   (Stadtman,1970;   Atklns`on,1970).     Es+o  parecfa   importan

te   pues,   fuera  de  aportar  antecedentes  para  la  interpreta-

ci6n  del  tipo  de  cin€tica  operante,   permitir±a  disponer  de

condiciones  mss  adecuadas  para  futuros  experimentos  sobre  el

efecto  posible  de  metabolitos`  en  la  conducta  cin€tica  de  la

enzima.

a)    Ef ecto   de   la   variaci:'on   del   pH

Primeramente  se  estudi6  la  variac±6n  de  la  activldad  de

la  enzima  auxiliar  glucosa-6-fos`fato-des`hidrogenasa  al  modi-`

f icar  el  pH  de  ensayo.     Aunque  existfan  estudios  acerca  del

efecto  del  pH  sobre  la  enzima  obtenida  de  diversas  fuentes`,

era  importante  determinarlo  en  las  condiciones  de  ensayo  de

la  glucoquinasa  y  en  el  tipo  de  glucosa-6-fosfato-deshidrogf

nasa  usado  en  el  ensayo  como  enzi`ma  aux±l±ar.     La  figura 15

ilustra.  un  experimento  en  que  se  utilizaron  Mes  y  Tris-.     Aun

que  no  se  hizo  un  analisi`s  m±nucios`o,   el  pH  6ptimo  parece

91
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Figuta  15.      E6Q,cto   dQk  pH  bobnQ,  ha  a.cti,vi,dad  dQ.  2n  gkuc.oba-6-&ob6ato-dQb-

hidrcige"c{4ct.      Se  us6  enzima  comercial  de  t6rula   (Boehringer) ,   en  suspen-

si6n  en  sulfato   de  amonio.      EI  NADPH2   formado  se  determin6  en  un  medio

que   contenia:   mezclas   amortiguadoras,   EDTA,   KC1,  Mgc12   y  NADP  en  las  mi§
mas   concencraciones   finales  del  ensago  la;   glucosa-6-P   1  ]IM  y  glucosa-
-6-fosfato-deshidrogenasa.   La  reacci6n  se  iniciaba  adicionando  la  enzima

despu€s   de  preincubar  la  mezcla  de  reacci6n  por  3  min  a  30°.

(O)Mes;      (I)   Tris-HC1.
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estar  alrededor  de  9,0.     La  forma  de  la  curva  es  cualitativa

mente  similar  a  las  descritas  en  la  literatura  para  glucosa-

6-fosfato  deshidrogenas`a  de  algunas  fuentes     (Smith  y

Holdridge,1967;   Eastman,1968;   Broyles`  y   Stri.tt'matter,1977;

Farnararo etal.,1978)  .      Es`tos`  estudios  permitieron  elegir  una

actividad  adecuada  de,  glucos.a-6-fosf ato-deshidrogenasa  en  los

estudios.  sobre  la  variaci6n  de  la  acti`vidad  glucoquinasica  en

funci6n  del  pH.

Un  aspecto  importante  de  consl`derar  al  estudiar  el  efec-

to  del  pH  sobre  los  par.ametros  ci`n€ticos  de  la  glucoquinasa,

fue   la  acci`6n  sobre   la  estab±1i.dad  de  la  enzima.     Asi,   en  al-

gunas  preparaciones  provenientes  de  Sephadex  G-100   se  obser-

v6  una  inactivaci6n  de  la  enzima  dur.ante  el  ensayo  a  pH  8,5

cuando   las  concentraci`one.s  de  glucosa  eran  menores  que  el

Ko . 5 . Esta  inactivaci`6n  se  manj.festaba  a  los  6  min  de  ensa-

yo  aproximadamente  y  se  pod±a  revertir  con  DTT,   afiadido  a

una  concentraci6n  final  de  10  mM   (Fig.   16)  .     La  presencia  de

DTT   (10  mM)   en  el  medio  de  ens`ayo  evi`taba   la  inactivaci6n,

la  que  no  se  p±oducfa  al  memos  hasta  25  min  de   lectura

(Fig.1'6).      En   el    experimento     que    se    ilustra    en

la         figura  18,   la   enzima   se  preincub6  con  DTT   10  mM  y     se

trabaj6  con  una  concentraci`6n  de  DTT  de   1  mM  en  el  ensayo,

en  wlez  de   0,1  mM  us.ado  en   los  experimentos  de   la  figura  17,
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Fi,guha    16.       CUR.vab    de.    pn.oghe.bo    a   pH    8,5    dQ.   &a   itQ,a.cci6yL   de    6ob_

6ohi,Lac.i,6n   de   ka   9kuc.cl^a.   poll   ka   gkuc.clquina.ba.       E6Q,c.±o    dQ.      OTT.

La   glucoquinasa   provenla   de   la   etapa   de   Sephadex    (m€toc!o   I).

La   actividad   f osf orilante   de   glucosa   se   determin6   a   una   con-

centraci6n   de   3   y    6   mM,    a   pH   8,5,   mediante   el   ensago   la      con

DTT    10,i   mM   o    0,1    mM    (solo    el    que    aporte    la    enzima).       Log    gra

f icos   corresponden   al   registro   simult6neo   en   el   inscriptor   de
lag    cuatro   cubetas   a),    b),    c)    y   d).       En   este   experimento   no

hay   registro   antes   de   los   tres   primeros   minutos,   pero   lo   habi
tual   era   empezar   a   registrar    al   minuto.
a)    Glc    3    mM,    DTT    10,1    mM.        Blanco    sin    ATP

b)    GIG    3   mM,    DTT    0,i   mM.       La   flecha   indica  el   momento   de    la   adi-

ci6n   de    10   ul   de   DTT   500   mM    (concentraci6n   final    10,1   mM)

c)     Glc     3    mM,     DTT    10,i    mM

d)     Glc    6    mM,     DTT    0,1    mM
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en   los   cuales,  sin  embargo,   no  se  observ6   inactivaci6n.     Como

ya  se  coment6,   en  algunas  preparaciones  provenientes  de     hi-

droxilapati`ta  ocurrla,   aan  a  pH  7,5,   una   inact±vaci6n, tambi6n

revertida  por  DTT.

El  efecto  desestabilizador  del  pH  por  encima  de  7,5   so-

bre  la  glucoquinasa  podria  deberse  a  que  se  favorecerla    la

oxidaci6n   de   grupos    tioles,    lo   que   produciria  una   disminu-

ci6nde  la  actividad  enzimati.ca.     La  enzima  inactiva  podrfa

recuperar   su  conformaci`6n  nati.va  por  reducci6n, media.nte   DTT,

de   los  puentes  disalfuros   forma.dos.     Esto  concuerda  con   ob-

servaciones  realizadas  en  el  la.boratorio  sobre  el  envejeci-

miento  de  preparaciones  de. glucoquinasa,   las  cuales  experi-

mentan  una   inactivaci`6n  que  esp  precedi`da Por la  p€rdida  de

la  reactividad  con  ditio-bis-dinitrobenzoato   (DTNB) ,   siendo

ambos   fen6menos   recuperables   por   DTT.      La  enzima   envejecida

conserva   su  cin6tica  sigm.oidea   (Heberlein   et   al.,1979)  .

Por  otra  parte,   una  ligera  inactivaci6n  de  la  enzima

ocurre  durante  el  ensayo  a  pH  acidos.     Esta  inactivaci6n  es

mayor   en  presencia  de  baijas  concentraciones  de  glucosa  y  p±

rece   ser  mss   susceptible  la  enzima  con  mayor  grado  de  purl-

ficaci6n.     Asl,   se  apreci`a  inactivaci`6n  de   la  enzima  prove-

niente  de  hidroxilapatita,   despu6s  de  12   a  16  mln  de  ensayo

con  glucosa   2  mM   a   pH   6,05   o  menor.     A  pH   5,5   la   inactivaci6n

es   observable   a6n   con  glucosa   100  mM.     Hay  que  destacar  que
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esta  desestabilizaci6n  de  la  enzima  durante  su  medici6n  no

fue  lmpedida  por  la  presencia  de  DTT  4  mM,   lo  que  sugiere  la

operaci6n  de  un  mecanismo  de  ±`nactiivaci6n  diferente  al  que

actda  a  pH  alcalino.

rnicialme.nte  se  explor6  el  efecto  del  pH  s`obre  la  gluco

quinasa   solo  a  dos   concentraciones  de  glucosa,   2  mM  y  100  mM

(`Fig.    17)  .     Los   resultados   obteni`dos   a   100  mM  glucosa  con-

cuerdan  en  general  con   los  de  Gonzalez   et   al.    (1967)  ,   usando

Tris-maleato  y  Tris-gli``cina,   quie.nes`  encontraron  la  maxima

actividad  entre  pH  8,0  y  9,0.     Difi`eren  de  los  descritos  por

Salas.  et   aJ.      (1965).   en  glucoqui`nasa  de  conejo  y  por  Parry  y

Walker   (1966)   en  glucoqui`nasa  de  rata,   qui`enes   encontraron

una  actividad  maxima  entre  7,7  y  8,0,usando  imidazol,   glici-

na  y  glicilglicina.     Puede  observars`e  en  la  figura  17   que  no

hay  superpos.ici6n  de  am,bas.  curvas,   a   2  y  100  mM,   lo  que  esta

rfa  indicando  que  no  s6lo  varfa  la  acti`v±dad  catalft±ca  de  la

enzima,   s.ino  tambi6n  podrfan  modi`ficarse  otros  parametros  ci

n€ticos.,   como  el  Ko.5     y  el  nH.     Se  estudi6  por  esto,   el  efef

to  que  tendrla  el  pH  sobre  la  funci6n  de  saturaci6n  de  la  g1¥

coquinasa.     La.  figura   18  ilustra  los  resultados  obtenidos  a

tres  diferentes  pH   (.6,6;   7,5;   8,5),destacandose  que,   no  obs-

tante   la  Variaci`6n  en  Vma.x     y  en  Ko.5   el  nH  no  Varfa  Signif±

ca,t.ivamente.  No  es  rara  entonces,  la  observaci6n de  que en  ex-

tractos de hepatocitos aislados,  la sigmoidicidad de la  funci6n
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Fj,gu)La.17.      E&Q.cto   dek  pH  Aobn:a.  2n  acti:vAda.d  dQ.  ha  g2,LLc.oqLLiyLascL.     se us'o

rna  enzima  proveniente  de  la  etapa  de  purif icaci6n  de  hidroxilapatita

(m€t:odo  I).   Se  midi6  el  glucosa-6-P  formado   /ensago  la/   con  una  concen-
traci6n  de  DTT  de  0,1  nM.     Las  cantidades  de  glucosa-6-fosfato-deshi-

drogenasa  ,se  ajustaban  de  modo  de  compensar  el  efecto  del  pH  sobre  esta

enzima.     Simbolos  vacios   (0, I)   glucosa  loo  ltM;   simbolos  llenos   (®  , EE)

91ucosa  2  IrM.   Tris-HC1   (I ,EE);   Mes  (0, ®).     Se  asign6  el  valor  rela-
tivo  de  i,0  a  la  actividad  obtenida  a  pH  8,5.
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FLguna.18.        Gn.d6ic.ob    dQ.   HALL   dQ.   &a    6uy[c.idyl   dQ.   ba.Luna.ci6yL   dQ.

£cL   g£LLc.oquL{mci6ci    c.o"   gfuLc.o6ci   ct   d{6etre.nte6    pH.        Se    us6    gluco-

quinasa   proveniente   de   la   etapa   de   Sephadex   G-loo,    la   que   ha
bia    sido   preincubada   por    30   min   con   DTT    10   mM   a    30°.       La    ac-

tividad   se   midi6   a   trav€s   de   la   formaci6n   de   glucosa-6-P,

usando   una   mezcla   de   reacci6n   que   contenia,    en   un   volumen   fi

nal    de    0,5   ml:    amortiguador    loo   mM;    KC1150    mM;    EDTA    I,0   mM;

Mgc1212   mM;    NADP    0,5   mM;    glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa

(cantidad   variable   segdn   el   pH);    ATP    5,0   mM;    0,05   ml   de   glu-

coquinasa   y   concentraciones   variables   de   glucosa    (1   a   200   mM).

Pipes    pH   6,6    (®);    Tris   pH   7,5    (a);    Tris    pH   8,5    (0).       El

graf ico   inserto   muestra   los   valores   de   velocidad   obtenidos   a
los   dif erentes   pH   usando   una   concentraci6n   de   glucosa   de

loo   mM.       Los   parametros   cin6ticos   se   determinaron   mediante   un

programa   de   ajuste   por   m±nimos   cuadrados   de   la   funci6n   direc-
ta    (u   =   Vsn   /    (K   +   Sn))  en   un   microcomputador   Altair   y   f ueron

los   siguientes:

(®)     pH    6,6:    V    =    2,76    nmol/min;    Ko.5     =    17,9    mM;    nH    =    I,46

(a)    pH    7,5:    V   =    5,23    nmol/min;    Ko.5     =    7,9   mM;    nH   =    I,45

(o)    pH    8,5:    V    =    6,38    nmol/min;    Ko.5      =    6,4    mM;    nH    =    1,51
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de  saturaci6n  no  cambia  entre  pH   7,3  y  7,5   (Bontemps   et   al.,

1978)  .

La  f igura  19  muestra  comparativamente  los  resultados  ob

tenidos  en  varios  experimentos`,   usando  diferentes  amortigua-

dores.   En  un  amplio  rango  de  pH  no  hubo  un  efecto  apreciable

sobre  el  grado  de  sigmoidicidad  estimado   a   trav€s  del   coe-

ficiente  de  Hill,   que   no   vari6.   significativainente

(nH   =   i,47   ±   0,09)  .      En   Cambio   S£   Se   afecta   el   Ko.5,   el   cual

aumenta  notoriamente  a   los  pH  menores  que   7,0.     No  se  obser-

varon  diferencias  de  Ko.5     ni  de  nH  entre  los  ensayos  con  di

versas.  concentracione`s  de  DTT.     Esto  ocurre  porque,   aunque

hubiera  cierto  grado  de  inactivaci`6n  durante  el  ensayo  a  ba-

ja  concentraci6n  de  DTT   (`0,1  mM)_,   para   la  estimaci6n  de   la

actividad  se  consideraban  solo  los.  minutos`  inici`ales,   donde

la  eventual  inactivac±6n  era  inde.tectable.

La  variaci6n  del  Ko.5  en  funci`6n  del  pH  sugi`ere  que  un

grupo  acido  de  un  pK  aproxi`mado  de  7,   que  podrfa   ser  el  imi

dazolio  de  la  histidina,   estarfa  implicado  en  la  uni6n  de  glu

cosa.     En  efecto,   al  hacer  un  grafico  de  D±xon   (pKo.5     en

funci6n  del   pH)    (.Dixon  y  Webb,   1964)  ,   aparece  un  grupo  de  pK

alrededor  de  7     en  el  complejo  enzima-glucosa.

El  efecto  del  pH   sobre  el  Ko.5  explica  par  qu€  no  se  S±

perponen  las  dos  curvas`  de  la  fi``gura  17,   pues`,   aparte  del

efecto  sobre  la  actividad  catalfti`ca  de  la  glucoquinasa,   hay
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Figuna   19.      RQ,6uri'ie.yL  de.  Lob   a.6Q.ctob   dek  pH  bobhQ.  Lob   prndmQMob   ckyL61Ac.ob

cfe  ffl  gfucclqulJlfl6CL  C.o"  gftlc.06ct.      Se  muestran  resultados  obtenidos  en  dis-

tintos  experimentos  sinilares  al  descrito  en  la  figura  18,  usando  diferen
tes  amortiguadores,   diversas  preparaciones  enzimaticas  obtenidas  por  el
rnetodol  (GK),   en  presencia  de  distintas   concentraciones  de  DTT.     En  todos

estos  casos  se  midi6  el  pH  de  las  mezclas  de  ensayo  una  vez  f inalizado  6s
te,  y  se  encontr6  que  correspondia  al  pH  del  amortiguador  usado.     Cada  s'm

bolo  indica  un  mismo  experimento.     La  franja  gris  en  el  gfafico  de  la  dere

cha,   indica  el  intervalo  entre  una  desviaci6n  estandar   (s)   por  encima  y
otra  por  debajo  del  promedio  de  log  valores  de  nH.

S  =   (     Z  (xj-;)2/N)I/2

(A)   Mes-Tris:   pH   5,75;   6,05;   6,3.   DTT   4  mM.   GK   (hidroxilapatita).

(I)   Mes:   pH   6,05;   Tris   pH   8,5.   DTT  0,I  mM.   GK   (hidroxilapatita)

(.)   Mes:   pH   6,05.   DTT   4  mM.    GK   (Sephadex)

(0)   Pipes:   pH   6,6.   Tris:   pH   7,5;   8,5.   DTT   1   mM.    GK   (Sephadex)

(0)   Pipes:   pH   6,6.   Tris:   pH   7,5;   8,5.   DTT   1   mM.    GK   (Sephadex)
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un  efecto  sobre  la  afinidad  de  la  enzima  por  glucosa.     El  au

mento  del  Ko.5  por  disminuci6n  del  pH  afecta  especialmente  la

velocidad  a  las  concentraciones  ba].as  del  sustrato,  por  lo

cual  la  disminuci6n  de  la  activj.dad  a  pH  5cido  es  proporcio-

nalmente  may\or   con   glucosa   2  mM  que   con   glucosa   100  mM.      Se

sumarian  dos  efectos:  menor  actividad  catalltica  y  menor  pro

porci6n  relativa  del  complejo  enzima-glucosa.

La  constancia  de  la  sign.oi.di\ci.dad  de   la  glucoquinasa

contrasta  con  la  sensibili`dad  mos`trada  por  ` otras    enzimas,

que  varlan  grandemente  su  conducta  cin6tica  en  funci6n  del

pH.     Estudios  realizados  con  fosfofructoquinasa  de  variadas

fuentes  muestran  que  la  cin€ti`ca  tiende  a  hacerse  h±perb6li-

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

et  al. ,1973)  .  As£,   a  pH   8,2   la   enzima  de   coraz6n  de   oveja   es

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

embargo,   a  pH  6,9   la  enzima  muestra  cin€ti`ca  sigmoidea  para

fructosa-6-P  y  se  hace  sensible  a  la  inhibi`ci6n  por  ATP

(Mansour  y  Ahlfors,1968)  .     A.la   lnversa,   a  pH  menores   que

7,0  la  piruvato-quinasa  L  presenta  una  cinetica  michaeliana

con  respecto  a  P-enolplruvato  y  no  puede  ser  actlvada  por

fructosadifosfato.     En  cambio,   a  pH  mayores  que   7,2  muestra

una  dependencia  sigmoidea  de.  Ia  concentraci6n  de  P-enolpiru

va.to  ¥  e.s  activada  por  fructosadi`fos`fato,   aumentando  el  efec

to  homotr6pico  del  sustrato  al  i`ncrementarse  el  pH   (.Rozengurt
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et   al. ,1969) .     Estas.  dos.  enzimas`  son  oli`g6meros,  y  el  efecto

del  pH  se  ha  lnterpretado  sobre  la  bas`e  del  modelo  de  Monod

et  al.      (1965) ,   postul6ndose  un  des.plazamiento  en  el  equili-

brio  de   los  conf6rmeros,   que  pos`eerfan  diferente  afinidad  por

los   sus`tratos`  y  por  log  modifi``cadores  alost€ricos   (ver  .I)Iscu-

•jl6j3)  .

Por  otra  parte,   la  ri`bonucleasa  pancreatica  de  bovino  es

una  enzima  monom€rica  y  mues,`tra  s`igmoldicidad  a  pH  sobre   6,6

con  algunos  sustratos.  sint€ti`cos.     As`£,   con  uridilil-3,1-o-

naftaleno-5-ol  no  presenta  cooperatividad  a  pH  5,6,  mientras

que  a  pH  6,6  o  s.uperior  hay  una,  cooperativldad  cin€ti.ca  mar-

cada.     Se  postula  para  esta`  enzima  un  equ±li`bri`o  entre  dos

estados  conformacionales  con  diferente  actividad,. el  cual  se

desplaza  hacia  la  forma,  memos:  activa  al  aunentar  el  pH.

La  glucoquinasa  es   tambi6n  una  enzima  monom6rica   (ver

mss  adelante) ,   y  para  explicar  la  cin6tica  sigmoidea  hemos

postulado  la  existencia  de  al  menos  dos  conformaciones    con

diversa  afinidad  por  glucosa   (Cardenas,1978;   Cardenas   et  al.,

1979;   Olavarrfa   et  al.,1979).    Debe   concluirse,   en   consecuen-

cia,   que  las  variaciones  de  pH  no  alterarlan  demododiferente

la  afinidad  por  glucosa  de  ambas  formas,   ni  el  equilibrio  en-

tre  ellas,  en  contraste  con  lo  que  ocurrirla en la ribonucleasa.
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b)     Efecto  de  la  concentrac:icfn  de  K+   g  de  Na+

Los cationes  monovalentes son  activadores  de varias  clases

de reacciones enzimaticas,  incluyendo  reacciones de transferen-

cia  de  grupos   fosforilos  (Evans y  Sorger,1966) .   La  activaci6n

podrfa  ocurrir  a  trav6s de una  transici6n conformacional de la
enzima inducida  o  estabilizada  por el cati6n  (Kachmar y  Boyer,

1953;  Evans   y  Sorger,1966;  Sapicoy  Anderson,1970)  .   Tambi6n

pueden  actuar como  inhibidores.   En efecto,  se ha  mostrado  que

el  K+  es un inhibidor potente de las hexoquinasas de rata  y  de

Guy.   As£,  a  concentraciones de  K+  relativamente  bajas  (<0,25M)

inhiben signif icativamente  ( 25  a  50 %) a las hexoquinasas de hfga-

do,   rifi6n  y  mtisculo  esquel6tico  (Weiseret  aJtry 1971) .  Estos mis-

mos  autores encuentran en  cambio,  una muy  leve inhibici6n de la

glucoquinasa  ( < 10 %)  con  concentraciones de Kcl de hasta   0,5 M.

EI K+  ha  sido  descrito  como  un  agente  estabilizador  de  la

glucoquinasa  (Salas  et  az.,1965;  Parry   y  Walker,1966;  Gonzalez

et  al . ,1967;  Pilkis,1972;  Grossman  et  al. ,1974;Maccioni y Babul,

1974;  Holroyde  et  al.,1976).   Por  otra  parte,   Pilkis  (1972)  en-

contr6  una  considerable  variaci6n  en  el peso  molecular aparem

te de la  glucoquinasa,  de 48.000   a   65.000,  al hacer experimentos

de filtraci6nen  Sephadex  G-100  enpresencia  y  ausencia   de

Kcl   150  mM,   respectivamente

Estos resultados sugieren que la  glucoquinasa  puede existir

en diversas conformaciones,  de  acuerdo  con la  concentraci6n  de
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K+  o  de la  fuerza  i6nica,  las cuales tendrfan diferente  radio

de  Stokes  y  diferente  estabilidad.   Dado  que estas distintas

conformaciones  podrfan diferir en sus propiedades cin€ticas,  co-

mo  ocurre  con  fructosa-1-fosfato-quinasa  (Sapico y  Anderson,

1970)   y  fructosa-1,6-difosfatasa  (HubertetaJ.,1970),  pareci6

conveniente investigar si las variaciones en la  concentraci6n de

K+  afectaban la  cin6tica  de la  glucoquinasa.   La  figura  20a

muestra  un experimento  en el cual se trat6  de pesquisar  alguna

diferencia  en el efecto  del i6n potasio  sobre la actividad  de la

glucoquinasa  medida  a  dos concentraciones de  glucosa.   Seeligi6

una   concentraci6n saturante  (100mM)  y  otra  ba].o   el   Ko.5   (3  ITM)

y  se  estudi6  el  efecto  de  concentraciones  crecientes  de  K+ so-

bre la velocidad.   El medio  de ensayo  contenfa  una  concentraci6n

basal de  K+  de   15   o  30 mE  y  el   aumento  de  concentraci6n se con-

seguia  por  adici6n  de  Kcl.   Puede  observarse  que  mientras  con

glucosa  100 "  hay una  franca  disminuci6n de la  actividad  enzi-

matica  al  aumentar la  concentraci6n  de  K+,  con  glucosa  3 mM,  en

cambio,   la  velocidad  casi  no  var±a.   A6n  mss,  al no  afiadir  DTT

al  medio  de ensayo  (tenfa  solo  lo  que  aportaba  la  enzima) ,   se

observ6  una  pequefia  activaci6n  (15%)  con  K+  a  concentraci6n

baja  de  glucosa,  lo  que  no  ocurri6   a  glucosa   100mM.

Se  quiso  estudiar si este  fen6meno  ocurrfa  tambi€n  al  sus-

tituir  K+  por  Na+.   La  figura  20 b ilustra  que  al  aumentar  la

concentraci6n  de  Na+  hay  una  inhibici6n  al usarglucosa  100 "

y,   en  cambio,  hay  mss bienuna  estimulaci6n  a  glucosa   3mM,   a

semejanza  de   lo  que   sucede  con  K+.
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200             400
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0               200             400

[Na+],  mE

Fi.guita   20.       E6e,c.±cldeA   K+    y   de,A   Na+    bobhe   ka   ac±lvida.d   de   La

gfuLcoqu{maL6Cl.       La    glucoquinasa    (17    mu),    proveniente    de    Sepha

dex   G-loo    (matodo   I;    act.    esp.    2,9   U/mg   protelna),    se   ensay6

a   dos   concentraciones   de   glucosa   en   presencia   de   diferentes

concentraciones   de   K+    (a)    y   de   Na+(b).      La   actividad   fosfori

lance   de   glucosa   se   determin6   midiendo   la   producci6n   del   g1±

cosa-6-P    (et]sago   la)    a   pH   7,5.

a)    En   el   medio   de   ensayo   existia   una   concentraci6n   de   Na+   de

10   mE   y   la   fuerza   i6nica   vari6   entre   112   mM   a   concentraci6n

de   K+   de    0   mE   y    543   mM   a   concentraci6n   de   K+   de    431   mE.

b)    En   el   medio   de   ensayo   exist±a   una   concentraci6n   de   K+   de

41   mE.       La   fuerza   i6nica   en   ausencia   de   Na+   era   de    143   mM   y

aumentaba   hasta   543   mM   en   presencia   de   Nacl   400   mM.

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

(.)    Glucosa    3    mM;    DTT    0,1    mM

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

(-)    Glucosa    loo   mM;    DTT    0,1    mM
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El hallazgo  de  que tanto  el efecto  del K+  como  el del  Na+

sobre la  velocidad dependfa  de la  concentraci6n de  la  glucosa,

sugiri6  la  existencia  de un cambio  en log parametros cin€ticos

de  la  glucoquinasa,  inducido  especificamente por potasio y  sedio

o  simplementeporel  aunento  de la  fuerza  i6nica.   Se  estudi6

por esto el efecto  de  concentraciones crecientes de  K+  Y  de  Na+

sobre la  funci6n de  saturaci6n de la  enzima,  encontrandose  que

el incremento  en las  concentraciones  de  estos iones no  modi.fi-

caba  el coeficiente  de  Hill, no  obstante la  disminuci6n  en  el

Ko.5   y   en   la   Vmax  (Csrdenas,1978;  C6rdenas   et  az.,1979)  .

La  figura  21  muestra los resultados  obtenidos en  ausencia

de  K+  y  enpresencia  de  K+  150".   Para  realizareste   experi-

mento,  la  enzima  proveniente de la  etapa  de  Sephadex fue concen-

trada  a  trav6s  de  una  pequefia  columna  de  DEAF-celulosa  y luego

se  retir6  el  K+  mediante  filtraci6n  en  una  columna de Sephadex

G-25.   Cabe  destacar,   sin  embargo,   que  en  estos  experimentos

las   soluciones  de  ensayo  conten±an  una  pequefia  concentraci6n

de  Na+  (10 mE) ,  usado    como   contrai6n  del  ATP.   Puede  observarse

que la  Vmax  y  el  Ko.5    disminuyen  en  presencia  de  K+,  pero  que

no hay  una  diferencia  entre las pendientes  del grafico  de  Hill.

Al realizar los  experimentos  en  ausencia  o  con  bajas  concentra-

ciones de  K+  (<  30")  hay  que tener presente  que  puede  ocurrir

una  cierta  inactivaci6n durante el ensayo.  Algunas preparacio-

nes son  mss  susceptibles  a la  inactivaci6n,  lo  que puede  depen-

der  del tiempo transcurrido desde su  obtenci6n  y  del.  grado  de
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Figure  21.      E6Q.cto   den  K+   bobite  fn   6unc.i,6n  de  baALunc.i,6n  de  ha  g2ueoqui~

yla4a   a.OML  gfuLC04C1.      Cuatro  unidades   de  glucoquinasa,   de   la  misma   prepara

ci6n  usada  en  la  figura  20,   se  concentraron  a  travas  de  una  columna  de

DEAE-celulosa   S-S   (1,1  x   5,2   cm).     La   enzima   se  eluy6   con  una   soluci6n

anortiguadora   que   contenia  Iris-Hcl   10  mM,   pH   7,0;   EDTA  1   mM;   DTT   4  mM;

Kcl  500  mM;   glucosa  loo  mM.     Alicuotas  de  este  eluido  se  f iltraron  a

trav6s   de  una   columna  de  Sephadex  G-25   (1,1   x   10   cm) ,   usando   el  mismo

amortiguador  anterior,   pero  sin  Kcl  ni  glucosa.     Las  fracciones  enzima-

ticas  del  eluido  se  juntaron,  Previa  verificaci6n de queno  contenlan glu-
cosa  ni  Kcl.     La  presencia  de  glucosa  se  detectaba  con  hexoquinasa  y  la

de  Kcl  por  conductimetrla  y  por  titulaci6n  de  los  cloruros  con  AgN03.

La  glucoquinasa  asl  obtenida  se  ensay6  a  diferentes  concentraciones
de  glucosa,   en  ausencia   ( 0)   y  en  presencia  de  Kcl  150  mM  (  I  ) ,  median

te  el  ensayo  la,a  pH   7,5.     La  concentraci6n  de  DTT  en  el  medio  de  ensa-

yo  fue  0,2  mM  y  correspondi6  a  la  concentraci6n  aportada  por  la  enzima.
Los  graf icos  de  Hill  se  hicieron  considerando  como  V         la  velocidad

max
experimental  a  glucosa  100  mM,   una  vez  restados  log  blancos.     Los  para-

metros  cin6ticos  se  obtuvieron  del  grafico  de  Hill,   aplicando  un  progr±

rna  de  regresi6n  lineal.     Los  parametros  cin€ticos  fueron:

(o  )   Sin  KC1   (fuerza   i6nica   lil   mM):   V=  6,7nmol/min;    nH=  1,49;

Ko . 5  =  10 , 6 mM

(D  )   Con  Kcl   150  mM   (fuerza   i6nica   261   mM):   V=5,4   nmol/min;    nH=  1,49;

Ko.5  =  8,0   mM
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pureza  alcanzado.   La  inactivaci6n  ocurre especialmente  a  con-

centraciones  bajas  de glucosa  y  de  DTT, pues  tanto  el sustrato

mismo  como  el  DTT  son  estabilizadores.     Es   importante  estar

alerta  a  estehecho  y  observarcon  extremo  cuidado  las  curvas

de  progreso,  pues  si se  presenta inactivaci6n a  concentraciones

bajas  de  glucosa,  se  obtiene un  aumento  de la  sigmoidicidad,

que  no  es   sino  un  error  metodol6gico.

El efecto  de la  concentraci6n  del  K+  sobre la  conducta  ci-

n€tica  de la  enzima  puede  apreciarse  mejor  en  la  figura   22,

que  resume los resultados  de  varios experimentos.   Se  observa

que  no  habfa  variaci6n  significativa  del coeficiente  de  Hill
de  la   enzima  (nH   =   1,51   ±   0,08)  ,  atin   a   concentraciones   de   K+

tan  altas   como   495mM.   Encambio,  existla  una  disminuci6n  del

Ko.5   a  medida  que  aumentaba la  concentraci6pdel  K+.   En  estos

experimentos se   conf irm6   la  disminuci6n de  Vmax   a  medida  que

se  hacla  mayor  la  concentraci6n  de  K+.

El  efecto  de la  concentraci6n de  Na+  sobre la  funci6n  de

saturaci6n se ilustra  en  la  figura  23,   que  muestra  los  resul-

tados    obtenidos   en  ausencia   y  en  presencia  de  Na+    400    mM.

Puede  verse  en  el grafico  de  Hill inserto,  que no  hay variaci6n

significativa  entre  las  pendientes  de  ambas  rectas,  no  obstan

te  el apreciable  efecto  sobre  la  V      .  La  tabla  V  muestra  los
max

valores  de los  parametros cin€ticos  obtenidos  a  cuatro  concen-

traciones  de  Na+.   Al  igualque  en  el  Caso  de  K+,  elnH    Perma-

nece  constante  mientras  que  el  Ko.5  y  la Vmax  disminuyen.  Debido

a  este  efecto   Sobre   la  Vmax   y  el   Ko.5  7  el    Na+  y  el   K+  Podrfan
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F:giuia  22.     RQAunQ.n  de  Rob   a.6Q.ctob   de  RA  vahac.itn  de  ha  cone.a.ndrac,i6n  de

K+  bobne  Rob  pa.hdmcthob  c.iytouob   de  ha  g2ueoqutnaba  c.on  gkuc.cibcL.     Se ;=es

tram  log  resultados  de  varios  experimentos  similares  al  descrito  en  la  f igu
ra  21,  usando  distintas  preparaciones  enzimaticas  obtenidas  por  el ]r]€todo  I

(GK)   y  diferentes  concentraciones  de  DTT.     En  todos  log  casos  existi6  en  el
medio  de  ensayo  una  concentraci6n  de  Na+  de  10  mE.     La  fuerza  i6nica  vari6

entre  Ill   y  618.     En  los  experimentos  con  baja  concentraci6n  de  K+  y  de  DTT

no  se  observ6  inactivaci6n  durante  el  ensayo.     Cada  s`imbolo  indica  un  con-

junto  de  experimentos  realizados  en  iguales  condiciones,   salvo  la  variaci6n
de  la  concentraci6n  de  K+.     Zona  gris  como  en  la  figura  20.

(0)   K+  31   mE,    213   mE.      GK   (Sephadex).    DTT   5ro  mM

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

(I)   K+   13  mE,    88  mE,163  mE.    GK   (Sephadex).    DTT   0,1   mM

(A)   K+   10  mE,161   mE,   313  mE,   495  mE.    GK   (DEAE-celulosa).    DTT   2,5  mM
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Fig.urn  23.     E6Q.cto  del  NouC2  boblt¢  hi  6uyLci6n  de  halumcf6n  de  ha  g2uc.a-

qtndftdict  COVA  gthc.o6a.     La  glucoqui`nasa   (etapa  Sephadex;   me~toc!o  I;   act.

esp.   2,9  U/mg  de  protelna)   se  ensay6  a  diferentes  concentraciones  de

glucosa,   en  ausencia   (0)  y  en  presencia  (I)  de  Nacl  400  ".     La  fuer
za  i6nica  fue  de   123  y  523  respectivamente.     En  ambos  casos  habia  pre-

sente  una  concentraci6n  de  K+  de  22,4  mE.     La  actividad  se  midi6  con  el

eT]sayo  Ja,   a  pH  7,5.     El  grafico  de  Hill  inserto  fue  confeccionado  usan

do   como  Vmax  el  Valor  medido  a  100  "  glucosa,   una  vez  restados  log  blan
cos.     Los  parametros  cin€ticos  nH  y  Ko.5  se  obtuvieron  como  se  indica

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

E6Q.a.±o    dQ.A   Na.Ck,   bobn.a.   Lob    pan.dmQ.±h.ob    ciyL¢±i,c.ob    dQ.   La   g&uc.o~

qulna.ba   dQ.  na±a.a

Fuerza  i6nicab               vmax
(mM)                                              (mu )

nH

8'49

7'53

6,84

5'72

1,52

1,44

1,41

1'45

aLos   detalles   experimentales   y   la   obtenci6n   de   los   parametros

cin€ticos   se   describen   en   la   leyenda   de   la   figura   23.
bcorresponde   a   la   f uerza   i6nica   del   medio   de   ensayo.
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aparecer  como    inhibidores   incompetitivos;    sin   embargo,    su

acci6n    acti``vadora    a  bajas`  cQncen.t,raci.Qnes.    der  glucos.a,    ha-

ce  que  no  puedan  ser  catalogados   como  tales.     En  efecto,   si

los  datos  de  la  figura  21  o  los  de  la  figura  23  se  llevan  a

un  grafico  de  dobles  reclprocos  que se  lineariza   elevando  la

concentraci6n  de  glucosa  al  exponente  nH,   se  obtienen  dos  res

tas  que,   como  era  de  esperar,   no  son  paralelas   sino  que  se

intersectan  en  el  cuadrante  derecho  superior.

El  efecto  delK+y  del  Na+   (o  de   la  fuerza  i6nica)   de  dis-

minuir  Conjuntamente  Ko.5    y  Vmax     Podrla  explicar  los   resul-

tados  de  la  figura  20,   ya  que  habrla  dos  efectos  opuestos:

por  una  parte,  una  ihhibici6n  de  la  actividad  catalltica  y,

por  otra,   una  estimulaci6n  debida  al  aumento  de   la  afinidad

de   la  enzima  par  glucosa.     A  concentraci6n  alta  de  glucosa

(100  mM)   pesarla  principalmente  el  efecto  inhibitorio,   en

cambio  a  concentraciones  bajas  se  harian  sentir  ambos  efectos,

dejando  un  balance  de  cierta  activaci6n.     La  disminuci6n  del

Ko.5    y  de   la  Vmax  Provocada  Por   aumento  en   la  concentraci6n

de  Kcl  o  de  Nacl   indica  cambios  en   la  conf ormaci6n  de   la  en-

zima.     Las  conformaciones  existentes  a  alta  concentraci6n  de

K+,   no  obtante  ser  mss  estables  y  tener  valores  menores  de

Vmax  y  de  Ko.5  r  mantienen  una  Cin6tica  cooperativa  con  glucosa.

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

desprende  que  ambos  cationes  son  equivalentes  desde  el  punto

de  vista  del  efecto  in  vitro  sobre  los  parametros  cin6ticos
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de  la  glucoquinasa,   a  pesar  de  que,   como  agente  estabilizador,

algunos  autores  ham  descrito  que  el  Na+  no  podrla  reemplazar

al   K+    (Salas   et   aJ.,1965;   Pilkis,1972;   Parry  y  Walker,

1966)  .

A  f in  de  verif icar  este  dltimo  punto  se  realizaron  recien-

temente  algunos   estudios   (Toledo  y  Cardenas).     Se  explor6,

por  una  parte,   la  posibilidad  de  reemplazar  el  K+  por  el  Na+

durante  la  preparaci6n  de  la  enzima  y,   por  otra,   la  estabili

dad  de   la  glucoquinasa  a   37°   en  presencia  de  Na+  o  de  K+.   Se

prepar6  enzima,  mediante  el  m6todo   2,   hasta  la  etapa  de  DEAE-

celulosa   (columna  de  4  ml) ,   a  partir  de  un  hfgado  de  rata  se-

parado  en  dos  porciones.     Una  de  ellas   se  proces6  con  las  mi±

mas   soluciones   descritas   en  el  ]77atc>do   2.     Para  el  procesamien

to  de  la  otra  parte  se  reemplaz6  el  fosfato  de  potasio  por

fosfato  de  sodio  y  el  cloruro  de  potasio  por         cloruro  de  so

dio.     Se  encontr6  que  en  dos  preparaciones  asl  realizadas  el

rendimiento  con  Na+   fue   un   50-60%   del   rendimiento  con  K+.     De

esto  se  desprende  que  el  K+  no  puede  ser  reemplazado  por  el

Na+  en  la  purificaci6n  de  la  glucoquinasa,   al  menos  en  las

etapas  iniciales  de  la  purificaci6n.    Al  estudiar  la  estabi-

lidad  t€rmica  de   las  enzimas  asl  obtenidas   (una  con  Na+  y  la

otra  con  K+) ,   se  encontr6  que   la  glucoquinasa  preparada  en

presencia  de  Na+  era  mss  susceptible  a  la  inactivaci6n  a  37°

que   la  obtenida  en  presencia  de  K+   (Fig.   24).     Ademas,en



115

40                      80                 0
Tiempo,   min

4080
Tiempo,  min

F{gLtAfl   24.       Leyenda   en   la   pagina   siguiente
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FigLLita.   24.       Cln¢±ica   de   Lnac.±i,vac.i6n   a.   31°    de   ka.   gkuc.oqufyLa.~

Act   a"   pAe6ewc.{fl   de   K+    o   de   Ntl+.          La   glucoquinasa    en   etapa

de   I)EAE-celulosa   se   prepar6   por   el   matodo   2   en   presencia   de

K+    (0)    6   de   Na+    (.).      Ambas   preparaciones   proven±an   de   un

mismo   h±gado   que   se   habfa   dividido   en   dos   porciones.      Una   de

ellas   se   homogeneiz6   en   presencia   de   f osf ato   de   potasio    10   mM,

PH7,0;     EDTA    i    mM;    Kcl    120    mM;    2-mercaptoetanol    5   mM;    glucosa

50   mM,    y   la   otra   porci6n   de   h±gado   se   homogeneiz6   en   las   mii

mas   condiciones   excepto   que   se   reemplaz6   el   Kcl   por   Nacl      y

el   fosfato   de   potasio   por   fosfato   de   sodio.      Los   S]   corres-

pondientes   a   ambas   preparaciones   se   cromatograf iaron   separa-
damente   en   columnas    de   DEAF-celulosa    (DE-52)    de   4   ml   en   lag

que   se   aplic6   una   cantidad   de   proteina   equivalence   a   i   g   de
hfgado   por   ml   de   resina.      Las   columnas   se   lavaron   con   7   vol6

menes   del   mismo   amortiguador   de   homogeneizaci6n   pero   sin   g1±

cosa   y    que    conten±a   Kcl   o   Nacl    120   mM,    segGn   el    caso.       La

eluci6n   se   hizo   mediante   Kcl   o   Nacl   en   un   gradiente   lineal

de   120-500   mM   en   el   amortiguador   de   equilibrio   y   lavado

(16   ml   por   lado).      Las   fracciones   con   actividad   glucoquinasi
ca   y   sin   contaminaci6n   con   hexoquinasa   C   o   con   N-acetilglucg

samina-quinasa   se   juntaron   y   con   ellas   se   hizo   este   experimeE

to.      Volfimenes   iguales   de   ambas   preparaciones   se   incubaron   a

37°   y   se   retiraron   alicuotas   a   distintos   tiempos   segGn   se   ip.
dica   en   la   figura,   determinando   la   actividad   fosforilante   de

glucosa   remanente   a   pH   8,0   mediante   el   ensayo   Ja.      La   reac-
ci6n   se   inici6   con   la   adici6n   de   ATP.

La   ordenada   esta   dibujada   en   escala   aritm€tica   (i)   o   esca-

1a   logarltmica   (i).



117

presencia  de  Na+  la  inactivaci6n  no  sigue  una  cin€tica  de  pri

mer  orden,   como  puede  observarse  en  la   figura   24b.          Estas

observaciones  confirman  la  diferencia  en  la  acci6n  estabiliza

dora  de  ambos  cationes.

En  estudios  de  fosforilaci6n  de  glucosa  en  hepatocitos  in-

tactos  se  ha  mostrado  que  la  naturaleza  del  cati6n  inf luye

en  la  funci6n  de   saturaci6n  de   la  glucoquinasa.     Asl,   cuando

se  incuban  los  hepatocitos  en  soluci6n  de  Krebs-Henseleit,

la  curva  de  saturaci6n  es  sigmoidea,   con  un  coeficiente  de

Hill   de   1,8   y  un  Ko.5    para  glucosa  de   20  mM.     Al   reemplazar

en  el  medio  de  incubaci6n  los  iones  sodio  par  iones  potasio,

el  coeficiente  de  Hill  disminuye  a  1,3  y  el  Ko.5    a  12  mM,   con

•   igual  Vmax   en   ambas   Condiciones    (Bontemps   et   al.,1978).      Es

decir,   en  presencia  de  K+,   la  curva  tiende  a  hacerse  memos

sigmoidea,   lo  que  trae  como  consecuencia  que  a  concentracio-

nes  no  saturantes  de  glucosa,  por  ejemplo  a  concentraciones

fisiol6gicas,1a  velocidad  de  fosforilaci6n  in  situ  sea  mayor

en  un  medio  con  K+   que   en  un  medio   con  Na+.

El  efecto  diferente  de  ambos  iones  sobre  la  fosforilaci6n

de  glucosa  se  pierde  al  hacer  el  estudio  en  extractos  de  he-

patocitos   (Bontemps   et   aJ.,1978) ,   donde   la  forma  de   la  cur-

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

yo,   lo  que  concuerda  con  los  resultados  descritos  en  este

trabajo  con  enzima  purificada.     Pareceria  ser  que  el  efecto
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diferente  de  Na+  y  K+  sobre  la  fosforilaci6n  de  glucosa    in

vivo  requiere  de  alguna  manera  la  integridad  celular   para

manifestarse  y  modular  la  conformaci6n  de  la  enzima  por  un

mecanismo   atin  no   conocido.

c)    Efecto   de   DTT,   agente   reductor   de   puentes   dis'ulfuros

Los  grupos  tioles   juegan  un  papel  importante  en  la  acti -

vidad  de  muchas   enzimas.     Asl,   en   las  hexoquinasas   de  mam±-

feros  y  de  levaduras  se  ha  encontrado  una  relaci6n  directa

entre  la  modif icaci6n  de  los  grupos  SH  y  la  inactivaci6n  de

de   la  enzima   (Colowick,1973).     En   la  glucoquinasa   se  habia

demostrado  una  inactivaci6n  con  reactivos  modif icadores  de

grupos   tioles    (Salas   et   al.,1965;   Parry  y  Walker,1967;

Pilkis,1972).     Por  otra  parte,   observaciones  realizadas  en

este  y  otros  laboratorios  habfan  mostrado  que reactivos reduc

tores  de  puentes  disdlfuros,   como  DTT  y   2-mercaptoetanol,

actuaban  como  agentes  estabilizadores  de  la  glucoquinasa  y  se

habia  introducido  su  uso  durante  la  purificaci6n  de  la  enzima

(Salas   et   al.  ,1965;   Parry  y  Walker,1966;   Babul   y  Niemeyer,

1966) .     Los  grupos   SH  de   la  glucoquinasa  podrfan  participar

como   residuos  cataliticos,    o   bien  como   estabilizadores   de

una   conformaci6n   cataliticamente   activa.      La   modificaci6n

de     los    grupos     tioles    (oxidaci6n    o    alquilaci6n)
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podrla  originar  un  cambio  conformacional  que, junto  con  dismi

nuir  la  actividad  catalltica,  pudiera  alterar  la  conducta  ci

n€tica.     Por  ejemplo,   la  modificaci6n  de  un  grupo  tiol  produ

ce  un  cambio  en   las  propiedades  cin€ticas  de  la  fosfofructo-

quinasa, obteni6ndose  una  enzima  desensibilizada  frente  a  la

inhibici6n  por  MgATP    (Kemp,      1969).     Asimismo,   la  hexoquina-

sa  C  pierde  la  inhibici6n  por  exceso  de  glucosa  al  ser  modi-

ficados   sus   grupos   SH      (Ureta,1976).

Por  actuar  como  agente  estabilizador,   la  presencia  del

DTT  en  la  mezcla  de  reacci6n  puede  ser  muy  importante  al  tra

bajar  con  concentraciones  bajas  de  glucosa,   pues  en  algunas

condiciones  ocurre  una  inactivaci6n.     Asl,   se  habfa  visto

que  el  DTT  impedfa  y  revertla  la  inactivaci6n  producida  a

pH  alcalino   (figura  16).     Tambi€n  evitaba  la  inactivaci6n

a  bajas   concentraciones  de  glucosa,   observada  adn  a  pH  7,5,

con  preparaciones  de  glucoquinasa  provenientes  de  hidroxil-

apatita   (pagina 65) .     Esta  capacidad  estabilizadora  del  DTT

hacla  aconsejable  su  uso  rutinario  en  el  medio  de  ensayo  de

la  enzima.     Sin  embargo,   antes  de  tomar  esta  decision,y  en

vista  de  todos  los  antecedentes  comentados, pareci6  necesario

determinar  si   la  presencia  de  DTT  en  la  mezcla  de  reacci6n

era  capaz  de  modif icar  el  grado  de  cooperatividad  de  la  glu

coquinasa  con  glucosa.
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El  gr6fico  de  Hill  de  la  figura  25  muestra  los  resultados

obtenidos  en  ausencia  y  en  presencia  de  DTT  en  el  medio  de

ensayo,   al  estudiar  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa  de

una  enzima  reci€n  preparada  que  habia  sido  purificada  en  au-

sencia  de  agentes  reductores.     La  glucoquinasa  usada  era  ac-

tivable  en  un  20%   por  DTT,   lo  que  indicaba  que  se  habfa   inac

tivado  parcialmente,   con  formaci6n  de  puentes  disGlfuros.

El  paralelismo  de   las  rectas   indica  que   la  presencia  de  DTT

no  afecta  la  cinetica  cooperativa  con  glucosa   (Cardenas  et

al. ,1975) .     Debido  a  que  el  grado  de  oxidaci6n  de   los  grupos

tioles  parecfa  afectar  la  Vmax,  Pero  no  el  coeficiente  de

Hill,   se  decidi6  introducir  DTT  como  componente  habitual  de

la  mezcla  de  ensayo.     Como  el  tiempo  requerido  para  la  reac-

tivaci6n  de  la  glucoquinasa  a  30°     es  dependiente  de   la  con-

centraci6n  de  DTT,   se  eligi6  una  concentraci6n  de   2,5  mM  que

permitla  reactivar  en  el  perlodo  de  preincubaci6n  una  enzima

parcialmente  inactivada.

La  independencia  del  grado  de  sigmoidicidad  con  respecto

al  grado  de  inactivaci6n     se  vi6  tambi€n  en  una  preparaci6n

de  la  etapa  de  Sephadex  que  habf a  perdido  totalmente  su  acti

vidad  catalftica  durante  el  almacenamiento  de  9  meses  a  4°.

Al   ser   tratada  con  DTT  10  mM  durante   18  h  aproximadamente,

la  enzima  envejecida  se  reactiv6  hasta  alcanzar  un  3,3%  de

la  actividad  original.     En  esta  condici6n  el  coeficiente  de
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Figuta  25.     Ghd6ic.ob   de  HIAk  d¢  ka  6unct6n  de  batuJLa.ci6n  a.on  9kuc.oba   a,n

tltt4enof4  y  en  pre4enoffl  de,  OTT.     La  glucoquinasa  se  prepar6  hasta  la  eta-

pa  de  hidroxilapatita  en  ausencia  de  DTT.    La  actividad  fosforilante   de

glucosa  se  determin6  a  diferentes  concentraciones  de  este  sustrato   me -

diante  el  ensayo  la,   a  pH  7,5  en  ausencia   (0)    y   en   presencia   de   DTT

2,5  "  (.).

(0)   Sin  DTT:       V  =    10,5   nmol/min;      nH    =    1,47;      Ko.5    =    6,4  "

(.)   DTT   2,5   ":       V  =     12,6   nmol/min;      nH    =     1,47;      Ko.5    =    7,3   nM
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Hill   fue  de   1,45   y  el   Ko.5    de   4,2    (Fig.   26).      Otros   experimen

tos  realizados  con  enzimas  envejecidas  dieron  resultados  ente

ramente  anflogos.     Concuerda    con  estos  hallazgos   la  observa-

ci6n  de  que   los  valores  de  nH  y  de  Ko.5    son  semejantes   a  los

de  la  enzima  nativa    en  una  enzima  parcialmente  inactiva  y

resistente  al  DTNB,   en  la  cual  se  habla  ya  producido  supues-

tamente  una  oxidaci6n  de  grupos  tioles   (Heberlein  et  al. ,

1978;   Heberlein,1979).

Todo  hace  pensar  que, aunque  despu€s  de  la  reactivaci6n

con  DTT     no  se   logre   la  misma  conformaci6n  nativa,   basta  que

ella  sea  catalf ticamente  activa  para  obtener  una  conducta  ci-

n€tica  cooperativa  con  glucosa.

a)    Efecto   de   la   concentracio-n   de   enzima   sobre   la   conducta

cin<etica   de   la   glucoquinasa

Una  condici6n  importante  del  ensayo,que  puede  modificar  el

grado  de  cooperatividad,es   la  concentraLci6n  de   la  enzima.     Va

riaciones  en  este  parametro  pueden  producir  desplazamientos

en  el  estado  de  equilibrio  entre  formas  enzimaticas  con  distin

ta    estructura  cuaternaria,   produci€ndose  fen6menos  de  asocia.

ci6n-disociaci6n.     Estas  formas  podrfan  diferir  en  sus  propie

dades  cin€ticas  y  la  cooperatividad  ser  el  resultado  de  un  des.

plazamiento  adicional  del  equilibrio  entre  ellas  provocado  por

el  sustrato.     Se  han  descrito  varios  ejemplos  de  enzimas   que
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Figun;a.  26.     Rcacftvachbn  de  ka.  9Rucoqutytasa  poh  OTT.   CaractQrfu±;a.as

c{n¢¢tca4   de  ffl  eVIzdra  4e4cJttvcLcfc[.     Se  usa  91ucoquinasa  en  la  etapa  de

Sephadex  G-100   (]7]6toc!o  I;   act.   esp.   original    2  LT/mg  de  protelna)   enveje-

cida  por  9  meses   a    4°.   La  actividad  fosforilante  de  glucosa  se  determin6

a  pH  7,5  mediante  el  ensayo  Ja.

a/   C'in6tlca  cie  reactlvac.i6n  por  DTr.     I.a  actividad  de  un.a  allcuota  de

0,15  ml   de   glucoquinasa   se  ensay6  a   loo  TIM   glucosa  y  sin  DTT.   Al   cabo   de

15  min   (tiempo  0)   se  agreg6  DTT  a  una  concentraci6n  final  de  2,5   (0),

5,0   (I)   o  10  "   (.)   y  se  continu6  registrando  la  formaci6n  de  producto.

Se  estim6  1a  velocidad  a  distintos  tiempos  mediante  el  trazado  de   las

tangentes  a  las  curvas  de  progreso  respectivas.   Control  sin  DTT   (E).   La

actividad  basal  corresponde  a  la  actividad  fosforilante  de  glucosa  de  la

N-acetilglucosamina-quinasa,   1a  cual  no  es  activada  por  DTT.

b/   Grfflco  tie  Hill.    tj-na  allcuota  de  la  misma  preparaci6n  anteriormente

usada  se  incub6  con  DTT   10  "   a  30° por 30min,  y  se  dej61uego  a  4°hasta

el  dfa  siguiente   (18  h).   Se  ensay61a  actividad  fosforilante  de  glucosa

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

centraci6n   de  DTT   de   3nM.    ELax  =   2,8  nmol/min;      Ko.5    =    4,2   nM;    nH    =   1,45.
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pueden  autoasociarse  y  en  las  cuales  las  caracterlsticas  cine

ticas  dependen  de  la  concentraci6n  de  protefna   (revisi6n   en

Frieden,1971).     Es  el  caso  de  la  fosfofructoquinasa  devarios

tejidos.     As£,   la  enzima  de  eritrocitos  humanos  disminuye  la

cooperatividad  con  el  fructosa-6-fosfato  al  incrementarse  la

concentraci6n  de  enzima,   y  se  produce  una  disminuci6n  en  el

Ko.5     (Wenzel   et   al.,1976).     Estas   observaciones  han   sido   in-

terpretadas    en  t6rminos  de  un  modelo  de  autoasociaci6n   que

considera  como  unidad  basica  un  dfmero   inactivo   (Mr   190.000)  ,

el  cual  por  autoasociaci6n  originaria  formas  activas.     El

fructosa-6-fosfato  desplazarfa  el  equilibrio  hacia  las  formas

oligom€ricas    (Wenzel   et   al.,1976).

La  cooperatividad  podria  tambi€n  ser  el  resultado  de  las

interacciones  entre  los  sitios  activos  de  formas  oligom€ricas

de  la  enzima,   cuya  proporci6n  relativa  con  respecto  al  mon6-

mero  es  funci6n  de  la  concentraci6n  total  de  enzima  y  de   la

concentraci6n  del  sustrato.

Era,   pues,   importante  determinar  si  los  parametros  cin6-

ticos  de  la  glucoquinasa  se  veian  afectados  por  la  concentra

ci6n  de  enzima  usada  en  el  ensayo.     Este  punto  era  crucial

para  la  correcta  interpretaci6n  de  futuros  experimentos.     La

figura  27  muestra.  los  resultados  obtenidos  al  estudiar   la

funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa,   variando  la  concentraci6n

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

centraciones  utilizadas,   el  cual  estaba  limitado  por  los
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Figunn  21.      Funcf6vt  de  ba±Luta.ct,6n  de  Pn  gkucoqurfua.  coyL  gp.u.c.oba:  at  LL6a)L

di6eAeJ1±eA   a.oMlc.elrfuclc{oMleA   de  eltz<mcl.      La   glucoquinasa   en   la   etapa     de

DEAE-celulosa   (]7]6todo  I;   act.   esp.   0,6   U/mg  de  proteina)   se   diluy61:2;

1:4;   I:6;   y   1:8  en  amortiguador  Tris-Hcl   10  ",   pH  7,0  que  contenla  EDTA

1  ";   DTT  I,0  "  y  KC10,26 M.   Las  diluciones  se  hicieron  inmediatamente

antes  de  ser  usadas  y  para  cada  una  de  ellas  se  determin6,   en  una  ali-

cuota  de  0,1  ml,   la  actividad  fosforilante  de  glucosa  a  distintas  con-

centraciones  de  este  sustrato.   Se  us6  el  ensayo  Ja,   a  pH  7,5.   En  el  gra-

f ico  principal  se  muestra  la  velocidad  relativa   (v /  Vmax)   en  funci6n  de

concentraci6n  de  glucosa.   El  grafico .inserto  muestra  la  variaci6n  de  la

Vmax  en  funci6n  de  la  concentraci6n  relativa  de  la  enzima.   Se  asign6  el

valor  de  1   a  la  concentraci6n  de  enzima  resultante  de  la  diluci6n    1:8.

Los  valores  de  nH  oscilaron  entre   1,41  y   I,61   con  un  valor  promedio  de

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

de  ' 7 ,4.
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m6todos  de  medici6n  de  la  actividad,   no  se  observaron  varia-

ciones  en  la  conducta  cin€tica,   pues   las  curvas  obtenidas  se

superpusieron,   como  se  observa  en  la  figura  27.     Estos  resul-

tados  permitieron, posteriormente,  variar  la  concentraci6n  de

enzima  dentro  de  un  mismo  experimento,   con  el   fin  de    tener

estimaciones  mss  precisas  de   la  velocidad.     En    todos   estos

casos    se  verif icaba  que  la  relaci6n  entre  velocidad   y   con-

centraci6n  de  enzima  fuera  lineal.     El  hecho  que  no  se  obser-

ven  variaciones  en  la  conducta  cin€tica  con  la  concentraci6n

de  enzima,   concuerda  con  los  resultados    que   se  mostraran  en

el  capitulo  7,   donde  no  se  observan  variaciones  en  el   coefi-

ciente  de  distribuci6n  en  Sephadex  G-200   al  variar  la  concen-

traci6n   de   enzima    (Figs.   58   y   60).



3.        INTENTOS    DE    MODIFICACION    DE    LA    C00PERATIVIDAD

Se  consideraron  inicialmente  tres  posibilidades  que  dieran

una  explicaci6n  sobre  la  cin€tica  cooperativa  de  la  glucoqui-

nasa  con  glucosa:   i)   que  el  efecto  cooperativo  fuera  la  conse

cuencia  de  la  existencia  de  un  olig6mero   (compuesto     tal  vez

de  dos   subunidades) ,   como  ocurre  en   la  mayorla  de  las  enzimas

que  lo  presentan;   ii)   que  la  cooperatividad  se  debiera    a  la

presencia  de  un  segundo  sit.io  de  uni6n  del  sulstrato   (sitio

alost6rico)   en  la  misma  subunidad,   como  se  sugiere  en  el  caso

de  la  ribonucle6sidotrifosfato-reductasa   (ver  Discusio-n,   pp.

270-272) ,   y  iii)   que   la  enzima  pudiera  existir  en  al  menos

dos  conformaciones  con  distintas  propiedades  cin6ticas,   como

parece  ser  el  caso  de   la  hexoquinasa  L]   (ver   Dlscusion,  pp.281-

283).     Tanto  las   interacciones  entre  las  subunidades  como  en-

tre  los  dos  sitios  de  una  misma  subunidad,   asl  como  las  propor

clones  relativas  de  diversas  conformaciones,   podrfan  perturbar

se  por  diversos  tratamientos,   como  fotooxidaci6n,   calentamien-

to  y  presencia  de  agentes  desnaturalizadores.     Se  pens6  que  es

tos  tratamientos  podrlan  originar  una  enzima  con  cin€tica  mi-

chaeliana,   como  ha  ocurrido  en  el  caso  de  otras  enzimas  que  pre

sentan  cooperatividad   (ref.   en  Stadtman,1970).     Este  tipo    de

experimento  podrla,   ademas,   aportar  informaci6n  para  una  inter-

pretaci6n  molecular  de  la  conducta  cin6tica  de  la  glucoquinasa.

127
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a)    Fotooxidaci'on

Se  someti6  a  f otooxidaci6n  a  la  glucoquinasa  para  determi

mar  si  la  modif icaci6n  fotoqufmica  producida  podrla  eliminar

el  efecto  homotr6pico  aparente  de  glucosa.     Este  resultado

era  probable,   ya  que  a  trav6s  de  la  fotooxidaci6n  es  factible

producir  cambios  en   las  conductas  cin€ticas  no  michaelianas,

como  ha  sido  descrito.     Asf  por  ejemplo,   en  la  fosfofructoqui

nasa  de  coraz6n  de  oveja,   la  fotooxidaci6n  suprime  la  cin€ti

ca  cooperativa  con  fructosa-6-P  y   la  inhibici6n  por  ATP

(Ahlfors   y  Mansour,1969)  .

Al  estudiar  el  efecto  de  la  fotooxidaci6n  sobre  la  activi

dad  de   la  glucoquinasa  a  pH  7,0,   usando  como  agente  oxidante

azul  de  metileno,   se  observ6  que  se  producla  una  inactivaci6n

de   la  enzima,   proceso  que  se  comportaba  como  de  primer  orden

(Fig.    28a)  .      La   sola  presencia  de   azul  de  metileno   2,16   uM,

o  la  iluminaci6n  hasta  por  `70  min  en  ausencia  del  catalizador,

no  produjeron  inactivaci6n  en  las  condiciones  experimenta-

les  usadas.   La  Presencia  de  DTT  en  el  medio  de  ensayo  no  re-

virti6  la  inactivaci6n.

Al  estudiar  el  efecto  de  la  fotooxidaci6n  sobre  los  para-

metros  cin€ticos  de   la  glucoquinasa,   se  observ6  que,   contra-

riamente  a  lo  esperado,   la  modificaci6n  fotoqulmica  no  logr6

suprimir  o  disminuir  la  cooperatividad   (Cardenas   et  al. ,

1975)  .
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2        3          5              to            20     30

[Glucosa],mM

Figunn  28.      E6Q,cto   dQ.  Rn   6ohooxAdact,6n  coyL  a.zuk  dQ.  mQmQ.no   bobhQ,  ha

gfuc.oqutttfl6cL  de  Aflfa.     Se  us6  91ucoquinasa  proveniente  de  la  etapa de
hidroxilapatita   (m6toc!o  I).     La  fotooxidaci6n  de  la  enzima  se  realiz6

a  pH  7,0  como  se  indica  en  Hateriales  y  rfetodos.     La  actividad   fos-

forilante  de  glucosa  remanente  se  determin6   a   pH  7,5   mediante   el

ensago  la.

aJ   C'In€tica  c!e  inactivaci6n.   AIIcuotas  de  0,2  ml  se  fotooxidaron  por

tiempos  variables:  0,  5,10 y 15min.   La  actividad  remanente  se  determi-

n6  con  DTT  2,6  "   (.)   o  0,I  "   (C))   (solo  el  que  aporta  la  enzima).

Los  controles  con  solo  iluminaci6n   (I)  y  solo  azul  de  metileno   (A)

corresponden  al  experimento  en  que  se  us6  DTT  2,6  nM.     El   recuadro

corresponde  a  un  grafico  semilogarltmico  de  la  actividad  remanente en
funci6n  del  tiempo.   Constante  de  inactivaci6n  de  pseudo-primer-orden

(kiobs)  =   09021   min-I.

b/   Craflco  de  HjJI.     La  actividad  enzimatica  remanente  se  determin6

a  concentraciones  variables  de  glucosa.   Control   (0),    hH  =  1,48.

Enzima   fotooxidada    (.),   nH  =   1.50.
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La  figura  28b  muestra  los  resultados  obtenidos  al  fotooxi

dar  la  glucoquinasa  por  25  min  y  estudiar  posteriormente   la

funci6n  de  saturaci6n.     El  paralelismo  de  los  graficos  de  Hill

resultantes  muestra  que  la  enzima  fotooxidada  no  modific6  sis

nificativamente  su  coeficiente  de  Hill,  no  obstante  aumentar

el   Ko.5    de   6,5   a   10,1   mM.

Estos  resultados  contrastan  con  los  obtenidos  con  la  gli-

c6geno-sintetasa  de  Rana   catesbeiana,   en  los   cuales   las   foto-

oxidaci6n  suprime   la  cooperatividad  para  UDPG-glucosa  y  glu-

cosa-6-P   (activador)   y,   sin  embargo,   no  afecta.  al  Ko.5   Para

el  sustrato  ni  para  el  activador   (Sevall  y  Kin,   1971) .

Se  explor6  la  posibilidad  de  usar  en  estos  experimentos

glucoquinasa  proveniente  de  otro  organismo,   cuya  cooperati -

vidad  pudiera  ser  alterada  mss  facilmente.     Asi,   se  ensay6

glucoquinasa  de  rana  chilena   (C.   caudiverbera) ,   la  que  resul-

t6  ser  muy  sensible  a  la  fotooxidaci6n  en  las  condiciones

empleadas.     Al   ser  fotooxidada  por  10  min  en  presencia  de

azul  de  metileno,   se   inactiv6  en  un   89%.,   lo  que   impidi6  estu-

diar  la  funci6n  de  saturaci6n.     La  sola  presencia  de  azul  de

metileno  a  esa  concentraci6n  inactiv6  considerablemente  la

enzima  respecto  al  control  sin  azul  de  metileno  y  en  oscuri -

dad,   teniendose  una  V,max    de    58%,   con  un   ligero   aumento  en  el

Ko.5  ,  pero  Con   mantenci6n  de   la  cooperatividad   (Tabla  VI) .

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

tivaci6n  porfotooxidaci6n  que  la   isoenzima   C   de  la   misma
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TABLA  VI

E6Q.a.±o    dQ.   ka    6o±oox.Ado.c.A6yL   bobn.a.   Lob    palLdmQ.knob    cin¢±ic.ob    dQ.

£Cl   gfttc.oqtt{nci6cia

Condici6n  enzimatica V                         Ko.5                  nH

U/0'5   ml             (mM)

Glucoquinasa  de  ratab
No  tratada
Fotooxidada   10  min
Fotooxidada   20  min

Glucoquinasa  de  ranac
No  tratada
+  Azul  de  metileno  10  min
Fotooxidada  10  min

11,92                6,45                1,47

6,02                9,47                1,43

3,05            10,14                1,50

4,55                1,45                1,6

2,54                2.00                1,4

0,51

aLa   actividad   fosforilante   de   glucosa   se   determin6   a   pH   7,5

mediante   el   ensago   la
bcondiciones   experimentales   semejantes   a   las   descritas   en

la   figura   28.      El   control   corresponde   a   enzima   sin   azul   de

metileno   y   sin   iluminaci6n
CLa   enzima   proven€a   de   la   etapa   de   purif icaci6n   de   DEAE-celu

losa    (m6todo   I).      No   se   us6   DTT   en   el   medio   de   ensayo.    Otros

detalles   experimentales   en  Materiales   y  M€todos
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especie,  la cual varia solo  levemente  su  actividad  en  las  mis-

mas  condiciones,   pero,   en  cambio,   deja  de  ser  inhibida  por

exceso  de  glucosa  al   ser  fotooxidada   (Ureta,1976) .

En la glucoquinasa  micros6mica de rata  se ha descrito que en la

forma  GM[   el  coeficiente  de  Hill  para  glucosa  baja  de   2,8   a

1,2  despu€s  de   la  fotooxidaci6n  con  azul  de  metileno.     Con-

juntamente  se  produce  una  desensibilizaci6n  respecto  a  la  in

hibici6n  por  ATP.     La  modificaci6n  fotoqulmica  tendrla,   en

este  caso,   una  acci6n  disociante,  ya  que  al  ser  fotooxidada

la  enzima  GML    (dfmero  de  peso  molecular   120.000)  ,   presenta

un  volumen  de  eluci6n  en  BioGel  semejante   a   la  forma  GM2    (mg

n6mero  de   peso  molecular   55.000)  .

El  hecho  que  la  glucoquinasa  de  rata  al  ser  f otooxidada

aumenta   su  Ko.5    para  glucosa  y  disminuye   Su  Vmax,   Como   Se   re

sume  en  la  tabla  VI,   indica  que  la  fotooxidaci6n  no  solamen-

te  disminuye  el  ntimero  de  mol€culas  catalfticamente  activas,

sino  que  tambi6n  genera  la  aparici6n  de  mol€culas  de  enzima

alteradas,   que  presentan  una  menor  afinidad  por  glucosa,  pe-

ro  que  retienen  todavia  la  cooperatividad  con  este  sustrato.

No  se  encontr6  ef ecto  sobre  el  grado  de  cooperatividad  de  la

glucoquinasa  de  rata  con  .inactivaciones  entre   15  y   75%.

El  efecto  de   la  fotooxidaci6n  sobre  el  Ko.5   y  la  velocidad

maxima  podrfa  ser  consecuencia  de  la  modificaci6n   de   resi -

duos  aminoacfdicos  del  sitio  activo  o  fuera  de  €1,   pero
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importantes  para  la  mantenci6n  de  una  conformaci6n  enzimati

ca  activa.     Se  podrla  pensar  en  un  residuo  histidina,   ya  que

se  ha  descrito  envarias  enzimas  que  el  azul  de  metileno  modi

fica  este   aminoacido   (Cohen,   1968)  ,   aunque   tambi€n,   segtin  las

condiciones  experimentales,   puede  oxidar  otros  residuos  como

cistefna,  metionina,   tript6fano  y  tirosina.
En  un  experimento  en  que se us6  glucoquinasa  de rata foto-

oxidada  a  pH   8,0   con  rosa  de  bengala,   colorante  que  muestra

gran  selectividad  hacia  histidina,   tampoco  se  modific6   la

cooperatividad   (nH   =   1,52) ,   en   Condiciones   en  que   la   Vmax

se   habia   reducido   en  un   50%.

La  postulaci6n  de  un  residuo  histidina  como  parte   del

sitio  activo  serla  compatible  con  las  variaciones  observadas

en  el  Ko.5   y  en   la  Vmax   en   funci6n  del  PH,   porque  ellas   su-

gieren   la  presencia  de  un  grupo  acido  con  un  pK  de  alrededor

de   7'0.

b)    Efecto   del   calentamiento

Variaciones  en  la  temperatura  modifican  las  interacciones

hidrof6bicas  de  las  protelnas  pudiendo  producirse  variacio-

nes  en  el  grado  de  asociaci6n  y  en  la  estructura  conformacio

nal  de  ellas.     Estos  efectos  pueden  derivar  en  cambios  en

los  parametros  cineticos  de  una  enzima,   como  ha  sido  descri-

to   (ref.   en  Stadtman,1970).     Por  ejemplo  en  aspartato  trans-

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

prime la  cooperatividad con  aspartato  (Gerhart y  Pardee,1962) .
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Parry  y  Walker   (1966)   hablan  descrito  que  el  grafico  de

Arrhenius  para  la  actividad  glucoquinasica  daba  una  llnea

recta  en  un  rango  de   temperatura  de   5   a  46,5°  y  que,   adem6s,

el  valor  de  K    era  independiente  de  la  temperatura,     dentro
in

de  dicho  rango.     Estos  resultados   llevan  a  pensar  que  las

variaciones  en  la  temperatura  del  medio  de  ensayo  no  afectan

a  la  cin€tica  de   la  glucoquinasa.     Sin  embarqo,   debido  a  que

esos    autores  describen  una  cin6tica  michaeliana,  era  reco-

mendable  reestudiar  el  efecto  de  la  temperatura  sobre     los

parametros  cin€ticos  de  la  glucoquinasa.

Estudios  de  la  funci6n  de  saturaci6n  de  la  glucoquinasa

con  glucosa  realizados  a  distintas  temperaturas,   en  un  ran-

go  entre  0  y  40°   no  mostraron  alteraciones   slgnificativas

en  el  grado  de  sigmoidicidad   (H.   Niemeyer  y  E.   Rabajille,

comunicaci6n  personal) ,   1o  que  estarla  de  acuerdo  con  lo  des

crito  por  Parry  y  Walker   (1966)  .

En  vista  de  que  las  modificaciones  de  la  temperatura  del

medio  de  ensayo  no  hablan  afectado  la  cooperatividad,   se  pep

s6  que  posiblemente  una  incubaci6n  de  la  glucoquinasa  en

ausencia  de  los  sustratos  podrfa  revelar  una  acci6n  desensi-

bilizadora.     La  figura  29  muestra  los  resultados  obtenidos

al  incubar   la  glucoquinasa  por  90  min  a  45°  y  estudiar  poste

riormente  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa  a  la  tempera-

tura  habitual  del  ensayo   (30°)  .
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Figuna.  29.     GItd6i,cob   de.  HiAIt  de  Ra   6unct6n  dQ.  batuJtacf6yL  a,on  g2.ucoba  de.

kn  gLueciqLwhascL  nativa.  y  c.ale.utada  a  45?

Una  allcuota  de  2,5  ml  de  glucoquinasa  proveniente  de  la  etapa  de

Sephadex  G-loo   (matodo  2,   act.   esp.   2,0  U/mg  de  prote±na),   se  calent6  por

90  min  a  45°   (.)   y  luego  se  mantuvo  en  hielo  antes  de  proceder  al  ensa-

yo.     Como  control  se  us61a  enzima  no  calentada   (0).     La  actividad  fosfo

rilante  de  glucosa  se  determin6  a  30°  mediante  el  ensago  la   a  pH  7,5, usan

dose  concentraciones  variables  de  glucosa   (I  a   100  mM).     Los  parametros

cin€ticos  obtenidos  fueron  los  siguientes:

(0)   GK  nativa:   V  =   11,0   nmol/min;     nH  =   I,52;   Ko.5    =   6,1   mM

(.)   GK  calentada:   V  =   5,6  rmol/min;   nH  =   1,47;   Ko.5    =   9,2   mM
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La  enzima  provenfa  de  una  f iltraci6n  en  Sephadex  y  por

lo  tanto  estaba  en  un  media  con   fos.fato  de  potasio   (.10  mM,

pH   7,0)  ,    Kcl    (300   mM),  EDTA    (1   mM)    y   DTT    (1   mM)  .       El   tiempo   de

incubaci6n  se  eligi6  despu6s  de  estudiar  la  cin6tica  de  inac-

tivaci6n  a  esa  temperatura,  midiendo  la  actividad  remanente

a  dos   concentraciones   de  glucosa,   3  y   100  mM.

El  paralelismo  de  las  rectas  del  grafico  de  Hill  de  la

figura  29   indica  que  la  enzima  calentada  mantiene  la  cin€tica

cooperativa  con  glucosa,   no  obstante  existir  una  inactivaci6n

del   49%   y   un   aumento   en   el   Ko.5    de   6,1   a   9,2  mM.      Al   estudiar

la  funci6n  de  saturaci6n  de   la  enzima  calentada,   sin  agregar

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

se  obtuvieron  par6metros   cin6ticos   similares   (V  =   5,4   nmc>l/inin

nH    =    1r48;    Ko.5     =    9,06).

c)         Efecto   del   Triton   X-loo

Enprimer  t6rmino,    se  ensay6   el   efecto  de  diferentes

concentraciones  de  Triton  X-100   (detergente  no  i6nico)   sobre

la  actividad  de  la  glucoquinasa,   con  el  objeto  de  determinar

una  concentraci6n  que   alterara   solo  levemente     la  velocidad

maxima.     La  idea  era   buscar  una   condici6n  que  pudiera   supri-

mir  la   cooperatividad  sin   alterar  grandemente . la   actividad

catalftica.     Se   encontr6   que   el   Triton  X-100    agregado     a

la   mexcla   de    ensayo    a    concentraciones    sobre    0,1%
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(0,2    a    0,5%),    aunque    tenia    un    efecto   minimo      sobre    la

velocidad  ,    inactivaba  la    enzima  durante  el  curso  de  la  reac

ci6n.     El  efecto  inactivador  era  especialmente  notorio  a  con-

centraciones  de  glucosa  menores  que   8  mM  pero  muy  definido

aan   a   concentraciones   de   100   mM.

Se  decidi6  usar  una  concentraci6n  de  trit6n  de  0,1%  para

estudiar  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa.     A  esa  concen-

traci6n,   aunque  atin  persistla  a  ba].as  concentraciones  de  glu-

cosa  una  ligera  inactivaci6n  despu€s  de  algunos  minutos   (6-8

min)   era  posible  tener  una  estimaci6n  conf iable  de  la  veloci-

dad.     La  figura   30  muestra  los  resultados  obtenidos.     El  pa-

ralelismo  de  las  rectas  de  los  graficos  de  Hill  indica  que  la

enzima  ensayada  en  presencia  de  triton  mantiene  una  cinetica

cooperativa  con  glucosa,   y  que  el  coeficiente  de  Hill  es  seine

jante  al  de  la  enzima  control.     Aunque  no  hay  efecto  sobre  la

Vmax   Se  observa  un  aumento  en  el   Ko.5    en  presencia  de   trit6n.

En  el  experimento  que  se  ilustra  en  la  figura  30,   la  reacci6n

se  inici6  con  la  adici6n  de  la  enzima,   con  el  objeto  de  evi-

tar  la  posible  inactivaci6n  durante  la  preincubaci6n  y  aumen

tar  al  m6ximo  el  segmento  lineal  en  la  curva  de  progreso   (8-

10  min) .     Sin  embargo,   en  un  experimento  en  que   se   inici6   la

reacci6n  con  glucosa  y  el  tiempo  de  linealidad  fue  menor,   se

obtuvieron  valores  semejantes  de   los  parametros  cin€ticos.

Esto  indica  que,   aunque  existe  algo  de  inactivaci6n,   tomando
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[Giuc5osa],mM
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FLguta.   30.     Gnd6lc.oA   dQ.  HiAk  de.  kn   6uiiLch6yL  de.  batwck6yL  coyL  gkueoba  dQ,

ha  gkuc.oqutyLasa   a.yL   a.ut.a.nckn   u   a.yL  pr.QAe.yLci:a  dQ,  TndoyL  X-100  .

La  glucoquinasa   (m€todo  I,   Sephadex  G-100,   act.   esp.   2,9  U/mg  de  pr9

te±na)   se  ensay6  en  ausencia   (0)   o  en  presencia  (.)   de  Triton  X-loo

0,1%,   a  concentraciones  variables  de  glucosa   (i  a   loo  mM).     Se  utiliz6

el  ensayo  la,   a  pH   7,5   con  DTT  0,I  lnM.     La  reacci6n  se  inici6  con  la  adi

ci6n  de  la  glucoquinasa.

(0)   Control:   V  =   14,I   nmol/min;   Ko.5    =   6,I   mM;   nH  =   1,63

(.)   Trit6n  0,1%:     V  =   13,9  nmol/min;   Ko.5    =   8,8  ";   nH  =   1,57
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las  debidas  precauciones  se  logra  una  buena  estimaci6n  de  la

velocidad  inicial.

d)         Ef ecto   de   la   urea

La  presencia  de  urea  en  el  medio  de  ensayo  inhibe  la  ac

tividad  de  la  enzima  auxiliar  glucosa-6-fosfato-deshidrogena

sa,   en  un  porcentaje  dependiente  de  la  concentraci6n  de  urea.

Por  esta  raz6n,   la  cantidad  de  enzima  auxiliar  usada  en  cada

ensayo,   se  vari6  de  modo  de  compensar  dicha  inhibici6n.

El  grafico  de  la  figura  31a  muestra  el  efecto  de  dife-

rentes  concentraciones  de  urea  sobre  la  actividad  fosforilan

te  de  glucosa,   medida  a   2  y  100  mM  e   iniciada  con   la  adici6n

de  este  sustrato.     Puede  observarse  que  existe  una  disminu-

ci6n  marcada  de  la  actividad,   de  modo  que  a  una  concentraci6n

de  urea  de  0,72  M  la  actividad  con  glucosa   2  mM  es  alrededor

de  un  40%   del  control  y   con  glucosa   100  mM  es  de  alrededor

de  un  70%.     En   la  figura   31b  se  ilustra  otro  experimento,

en  el  que   se  usan  concentraciones  mayores  de  urea  y  en  el  que

la  reacci6n  se  inici6  con  la  adici6n  de  ATP.     Se  aprecia  que

con  urea  2  M  y  glucosa   100  mM  se   tiene  un  11%   de   la  actividad

del   control   (C6rdenas   et   al.,1975;   1979).     Si   la  concentra

ci6n  de  urea  se  eleva  a   3  M  la  actividad  no  es  mayor  que  un

5%.     Resultados  similares  han  sido  obtenidos  con  glucoquinasa
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0,3                 0,6

[urea],M

I

[Urea],   M

Figum  31.     E6Q.cto   dQ.  kn  utca  bobn.a.  kn  a.cki:vi,dad  dQ,  2n  g2iLc.oqutyLaAa.    Se

usa  91ucoquinasa  en  la  etapa  de  purificaci6n  de  Sephadex G-loo   (mat:odo2;

act.   esp.   5,1   U/mg  de  proteina).     La  actividad  se  midi6  a  pH  7,5  mediante

el  ensayo  la,   en  presencia  de  diferentes  concentraciones  de  urea   (solu-
ci6n  reci6n  preparada).    El  sistema  se  preincub6  3min  antes  de  iniciar
la  reacci6n  con  la  adici6n    de  glucosa   (a)   o  de  ATP   (b).

aJ   %  de  actividad  de  8,0  mu  de  glucoquinasa  ensayadas  con  glucosa  2IrM  (0)

o  con  glucosa  loo  "   (0).
b/   %  de  actividad  de  6,0  mu de  glucoquinasa  ensayadas   con  glucosa   100  nM.
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de   perro   (Maccioni,   1975;   Maccioni  y  Babul,   1980)  .

Tambien  se  explor6  el  efecto  de  concentraciones  mayores

de  urea  sobre  la  actividad  glucoquinasica.     Con  el  objeto  de

soslayar  la  acci6n  desnaturalizadora  sobre  la  enzima  auxiliar,

en  estos  experimentos  se  realiz6  la  reacci6n  glucoquinasica

en  ausencia  de  glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa,   y  despu€s   se

titul6  el  6ster  formado,   por  medio  de  la  enzima  auxiliar.     La

glucoquinasa   se   incub6  a  pH   7,5   durante   5,   10  y   15  min,   a

pH   7,5   y   30°,   en  presencia   de  urea   8  M  y  de   los   componentes

del   ensago   la,   en  ausencia  de  NADP  y  de  glucosa-6-fosfato-

deshidrogenasa.     A  los  tiempos  mencionados  se  retiraron  all

cuotas,   que  se  diluyeron   10  veces  en  la  mezcla  de  reacci6n

sin  glucoquinasa,   glucosa  y  ATP,   pero  con  NADP  y  glucosa-6-

fosfato-deshidrogenasa,   para  titular  el  glucosa-6-P  acumula-

do.     La  actividad  fosforilante  de  glucosa  fue  cero.     En  expe

rimentos  de  igual  disefio  en  que   se  us6  urea  3  M,   la  actividad

fue  alrededor  de  un  5%   del  control,   como  cuando  se  registra

en  forma  continua  la  formaci6n  del  glucosa-6-fosfato.     Maccioni

(1975)   tuvo  resultados   semejantes.

La  inhibici6n  por  urea  parece  ser  inmediata,   dentro  de

los  llmites  del  procedimiento  de  medida  de  la  actividad  enzi-

matica;   ademas,   parece  ser  revertida  en  forma  instantanea,   al

disminuir  la  concentraci6n  de  urea.     Asl,   la  tabla  VII  muestra

los  resultados  de  dos  experimentos  con  registro
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TABLA  VII

E6e.cko   de,  2n  adLci6n  dQ.  ute.a  dujutyt±Q,  ct  a.yiAayoa

Exp.              Urea             Actividad             Actividad
M                  nmol/min                relativa

0                        1,71;    1'70

0'91               0'70;    0'68

0                        1'34

0,91                0,47;    0,46

a  Despu€s  del  registro  de  la  actividad  de  la  enzima  durante  15  a  16

min,   se  agregaron  50  ul  de  urea  10  M  (o  ague)   a  los  500  ul  inicia-

les  y  se  continu6  el  registro  durante  20  a  25  min.     La  glucoquina-

sa  provenia  de  la  etapa  de  Sephadex  (m6todo  2)   y  la  actividad  se  de

termin6  mediante  el  ensago  la,   pH  7,5,   con  glucosa  2  mM.     La  activi

dad  promedio  de  los  4  ensayos  antes  de  la  adici6n  de  urea  o  agua  fue

2,19nmol/min   (intervalo  2,00-2,29)   en  ed  Exp.1    y    1,6nmol/min   `

(intervalo   1,55-i,65)    en  el  Exp.   2.
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espectrofotometricocontinuo  en  los  que  ia  adici6n  de  urea

(0,91  M  final)   al  medio  de   reacci6n  en  que   esta   funcionando

la  enzima   (sistema  completo)   provoc6  en  forma  inmediata  una

inhibici6n.     La  magnitud  fue  semejante  a  la  que  se  hubiera

obtenido  en  un  ensayo  como  el  de  la  figura   31,   en  que  la  urea

se  agreg6  3  min  antes  de  iniciar  la  reacci6n  con  glucosa  o

con  ATP.     La  Tabla  VIII  muestra  los  resultados  de  otros  dos

experimentos  en  los  que  la  mezcla  de  reacci6n  con  glucoquin±

sa   (450   ul) ,   pero   sin  glucosa   (Exp.   i)   o   sin  glucosa  y  sin

ATP   (Exp.   2) ,   se  incub6  durante  tiempos  variables  en  presen-

cia  de   urea   1,11  M.     Al  afiadir  glucosa   (2  mM  final)   o  gluco-

sa   (2  mM  final)   mss  ATP   (5  mM  final) ,   segtin  el   caso,   se   ini-

ci6  el  aumento  de  la  absorbancia  despu6s  de  un  pequefio  retar

do,   retardo  que  es  igual  al  de  los  controles  preincubados  sin

urea.     Los  valores  finales  fueron  independientes  del  tiempo

de  preincubaci6n  con  urea  y  similares  a  la  fracci6n  de  veloci

dad  obtenida  al  agregar  urea  despu€s  de  iniciada  la  catalisis

(tabla  VIII)  ,   o  poco  antes  de   iniciarse   (Fig.   31) .     Este  hecho

se  ilustra  claramente  en  el  experimento  2,   en  que  la  actividad

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

s imultaneamente .

Un  resultado  adicional  interesante  de  estos  experimentos

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

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

E6e.cto   de.  £ci  pre{i¢c.LtbcLct6n   de  fcL  gfttc.oqLL£"a6cL  c.ow  tutecL  po4  ttempo6

vandde2,eA.     Eb±abiIAda.d  de.  Rn  a.yLziima  a.yL  pn.QAQ,ncka     de  uno,a:a

Exp.       Preincubaci6n      Actividad      Actividad      Registro  de  la
min                 nmol/min         relativa Cur¥:e::bpr°-

min

0'52

0'55

0'53

0'51

1,52

0'64

0,54

0,68

1

0'42

0,36

0,45

a  La  enzima  se  preincub6  a  30°  en  la  mezcla  de  ensayo  sin  glucosa   (Exp.

a

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

su  ausencia.     Despu€s  de  los  tiempos  indicados,   se  iniciaba  la  reacci6n

con   glucosa  2   mM   (Exp.i)   o   con   glucosa   2  mM  mss  ATP   5   mM   (Exp.   2).      La

concentraci6n  de  urea  en  el  ensayo  era  de  i,0  M.     Se  registraba  el  aumen
to  de  absorbancia  durante  tiempos  variables  y  prolongados.

Corresponde  al  tiempo  total  registrado,  y  durante  el  cual  1a  curva  de

progreso  fue  lineal.
Control  sin  urea.
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muy  prolongado,   que  en  el  experimento  1  de  la  tabla  VIII  lie

ga  a   80  min.     Este  hecho  es  muy  reproducible.     En  efecto,   en

los  diferentes  experimentos  realizados  con  urea  presente  en

el  ensayo,   se  observ6  estabilidad  por  tiempos  prolongados

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

y  altas  de  urea   (2  M) ,   a  diferencia  de  lo  que  ocurri6  en  los

experimentos  con  trit6n,   en  que  habfa  inestabilidad  durante

el  ensayo.   Una  posible causa  de la inestabilidad en presencia

de  trit6n podrla  ser la  ba].a  concentraci6n de  DTT  usada  (0,1"),

en contraste con la  mayor concentraci6n  (2,5 mM)  usada  con urea.

En  otro  conjunto  de  experimentos   (tabla  IX) ,   la  prepa-

raci6n  enzimatica  se  mezcl6  con  soluciones  frescas  de  urea

preparadas   en  amortiguador  Tris   10  mM,   pH   7,5,   de  manera  de

tener  concentraciones   finales  de  urea  de   1,   3  u  8  M  y  se  in-

cub6  a  30°   durante  20   6  30  minutos.     Transcurrido  este  tiem-

po  se  retiraron  alrcuotas  y  se  midi6  la  actividad  con  gluco-
sa   100   mM,   mediante   el   ej]sayo   la   a  pH   7,5.      La   diluci6n   de

la  enzima  en  el  medio  de  ensayo  se  hizo  como  para  obtener,

durante  la  medida  de  la  actividad,   lag  concentraciones  de

urea  que  se  indican  en  la  tabla.     Es  importante  destacar  que

con  una  concentraci6n  de  urea  de  8  M  en  el  ensayo  se  tiene,

como  di].imos  anteriormente,   una  completa  inactivaci6n,   atin

en  presencia  de  glucosa   200  mM.     Los  valores  de  actividad

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

RQjjQiiAibiAAdad  dQ.  2n  ac.cA6n  dQ,  Lutca  bobh.a  ha  gkuc.oqutyLasa..   E6e.cto   dQ.  ha

prQAyLoubact4yL  dQ.  2.a  g2u:coqutyLascL  coyL  u)LQix  bobnQ.  ha  cLcitvAdad  mQ.dLda.

LLttenAomQ,yutQ,  a  uno  c.once.yLhacA6yL  me,yLon  dQ.  u}Lcaa

PREINCUBACION

Exp.        Tiempo       Urea
minM

ENSAYO

Urea      Actividad
M           nmo I/min

Actividad
relativa

200

201

300

303

300

308

0                         4'82

0'05                4,97

0                         2'68

0'8                  1'51

0                         0'58

0'8                  0'32

aLa   preincubaci6n  de  la  glucoquinasa  se  hacia  a  30°  en  amortiguador

(tris   10  mM,   pH  7,5) ,   o  en  presencia  de  urea,   preparada  en  el  mismo

amortiguador,   sin  otros  componentes  que  los  que  aporte  la  preparaci6n

enzimatica   (m€todo  2;   Sephadex).   Una  allcuota  de  la  mezcla  se  agregaba

al  medio  de  ensayo   para   medir  la   actividad   con  glucosa   loo   inM

(ensayo  Ja,   pH   7,5).
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acci6n  de  la  urea,   reversibilidad  que  el  registro  espectro-

fotometrico  muestra  como  casi  instantanea.     I,a  actividad  fi-

nal  corresponde,   con  mucha  aproximaci6n,   a  la  esperada  de

acuerdo  con  las  concentraciones  de  urea  y  de  glucosa  en  el

ensayo.     Sobre  la  base  de  estos  resultados  y  los  de  las  figu

ras  31  y  32   se  puede  concluir  que  el  efecto  inhibitorio  de

la  urea  a  concentraciones  de   1,   3  y   8  M  serla  completamente

reversible,  pues  al  diluir  la  urea  se  llega  al  efecto  corres

pondiente  a  la  concentraci6n  final  de  la  urea  obtenida.     Por

extrapolaci6n,   puede  postularse  que  si  se  eliminara  por  com-

pleto  la  urea   (por  dialisis  o  filtraci6n  en  geles,   por  ejem-

plo) ,   se  deberla  recuperar  la  actividad  total  de  la  gluooqui
nasa.

Pilkis   (1972)   sostiene  que  la  incubaci6n  de   la  glucoquina

sa  de  rata  con  urea  1,   2  y  3  M  por  5  minutos  en  ausencia  de

glucosa  produce   25,   75  y  90%   de  inactivaci6n,   respectivamente.

La  presencia  de  glucosa  1  M  impedirfa  esta  inactivaci6n,   pero

no  serla  efectiva  a  una  concentraci6n  de  urea  de  4  M,   en  que

la  inactivaci6n   serla  de  casi  un   100%.     Como  no  da  ninguna

descripci6n  de   la  forma  en  que   fueron  hechos  estos  experimen

tos,   no  es  posible  conocer  su  significado  y  compararlos  con

los  nuestros.     Maccioni   (1975)   tambi€n  refiere  una  reversibi-

lidad  con   urea   8  M.
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I.a  inhibici6n  por  urea,   como  ya  se  sefial6,   aunenta  al  dis

minuir  la  concentraci6n  de  glucosa,   lo  que  indica  que,   ademas

de  afectarse  la  actividad  catalltica,  podrlan  modificarse  pa-

rametros  cin€ticos  como  Ko.5    y  nH.     Con  el  objeto  de  analizar

este  aspecto,   se  estudi6  la  funci6n  de  saturaci6n  de  la  glu-

coquinasa  con  glucosa,   en  ausencia  y  en  presencia  de  urea.

Se  eligieron  concentraciones  de  urea  que  dieran,   con  glucosa

100  mM,   una  pequefia   inactivaci6n   (alrededor  de   10%)   o  una

inactivaci6n  considerable   (alrededor  de  50%) .     Los  gr5ficos

de  Hill  de   la  figura   32a  muestran  un  experimento  enque   se

us6  urea   0,2   y   1,0   M.      Se   observa  un  aumento   del  Ko.5    desde

un  valor   de   8,6   mM   (control)  a  10,1  mM  con   urea   0,2  M  y   a  15,8"

con  urea   1,0  M.     Sin  embargo,   la  cooperatividad  permanece

constante,   pues  no  se  observa  un  efecto  significativo  sobre

el  coeficiente  de  Hill,   el  cual  conserva  valores  similares

al  control.

La  inhibici6n  de  la  actividad  es  una  funci6n  de  ambos  com

ponentes  del  sistema,   glucosa  y  urea,   pero,   aunque  se  aunente

la  concentraci6n  de  glucosa  hasta  200  mM,   se  observa  siempre

una  menor  actividad  que  depende  de  la  concentraci6n  de  urea

presente.     La  velocidad  maxima,   en  efecto,   es  disminuida  por

la  urea,   1o  que  se  ilustra  en  la  figura  32b    con  un  experimen

to  diferente  del  de  la  figura  32a,   donde  tambi6n  se  habla  he-

cho  la  misma  observaci6n.
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1             3            10         30        loo

[Glucosa].mM Velocidad /  [Glucosa] , nmol min-JmM-1

Ffgu}ia  32.    E6Q,cto  de  ha  uitca  boblte  ha  6unct6n  de  batu}Lact6n  de  ha  g2LLc.o-

qLLfncL6a  a.on  gfuc.o6a.      Se  usa   1a  misma  preparaci6n  de   enzima  que  en   la
figura  31.    La  actividad  se  ensay6  a  diferentes  concentraciones  de glucosa

(1  a  200  ")   en  ausencia  o  en  presencia  de  urea,  mediante  el  ensago  la   a

pH   7,5    .

a/   Grfflcos  de  Hill.   L€i  reacci6n  se  inici6  con  la  adici6n  de  ATP.

(0)      Sinurea:       V=     12nmol/min;      nH    =     1,46;      Ko.5    =    8,6nM

(D)      urea   O,2M   :       V=    10,9   nmol/min;      nH   =    1,44;      Ko.5    =    10,1   "

(A)      Urea   1,0   M   :       V=     7,0   nmol/min;      nH    =     1,36;      Ko.5    =     15,8   nM

bJ   Grsficos  c!e  Eadie-Hofstee.     La  reacci6n  se  inici6    conla  adici6n   de

91ucosa.

(o)      Sin  urea:      V   =    4,24  nmol/min;      nH    =     I,58;      Ko.5    =    8,7

(.)       tfrea   1,OM:       V=    2,40nmol/min;      nH    =     I,47;     Ko.5    =     17,4
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En  el  caso  de  enzimas  oligom€ricas  el   tratamiento  con  urea

ha  resultado  un  procedimiento  efectivo  para  suprimir  o  dismi-

nuir  la  cooperatividad.     Un  ejemplo  clasico  eselde  laasparta

to  transcarbamilasa,   cuya  incubaci6n  con  urea  elimina  la  coo-

peratividad  con  aspartato   (Gerhart  y  Pardee,   1962) .     En  la

hexoquinasa  Ill   de  trigo,   una  enzima  monom€rica,   la  urea, tam-

bi6n  ha  resultado  efectiva  como  agente  desensibilizador.     En

efecto,   una  pequefia  concentraci6n  de  urea   (0,05  M)   es   suficien

te  para  desensibilizar  la  enzima  de  manera  que  se  elimina  la

cooperatividad  negativa  con  glucosa,   haci6ndose  michaeliana

la   funci6n  de   saturaci6n   (Meunier  et   al.,1974)  .     En   contrapo

sici6n  con  nuestras  observaciones  con  glucoquinasa,   llama  la

atenci6n  que  a  esa  concentraci6n  de  urea  hay  una  marcada  inac

tivaci6n  de   la  hexoquinasa  L[,   que   se  puede  estimar  en  un  40%

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

e)    Comentario   general

Se  estudi6  el  efecto  del  trit6n  y  de  la  urea    sobre  la  g1!

coquinasa,   debido  a  que  estos  agentes  producen  un  desplegamien

to  de  las  cadenas  polipeptfdicas  y,  en  el  caso  de  estructuras

oligom€ricas,   una  disociaci6n  en  subunidades.     Si   la  glucoqui

nasa  existiera  en  mss  de  una  conformaci6n  enzimatica,   esos

agentes  podrian  inactivarlas  diferentemente  o  desplazar  el
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equilibrio  entre  estados  conformacionales  con  propiedades  ci

n€ticas  distintas.     Tambi€n  cabe  la  posibilidad  de  que  bajo

su  acci6n  se  indujera  una  nueva  conformaci6n,   todavla  catall

ticamente  activa,  pero  que  no  presentara  cooperatividad  cine

tica  con  glucosa.     De   igual  manera,   la  modificaci6n  qulmica

de  algunos   residuos   de  aminoacidos   de  una  enzima,   ademas  de

poder  interferir  directamente  en  la  catalisis,   puede  produ-
cir  alteraciones  conformacionales  del  sitio  catalltico  o  de

regiones  alejadas  de  61,   que  se  traduzcan  en  efectos  simila-

res  a  los  del  triton  y  la  urea.     Asimismo,   el  calentamiento

de  una  enzima,   si  bien  puede  ocasionar  una  desorganizaci6n

completa  de  la  mol€cula,   con  p€rdida  total  de  la  actividad

catalltica  en  determinadas  condiciones  experimentales   (nivel

de   temperatura,   composici6n  del  medio) ,   puede  tambi€n  afectar

solo  ciertos  dominios  de  la  protefna  y  originar  alteraciones

conformacionales  que  lleven  a  una  inactivaci6n  parcial,   con

consecuencias   seme].antes.

Desde  el  punto  de  vista  cin€tico  esas  alteraciones  con for

macionales  pueden  expresarse,   como  modificaciones  de  los  pars

metros   Cin€ticos  Vmax   i   Ko.5    y  nH   en  Con].unto  o  en   forma   inde

pendiente .

Si  bien  algunos  de  los  tratamientos  se  efectuaron  solo  an-

tes  del  ensayo  o  solo  durante  €1,  mientras  otros  se  hicieron

en  ambas  condiciones,   segtin  se  detall6,   los  resultados  entregan
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una  conclusion  general  similar.     Al  someter  la  glucoquinasa

a  la  acci6n  de  trit6n,   calor,   fotooxidaci6n  o  urea,   se  pro-

ducen  alteraciones  lmportantes  en  la  actividad  enzimatica,

que   implican  disminuci6n  en  la  velocidad  maxima  y  aumento

del  Ko.5 , Pero  no  modificaciones  significativas  del  coeficien

te  de  Hill.     Las  alteraciones  en  el  Ko.5    sefialan  que  todos

los   tratamientos,   en  las  condiciones  empleadas,   ademas  de  con

ducir  a  una  posible  inactivaci6n  total  de  una  fracci6n  de  las

mol€culas  de  enzima,   que  podrfa  ser  la  causa  de  la  disminuci6n

de  Vmax   ,   Producen  modificaciones  en  la  conformaci6n  de  mole-

culas  de  la  glucoquinasaque retienenactividad   total  o  parcial.

Una  situaci6n  semejante  ocurri6  tambi€n  al  varlar  la  compo-

sici6n  del  medio  en  cuanto  a  concentraci6n  de  DTT,   pH  y  fuerza

i6nica,   como  se  analiz6  en  el  capltulo  2.

Los  experimentos  con  agentes  desnaturalizadores  durante  el

ensayo  presentan, sin  embargo,   una  complicaci6n  en  su  interpre-

tacl6n,  pues  la  inactivaci6n

de  acuerdo  a  la  concentraci6n  de  sustrato  presente,   debido  a

la  acci6n  estabilizadora  de  6ste.     Asl,   podrla  ser  que  la  urea

o  el  trit6n  logren  desensibilizar  a  la  glucoquinasa,  es  decir,

supriman  la  condici6n  molecular  responsable  de  la  cooperativi-

dad .  Sin embargo,  como la inactivaci6n es mayor  a  bajas concentra

Ci(lnac:  flo  ;`1 `.~___

que  ocasionan  varf a  en  magnitud

clones de glucosa,  puede producirse una  aparente

que enmascare la  desensibi`lizaci6n.  La  constancia  del valor del
cooperatividad
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coeficiente  de  Hill  a  Pesar  de   los  Cambios  de  la  Vmax  y  del

Ko.5    ,   hace  Pensar  que  la  urea  y  el  trit6n  no  interf ieren  en

el  mecanismo  responsable  de  la  cooperatividad  en  la  enzima

nativa.     Es  decir,   no  solo  se  mantiene  la  cooperatividad  si-

no  que  ademas  el  grado  de  ella  es  esencialmente  igual  al  de

la  enzima  nativa,   lo  que  no  serla  de  esperar  si  la  cooperati

vidad  fuera  el  resultado  de  una  inactivaci6n  diferente  a  ca-

da  concentraci6n  de  glucosa  y  a  cada  concentraci6n  Gel  agen-

te.     Una  manera  de  poner  a  prueba  esta  situaci6n  serla  buscar

una  condici6n  en  que  se  tenga  una  cin6tica  michaeliana  y  es-

tudiar  si  en  esas  condiciones  se  induce  o  no  la  cooperativi-

dad  en presencia  de urea  u  otro  agente.   Por ejemplo,  como  se

vera  en el capitulo  4,  a  bajas concentraciones de  MgATP  se logra

una  cin€tica  michaeliana  con  glucosa,   de  modo  que  esa  serfa

una  buena  condici6n  experimental  para  estudiar  el  efecto  de

urea,   que  todavia  no  se  ha  explorado.

Se  puede  postular, entonces,   que  la  urea  y  el  trit6n,   lo

mismo  que  otros  agentes  y  condiciones  estudiados   (calor,   fo-

tooxidaci6n,   oxidaci6n  de  puentes  disdlfuros,   fuerza  i6nica,

pH) ,   puedan  alterar  la  conformaci6n  general  de  la  glucoquina

sa,   lo  que  se  manifiesta  a  nivel  del  sitio  catalftico  por  un

aumento  del  Ko.5     (excepcionalmente,   disminuci6n)   y  por  una

disminuci6n  de  la  Vmax.     Esta  alteraci6n,   sin  embargo,   no
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interferirla  en  el  efecto  especffico  de  la  glucosa,  que  po-

drla  consistir  en  la  inducci6n  de  un  cambio  conformacional

responsable  de  la  conducta  cin€tica  cooperativa,   como  anali

zaremos   en   la   Discusl6n.

Ija  susceptibilidad  de  los  parametros  Ko.5   y  Vmax   a  experi

mentar  cambios  frente  a  variaciones  en  las  condiciones  del

medio  de  reacci6n  en  que  se  ensaya  la  glucoquinasa  o  frente

a  pretratamientos  de  ella,   contrasta  con  la  constancia  del

coeficiente  de  Hill  en  las  mismas  condiciones.     Parecer±a

que  la  conducta  cin6tica  cooperativa  esta  muy  ligada  a  la  ac

tividad  catalitica,   de  manera  tal  que  en  la  medida  en  que  la

enzima  conserva  actividad,   conserva  tambi6n  la  conducta  cin€

tica  no  michaeliana.     En  otras  palabras,   la  cooperatividad

parecerf a  estar  estrechamente  ligada  al  ciclo  catalitico.



4.     DEPENDENCIA    DEL    EFECTO    CO0PERATIVO     RESPECTO    A    I,A

CONCENTRACION     DE     MgATP

Puesto  que  la  glucoquinasa  aparecia  como  una  prot€:Ina  mo

nom€rica   (ver  mss   adelante) ,   se  decidi6  explorar  si  el  meca-

nismo  cin6tico  de  la  enzima  pudiera  dar  cuenta  de  la  sigmoi-

dicidad  observada.     Ferdinand   (1966)   habla  propuesto  una  ex-

plicaci6n  para  el  fen6meno  de  cooperatividad  en  una  reacci6n

BiBi,   basada  en  el  mecanismo  cin6tico  de   la  reacci6n,   que  no

requerla  interacci6n  de  subunidades   (ver   Dlscusl6n)   y  en     la

cual  el  grado  de  cooperatividad  con  respecto  al  sustrato  va-

riable  dependerfa  de la  concentraci6n  del  sustrato  fijo.     Pa

reci6  pues  importante  pesquisar  si  el  grado  de  cooperatividad

de  la  glucoquinasa  con  glucosa  era  dependiente  de  la  concen-

traci6n  de  MgATP.     Los  primeros   intentos,   en   los  cuales   se  ex

plor6  un  rango  de  concentraci6n  que  iba   desde     los     valores

cercanos   a  la   Kin   hasta  concentraci6n   saturante,    mostraron

una  aparente  independencia  del  grado  de  cooperatividad  con

respecto  a  la  concentraci6n  de  MgATP.     No  fue  posible  en  esos

experimentos  explorar  concentraciones  mss  bajas  de  MgATP  por

no  disponer  de  una  enzima  lo  suficientemente  activa  como  para

obtener  resultados  conf iables  en  los  ensayos  en  que  se  emplea

ban   las   concentraciones  menores  de  glucosa  y  de  MgATP.     Sin

embargo,   alg6n  tiempo  mss  tarde  se  repitieron  estos  experimen

tos  con  preparaciones  de  mayor  actividad  especf f ica  y  se  pu-

dieron  explorar  concentraciones  de  MgATP  tan  bajas   como  0,1

155
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veces   la  K   .   Se  observ6  que  el  grado  de  cooperatividad  depep
in

d±a  de  la  concentraci6n  del  sustrato  nucleotidico.     En    los

ensayos  debieron  emplearse  diferentes  cantidades  de  glucoqui

nasa,   por   lo  cual  las  velocidades   se  normalizaban  tomando  co

mo  referencia   la  cantidad  menor  de  enzima.     Algunos  puntos

experimentales  se  determinaban  con  dos  cantidades  sucesivas

de  enzima  y  una  vez  normalizados  no  diferian  entre  sl  mss

que  los  duplicados  de  rigor.     Pudo  demostrarse  que  el  grado

de  cooperatividad  dependla  de  la  concentraci6n  del  sustrato

nucleotidico   (Cardenas   et   aJ.,1977;   1979).      En   los  gr6ficos

de  Hill  de  la  figura  33  se  ilustra  un  experimento  en  que     se

determinaron   los   parametros   cin€ticos   con  ATP   5  mM  y  ATP

0,05  mM.      Con   la   concentraci6n   saturante  de  ATP    (5  mM)      los

Valores   de   nH    (1,5)   y  de   Ko.5     (5,0  mM)    fueron   los   habituales,

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

ci6n  de   saturaci6n  hiperb6lica   (nH   =   1,0)   Con  Ko.5    igual     a

3,7   mM.      Storer   y  Cornish-Bowden   (1976b)comunicaron   tambi€n

un  descenso  del  nH  al  disminuir  la  concentraci6n  de  ATP,   pe-

ro  no  exploraron  un  intervalo  amplio  de  concentraciones    de

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

bien  los  predicen;    los    autores  no  mencionan  haber  observado

var±aciones   en  el  Ko.5  .     En  glucoquinasa  de  rana  aparentemen

te  tambi€n  disminuye  el  coef iciente  de  Hill  al  disminuir     la

concentraci6n  de  ATP.     Asl,   a  una  concentraci6n  de   10  mM     se
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Ghd&ic.ob    dQ,   Hi,k2   dQ.   ka.    6u.mc.i.6yL    dQ.   ba.±uhac.i6yL    pa.-

c±o6    c.oMc.a.M{Aclc{o"a,6    cfe   MgATP.        La    glucoquinasa,

de   la   etapa   de   purif icaci6n   de   sef arosa    (m6todo

25   U/mg   de   prote±na),    se   ensay6   a   diferentes   con

de   glucosa   en   presencia   de   ATP   5,0   mM    (0)    6

La   actividad   enzimatica   se   determin6   a   pH   8,0

ensayo   Ja.      La   mezcla   de   reacci6n   diferla   de   la

la   concentraci6n   de   algunos   componentes   y   conte-

nia   en   un   volumen   de   0,5   ml:    amortiguador   Tris-Hcl   80   mM,

KC1100    mM;     EDTA    0,1    mM,    DTT    2,5    mM,    NADP     1    mM;     glucosa-6-

fosfato-deshidrogenasa   0,64   U/ml;   Mgc12   en   concentraci6n   de

1   mM   en    exceso    sobre    la   concentraci6n   de   ATP;    ATP  0,05    6  5

mM;    glucosa    0,5    a    loo   mM   y    glucoquinasa    (2    a    15   mu).       El    sis

tema   se   incub6   por   3   minutos   antes   de   iniciar   la   reacci6n

con   la   adici6n   de   glucoquinasa.      Los   parametros   obtenidos

fueron:

(0)     ATP     5,0    mM:     nH    =     1,5;     Ko.5      =     5®0

(.)_     ATP    0,05    mM:     nH    =     1,0;     Ko.5      =    3i7
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tiene  un  valor  de  2,3   que  disminuye  a  1,8  a  una  concentraci6n

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

efecto  sobre  el  Ko.5  .

Los  resultados  de  varios  experimentos,   usando  otras  dos

preparaciones  diferentes  de  enzima,   se  resumen  en  la  figura

34, donde  se  muestra  que  a  medida  que  disminuye   la  concentra-

ci6n  de  MgATP  por  debajo  de   1  mM,   disminuyen  tanto   los  valo-

res  de  Ko.5    Como  los  de  nH.     La  funci6n  de   saturaci6n  se  hace

hiperb6lica  a  una  concentraci6n  de  MgATP  de  alrededor  de

0,2   Kin   (0,2  mM)  .      A  altas   concentraciones   de  MgATP   ambos   pars

metros,   nH  y  Ko.5  ,   tienden  a  permanecer  constantes.     En  mss

de  una  oportunidad  el  nH  obtenido  a  baja  concentraci6n  de

MgATP   fue  menor  que  1,0.     Esto  es   interesante  porque  al   simu-

lar  el  modelo  Ill   (ver   Discusi6n)   ocasionalmente  tambi6n   se

obtenlan  valores  de  nH  menores  que   1,0.     Cabe  destacar  que

conjuntamente  con  hacerse  hiperb6lica  la  funci6n  de  satura-

ci6n,   el  Ko.5    para  glucosa  disminuye,   es  decir,   aumenta   la

afinidad  para  glucosa.     Con  2-desoxiglucosa,   en  cambio,     el

nH  tiene  un  valor  de  1,0  en  un  amplio  rango  de  concentracio-

nes  de  MgATP  y  el  Ko.5    aumenta  al  disminuir   la  concentraci6n

del  sustrato  nucleotldico   (Niemeyer  et   al.,1978;   Monasterio,

1980) .     Una  situaci6n  semejante  se  observa  con  fructosa   (es-

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

proposiciones  de  Ferdinand, aunque  no  alcanz6  a  observarse  una
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ATP, mM

Figu.na    34.       In62ue.yLc.ia   d&   2.a    c.oyLceyL±n.ac.ion   de   MgATP   bobhe   ko6

pal^6me.t404    C.{VIG{{C.o4    Ko.5      y    nH.        La    glucoquinasa    (2,5    a    10

mu),    proveniente   de   la   etapa   de   sefarosa    (m6±oc!o   2,    act.    esp.

32   U/mg   de   protelna),    se   ensay6   a   diferentes   concentraciones

de   glucosa    (0,2    a    loo   mM)    en   presencia   de   ATP,    que   se   vari6

en    un   rango   de   concentraci6n   de    0,05    a    20   mM   como   se    indica

en   la   figura.      El   sistema   se   incub6   3   min   antes   de   iniciar   la

reacci6n   con   la   adici6n   de   ATP.       Las   dema§   condiciones   experi

mentales   fueron   las   descritas   en   la   figura   33.      Los   par6metros

cin€ticos   se   obtuvieron   mediante   el   programa   de   mlnimos   cuadra

dos   aplicado   a   la   funci6n   directa.    De   Cardenas   et   aJ.,1979.
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inhibici6n  por  MgATP    como   podrla  esperarse   de    su   modelo.

El  efecto   de   la    concentraci6n  de   ATP    es  de  importancia  pa-

ra  la  interpretaci6n   de  la   cin€tica   cooperativa   de  la  glu-

coquinasa,   por  lo   que  sera   discutido   mss  adelante,    en  re-

laci6n  a  los   modelos   propuestos  para   explicarla    (  ver   Dls-

cusi6n  )  .



5.    MODIFICACION    DEL    EFECTO    COOPERATIVO    DEBIDO    A    LA    PRESENCIA

I)E    ANAL,OGOS     I)E    GLUCOSA

Se  ha  descrito  que  en  algunas  enzimas  oligom€ricas  con  ci

netica  cooperativa,   los  analogos  del  sustrato,   capaces  de  ac

tuar  como  inhibidores  competitivos,   pueden  disminuir  la  coo-

peratividad  y  actuar  tambi€n  como  activadores  a  bajas  concen

traciones  del  sustrato  y  del  inhibidor   (Monod  et   al.,1965) .

Estos  resultados  pueden  ser  explicados  mediante  los  modelos

de  Monod   et   al.     (1965)    y  de   Koshland   et   al.    (1966),   asl   como

sobre   la  base  de   fen6menos  de   asociaci6n  y  disociaci6n  de  sub

unidades   (Frieden,1967).     En  una   enzima  monom€rica  podrfa

producirse  un  fen6meno  semejante  si  la  cooperatividad  fuera

la  consecuencia  de  la  entrada  del  sustrato  a  un  sitio  alos-

t€rico   (Frieden,   1964)  .   Tawhi€n  si   se  produjera,   inducido

por  el  sustrato,   un  cambio  en  la  proporci6n  de  formas  enzims

ticas  con  diferente  af inidad  por  el  sustrato  o  con  distinta

actividad  catalltica,  haciendo  que  predomine  la  forma  de  la

enzima  con  mayor  afinidad  o  con  mayor  actividad  catalitica

(Ainslie  et   a"   1972;   Ricard  et   a"   1974)    (ver  Djscusl67]).

Cualesquiera  fueran  la  estructura  de  la  glucoquinasa  y  la

explicaci6n  de   la  cooperatividad  con  glucosa,   pareci6  intere

sante  pesquisar  si  la  presencia  de   los  sustratos  alternativos

manosa,   2-desoxiglucosa  y  fructosa,   asl  como  del  inhibidor

competitivo    N-acetilglucosamina,    era   capaz,   por  una   parte,

161
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de  disminuir  el  grado   de  cooperatividad   y,    por   otra,    de

preducir activaci6n.    Se  explor6 tambi6n el efecto  de..1a  galac-

tosa,   la  cual,   si  bien  no  inhibe  la  fosforilaci6n  de  gluco-

sa   (Salas  et  a"   1965) ,  podrfa  servir  como  control  de  espe-

cificidad.

a)   Efecto   de   N-acetilglucosamina

La  N-acetilglucosamina  habfa  sido  descrita  como  inhibidor

competitivo  respecto  a  glucosa  en  la  reacci6n  catalizada  par

la  glucoquinasa   (Walker  y  Rao,1963;   Salas   et   al.,1965;

Parry  y  Walker,1966;   Gonzslez   et   al.,1967) .   El   grsfico  de

dobles  recfprocos  de  la  figura   35a    confirma  estos  resulta-

dos  y  muestra  el  aunento  del  Ko..5para  glucosa,   sin   cambio  de

la  Vjnajf ,   Con  Concentraciones  Variables  de  N-acetilglucosami

na.   En  la  figura   35b    se  linearizaron  las  curvas,   utilizando

en  la  abscisa  la  concentraci6n  de  glucosa  elevada  al  exponen

tenH,   con  lo  que  se  obtuvo  un  tfpico  patr6n  de   inhibici6n

competitiva.   Resultados  similares  a  los  de  la  figura  35 a  ,

en  cuanto  al  tipo  de  inhibici6n,   se  obtuvieron  en  otros  ex-

perimentos  realizados   a  pH   8,0   en   vez  de   7,5,   usando  gluco-

quinasa  de  mayor  actividad  especffica  y  un  rango  mayor  de

concentraciones   de  N-acetilglucosamina   (hasta  10  mM) .

Para  determinar  la  constante  de  inhibici6n   (K|)   y  elegir

las  concentraciones  adecuadas  del  inhibidor  en  futuros  expe-

rimentos,   se  examinaron  las  velocidades  iniciales  en  funci6n

de  las  concentraciones  del  inhibidor, a  varias  concentraciones
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03       0,40          0.1         0, 2
1/[glucosa], mM                                                  1/[glu6osa]n            -"

Figuha   35.       Ghd6i.c.ob   de   dob2.eb   nQ.c.£pn.ocob    pa.A,a   &a   iyLhi,bic.i6n

de   ka   g&u.c.oqulytaba   poh   N-ac.e.±ikg2uc.obamiyLa.       En   eL   gr'af ±co

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

al   exponente   nH   correspondiente   a   cada   concentraci6n   de   N-

acetilglucosamina.      La   actividad   f osforilante   de   glucosa   se
determin6   a   concentraciones   variables   de   este   sustrato   (I   a

200   mM)    en   presencia   de   diferentes   concentraciones   f ijas   del

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

matodo   I;    etapa   de   Sephadex;    act.    esp.1,6   U/mg   de   protelna)

se   midi6   a   pH   7,5   mediante   el   eJ]sayo   Ja   y   la   reacci6n   se   ini

ci6   con   la   adici6n   de   glucosa.      Los   resultados   se   normaliza-

ron   a   la   actividad   de   15   Inu   de   enzima.      Log   parametros   cin€-

ticos   nH   y   Ko.5     se   obtuvieron   de   los   graf icos   de   Hill   corres

pondientes   y   fueron:

nH

I.50

I.44

1'43

I.42

I,41
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fi].as   de    glucosa.        Los  resultados  se  muestran  en  el  gra-

fico  de  Dixon  de   la  f igura     36,   donde  se  coloca  el  valor  re-

c±proco  de   la  velocidad  en  funci6n  de  la  concentraci6n  del

inhibidor.   Las  lfneas  aparentemente  rectas  obtenidas  a  con-

centraciones  de  glucosa  sobre   4  mM,   se   cortan  en  el  cuadran-

te   izquierdo  superior  e  indican  que   la  inhibici6n  por  N-ace

tilglucosanina  es   linealmente  competitiva  con  glucosa,   con

una  Kj   de   0,14  ".   De  experimentos   realizados  con  otros  pro-

p6sitos  se  pudieron  tener  valores  de  Ki   muy   seme].antes   (0,11

a   0,13  mM).   Aun  mss,   con  una  preparaci6n   obtenida     con  el

„etodo   I  y  haciendo  los  ensayos   a  pH   7,5,   talhoi€n   la  Kj   fue

igual,   0,15  ".   Estos  valores  son  ligeramente  inferiores  a

los   descritos   anteriormente,   0,38  mM   (Gonzslez   et   a„   1967)

y   0,5  mM   (Walker  y   Rao,1963;   Salas   et   al„   1965   ;    Parry  y

Walker,1966).

Sin  embargo,   al  realizar  los  estudios  con  muy  bajas  con-

centraciones  de  glucosa   (±  2  "),   los  graficos  de  Dixon  no

son  lineales,   sino  curvos,   con  rna  concavidad  inferior,   reme

dando  en  cierta  forma  rna  inhibici6n  competitiva  parcial.   Es

to  puede  apreciarse  en  el  recuadro  de   la  figura    36 ,   donde

con  linea  continua  se  muestra  el  total  de   los  datos  obtenidos

con  glucosa  2  mM,       ilustrado  s6lo  parcialmente  en  el  grafi-

co  principal  y,   con  llnea  cortada,   los  datos  obtenidos  en  o-

tro  experimento  a  esa  misma  concentraci6n  de  glucosa.   I.a  no

linearidad  en  la  inhibici6n  por  N-acetilglucosamina  a  baja

concentraci6n  de  glucosa  puede  apreciarse  muy  bien  en  la
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0,3                      0,6

[N-Acetilglucosamina], mM

Fi.gu.na.   36.       Gn.d6ic.o   de.   Oix.on   dQ.   2a.   iyLhLbicL6n   polL   N-a.a.a.±iL-

g£Ltc.o4cLm{ncL    de    £Cl   gfttc.OquL{MLC16.CL.        La    actividad    f osf orilante

de   glucosa   se   determin6   a   distintas   concentraciones   f ijas   de
este   sustrato:    2    (0),    6    (I),10    (O)`y   20    (®)    mM,    en   pre-

sencia   de   concentraciones   variables   del   inhibidor   N-acetilgl±
cosamina,    seg6n   se   indica   en   la   figura.      La   glucoquinasa    (6,5

a    13   mu;    m€toc!o   2;    etapa   de   Sephadex   G-loo;    act.    esp.    2,8

U/mg   de   protelna)    se   midi6   a   pH   8,0   mediante   el   e}]sago   la,   y

la   reacci6n   se   inici6   con'1a   adici6n   de   glucosa.      Los   resul-

tados   se   normalizaron   a   la   actividad   de   6,5   mu   de   enzima.    En

el   graf ico   inserto,   con   l±nea   continua   se   muestra   el   result±
do   obtenidoconglucosa  2nM     .en      presencia   de   concentraciones

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

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

fico   inserto).      Con   1±nea   cortada   se   ilustra   otro   expetimen-

to   a   glucosa   2   mM,    realizado   con  `4,3   mu   de   glucoquinasa.
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figura  37,   donde  se  ilustran  dos  experimentos  en  que  se  uti

lizan   concentraciones   muy  bajas    (0,1,      0,2     y   0,6   mM).

Las   lf neas  curvas  de  concavidad  inferior  observadas  en  los

graficos  de  Dixon  a  bajas  concentraciones  de  glucosa,   indican

que  a  medida  que  aumenta  la  concentraci6n  de  N-acetilglucosa-

mina,   el  efecto  inhibitorio  relativo  se  va  haciendo  menor.

Esta  situaci6n  puede  tambi€n  expresarse  diciendo  que  a  bajas

concentraciones  de  glucosa   se  produce  una  cierta  activaci6n

de  la  enzima  por  N-acetilglucosamina,   que  de  alguna  manera  con

trarresta  la  inhibici6n.     Luego  volveremos  sobre  este  punto.

Otra  observaci6n  que  parece  ser  de  inter€s  es  que  en  el  gr6

fico  de  Dixon  en  que  se  utilizan  concentraciones  muy  bajas  de

glucosa,   las  pendientes  de  las  tangentes  trazadas  a  concentra

ci6n  cero  del  inhibidor  son  mucho  menores  que   las  esperadas

del  valor  de   la  constante  de    inhibici6n  K±,     calculada  €sta

con  las  concentraciones  de  glucosa  habitualmente  usadas   (alre

dedor  del  Ko.5  ) .     Esta  situaci6n  se  ilustra  en  la  figura  37,   en

la  cual  se  observa  que  las  prolongaciones  de  las  pendientes  no

se  cortan  en  el  cuadrante  izquierdo  superior,   lo  que  cin€tica-

mente  sugerirf a  la  aparici6n  de  un    componente    aparentemente

incompetitivo.         En  otras  palabras,   la  N-acetilglucosamina  de

berfa  estar  interactuando    con  mss     de  una  forma  de    enzima,

con  distintas  afinidades  y  cuya  proporci6n  relativa    serla    de

pendiente    de   la  concentraci6n  de  glucosa.       Como  discutiremos

mss  adelante,     en  virtud  de  nuevos  experimentos   (ver  D±scus±6j„ ,
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[N-Acetilglucosamina],mM

0.51

FlguJta   31.       Gitd6fco   de  Oi,x.on   de   fa.1yLh.Ibic.L6npoh.N-ac,a,±11gku

eo6amtnci   ci    bcij.cL6    coMic.en£^ac{OMie6    de   gfuLc.o6a.       La    glucoquina-

sa   proveniente   de   la   etapa   de   purif icaci6n   de   Sephadex   G-100

(I7iatodo   2;    act.    esp.    2,8   U/mg   de   proteina)    se   ensay6   a   concen

traciones   fijas   de   glucosa,   en   presencia   de   concentraciones

variables   de   N-acetilglucosamina   segGn   se   indica   en   la   f igura.
La   actividad   fosforilante   de   glucosa   se   determin6   a   pH   8,0   a

trav6s   del   eJ]sago   la.

a)    25   a   loo   mu   de   glucoquinasa   se   ensayaron   a   concentraciones

de   glucosa   de   0,2    (.),    0,6    (0)    y   2   mM    (I).       Los   resultados

se   normalizaron   a   la   actividad   de   loo   mu   de   glucoquinasa.

b)    130   mu   se   ensayaron   a   concentraciones   de   glucosa   de   0,i

(0)     y    0,2    mM    (®)
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es  posible  postular  que  la  enzima  inicialmente  presente   (E|)

genera  una  nueva  forma  de  enzima   (E||)   al   interactuar  con

glucosa, y que  €sta  persiste  un  cierto  tiempo  al  liberarse

del   complejo  enzima-glucosa.   La   figura  38     esquematiza  esta

situaci6n.   La  nueva  forma  E[|   ser±a  la  predominante  en  pre-

sencia  de  elevadas  concentraciones  de  glucosa,   alrededor  del

Ko.5  o  superiores,   y  tendrfa  una  alta  afinidad  por  N-acetil

glucosamina,   es  decir,   una  muy  baja  Ki.   Esta  nueva  forma  Err

corresponderia  a  la   "forma  activada"  de   la  glucoquinasa,   con

mayor  afinidad  por  glucosa,   que  da  origen  a  la  cin€tica   sig-

moidea   con  glucosa  y  con  manosa  y  que   analizaremos  en  detalle

en  la  Disousi6r2.   En  las  condiciones  en   que  se   realizaron   los

experimentos  de   las  figuras   35   y   36  ,   se  estaria  visualizan

do  la  inhibici6n  competitiva  con  la  forma  E||.  Mientras  me-

nor  es   la  concentraci6n  de  glucosa,   mayor  es   la  proporci6n

de   la  forma  E|,   que  tendria  menor  afinidad  por  N-acetilglu_

cosamina y,  por |o tanto,     una  constante  de  inhibici6n   (K±)   m±

yor.   En  las  condiciones  de   los  experimentos  de   la     figura

37      coexistirian  E|  y  E||,   y  se  pondrlan  de  manifiesto  tan-

to  K±   como  K±,   lo  que  hace   aparecer  la  inhibici6n  como  de   ti

po  mixto.   El  aparente componente incompetitivo  corresponderfa

a  la  expresi6n  de  K±   de   la  forma  E|.

Otra  manera  de  analizar  la  interacci6n  entre  glucosa    y

N-acetilglucosamina  a  bajas  concentraciones  de  glucosa  se  i-

lustra  en  la  figura    39  ,   donde  se  relaciona  el  valor  del
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2      [G:uco°sa],m2M       4          6

Fi.guha.    39.        EdQ.c.±o    dQ.    &a    a.oyLc.a.yL±hac.A6n    dQ.    g&uc.oba   bobnQ.    ka

{nh{b{c.{6"   4e,£c[{{ucl   POA   N-ale.a.t{£gftlc.o6clm{yicL.       La    glucoquin±

sa    (m6toc]o   2;    etapa   Sephadex;    act.    esp.    2,8   U/mg   de   protei-

na)    se   ensay6   a   concentraciones   variables   de   glucosa   en   au-

sencia   (vo)   y   en   presencia   de   distintas   concentraciones   f i-

jas   de   N-acetilglucosamina   (v±).      La   actividad   fosforilante
de   glucosa   se   determin6   a   pH   8,0   mediante   el   ensayo   la.      La

reacci6n   se   inici6   mediante   la   adici6n   de   glucosa.

a)    48   mu   de   glucoquinasa   se   ensayaron   en   presencia   de   N-ace-

tilglucosamina   0,38   mM   a   las   concentraciones   de   glucosa   indi

cadas   en   la   f igura.
b)    La   glucoquinasa    (10;    12,5;    25    y    100   mu)    se    ensay6             a

0,2;    0,6;    2;    3   y   6   mM   glucosa,    en   ausencia    (vo)    y   en   presen-

cia   de   las   concentraciones   de   N-acetilglucosamina   indicadas

en   la   f igura    (v±)
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cuociente  de   las  velocidades  en  presencia   (v±)   y  en  ausencia

(vo)   del  inhibidor  con  la  concentraci6n  de  glucosa,   a  conce±

traciones  fijas  del  inhibidor.     En  39a  se  observa  el  hecho  pa

rad6jico  que  la  inhibici6n  relativa   (v±/vo)   por  N-acetilglucg

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

ta   la  concentraci6n  de  glucosa  desde  0,1  hasta  2  mM.          En   la

figura  39b  se  presenta  una  familia  de  curvas,     que  muestra    el

mismo   fen6meno  al  utilizar  un  amplio  rango     de  concentraciones

de  N-acetilglucosamina.     De  nuevo  hay  indicaci6n,   entonces,   de

que  a  bajas  concentraciones  de  glucosa,   la  N-acetilglucosamina

es  menos  eficiente  como  inhibidor.       Al  incrementar  la  concen-

traci6n  de  glucosa  por  encima  de   2   a   3  mM  se  empieza  a  obser-

var  lo  tfpico  de  una  inhibici6n  competitiva,   es  decir,   va  dis-

minuyendo  la  inhibici6n  por  N-acetilglucosamina  a  cualquiera

concentraci6n  del  analogo.

Los    efectos    rec±procos   de    la   glucosa   y  de  la  N-acetil-

glucosamina   en  su    interacci6n   con    la   glucoquinasa   pueden

interpretarse   como   una   acci6n   cooperativa   de    la   glucosa,

pues    a   medida   que    aumenta    su   concentraci6n   dentro   de

ciertos  1£mites,   favorece  la  acci6n  inhibitoria  del    analogo.

El  fen6meno  tambi6n  puede     describirse     como  una     inhibici6n

cooperativa  de  N-acetilglucosamina  cuando  la  concentraci6n

de  glucosa  es  baja,   lo  que  se  ilustra  muy  bien    en  la  figura

40a.        Esta  corresponde  a  dos  experimentos     realizados   a     pH

7,5   con  una  preparaci6n     obtenida  con  el  m€toc!o   I.     En  presen

cia  de  glucosa   0,2  mM    se  observa  una  meseta,     es  decir,
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[N-Acetilglucosamina],   mM

0,5

Figuha   40.       E6Q.c.±o    dQ.   2a.   N~ac.a.±l&gLuc.obamiyLa.   boblLe.   ka.   ac.±ivLf

dctd    dQ,   Pa    g&uc.clquiyLa.ba    a.    ba.jcLb    a.civLc,a.yL±n,aci,one.A    dQ.    gkuc.obcL.

a)    La   glucoquinasa    (30   mu)    proveniente   de   Sephadex   G-100

(matodo   I,    act.    esp.i,6   U/mg   de   prote±na)    se   ensay6    en   pre-

sencia   de   diferentes   concentraciones   de   N-acetilglucosamina,

a   dos    concentraciones    fijas   de   glucosa:    0,2    (®)    y    1,0   mM    (0).

La   actividad   enzimatica   se   determin6   a   pH   7,5   mediante   el   en

sago   Ja.      La   reacci6n   se   inici6   por   la   adici6n   de   glucosa.

b)    Los   datos   corresponden   al   experimento   descrito   en   la   f igu

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

y    2    mM    (.   ).
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practicamente  no  hay  inhibici6n  hasta  una  concentraci6n   de

N-acetilglucosamina  de   4  mM   (>   25  veces   K±).      En  elotro  expe-

rimento,  realizado    con  glucosa  lmM,  la  meseta  ha  disminuido

de  tamafio,  pero   incluso   se  observa  una  pequefia  activaci6n  (10%)

con las  concentraciones  mss  bajas  de  N-acetilglucosamina.   Esta

observaci6n  recuerda los  aumentos  de  actividad  producidos  por

inhibidores  competitivos en  enzimas  oligom€ricas,  aunque  en es-

tos  casos las  activaciones  suelen  ser iguales  o  superiores  al

100%  (Monod   et  al. ,1965)  .    En   la   figura   40b   se   presentan   expe-

rimentos  hechos  a  pH  8,0  con  glucoquinasa  purificada  por  el

m€toc!o   2,  y  aunque  no  se  ve  elefecto  cooperativo  de  N-acetil-

glucosamina,   salvo  a  glucosa  0,2mM,  se  aprecia  como   la  inhi-

bici6n  relativa  es francamente  menor  al utilizar las  concentra-

ciones  menores  de  glucosa,  en  todo  el rango  de  concentraciones

del  inhibidor.

La  naturaleza  especial de la  interacci6n  de  N-acetilglucos±

mina  y  glucosa  con la  enzima, mss  alla  de la  competencia  por el

sitio  catal±tico,   se  expresa  tambien  mediante  otros resultados,

que  muestran una  disminuci6n  de la  sigmoidicidad  de la funci6n

de  saturaci6n con  glucosa  al aumentar progresivamente la  concep

traci6n  del analogo.    En  efecto,  en la  figura  41  puede observar-

se  que  a  medida  que  aumenta la  concentraci6n  de  N-acetilgluco-

samina,    aumenta  el  Ko.5   Para  glucosa  y  disminuye la  pendiente

de los  graficos de  Hill.    Llega  ahacerse hiperb6lica la  funci6n

de saturaci6n  (nH = 1,0)  cuando  la  concentraci6n  de  N-acetilglu-

cosamina  es   10mM   (alrededor  de   70   veces   Ki).    La    figura    42
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FAguna    41.        GfLd6ic.ob    dQ,    Hlkk    a,yL    pnQ.bQ,yLc.icL   dQ.    dib±i,yL±ab    c,oyLc,a.4

¢trcic.{owe6   de.   N-c[c.a.t{£gftlc.o6tlm{ncl.       La   actividad    f osf orilante

de   glucosa   se   determin6   a   concentraciones   variables   de   este

sustrato    (1    a   400   mM)    en   presencia   de   dif erentes   concentracio

nes   fijas   del   inhibidor   N-acetilglucosamina,   segdn   se   muestra
en   la   figura.      La   glucoquinasa,    4   a   8   mu    (matodo   2;    etapa

Sephadex;    act.    esp.    4,I    U/mg   de   protefna)    se   midi6   a   pH   8,0

mediante   el   ensatyo   la.      La   reacci6n   se   inici6   con   la   adici6n

de   glucosa.      Log   parametros   cin€ticos   se   obtuvieron   mediante

el   programa   de   minimos   cuadrados   que   ajusta   la   ecuaci6n   direc

ta   y   fueron:



5
[Glc NAc] , mM
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F;gulLa.    42.       Re.httmeyL   de,k.   a.4Q.a.±o    dQ.   2cL   N-ctc.a.±ikg&uc.obamiyLa.   bo-

btre   fo6    pcltr6me.Z4o6    C.{nGZ{C.o6    Ko.5     y   nH.       Se   promedi6   el   resu|

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

tr6   en   la   figura   41,   donde   se   describen   las   condiciones   expe-
rimentales   usadas    (De   Cardenas   et   al.,1979).
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muestra  la  variaci6n  en  sentido  opuesto  que  experimentan  los

parametros  Ko.5  y   nH  en  funci6n  de   la  concentraci6n  de  N-ace-

tilglucosamina.

El hecho  que los  graficos  de  la  figura  35  sean  parab6licos,

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

la  K±), se  debe  a  que la  concentraci6n  del inhibidor  no  es    lo

suficientemente  grande  para  producir una  disminuci6n  signifi-

cativa  enel  coeficiente  de  Hill.

El cambio  de los  parametros  cin6ticos inducidos  por  N-ace-

tilglucosamina  da  cuenta  de las  curvas  de   inhibici6n ilustra-

das  en la  figura  39,  pues  existe  una  muy  buena  correspondencia

entre  la  curva  calculada  de  acuerdo  con los  parametros cineti-

COS  (Ko.5,  nH)   y   los   Valores   experimentales.     Sinembargo,   los

calculos basados  en los  valores  de  estos  parametros  predecian

una  franca  estimulaci6n  a  muy  baja  concentraci6n  de  glucosa,

que no  se  observ6  experimentalmente.    Una  posible interpreta-

ci6n  de  esta  discordancia,en las  concentraciones  muybajas  de

glucosa,  radicarfa en el hecho  que  para los  calculos  se tomaron

los  parametros  cin€ticos  para  cada  concentraci6n  de inhibidor,

y  no  es   segura  su  validez  para las  concentraciones  muy  bajas

de  glucosa  (0,1  a  0,5mM).   En  resumen,  tanto la  cooperatividad  de

la  inhibici6n  como  el efecto  parad6jico  observado  a  las  con-

centraciones  bajas  de  glucosa, podrfan  ser  el resultado  de  dos

efectos  opuestos  operando  en forma  simultanea:  por  una  parte,

la  inhibici6n  competitiva  y,  por  otra,  un  cierto  grado  de

activaci6n  de  la  enzima.
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b)    Ef ecto   de   manosa

::a:==r°==:====rLa:h°L=LLdt=rrn===:::i._La9lucoqulnasa,hab±aS=:::I:f=ac=cL:=ncd°=°f=====L::a=:lil::i::::e:I:=====e°=ut=n=S::uch==:

;:aALL:Ls:=:C=:::::6=:S====j=:I:::k=a=:I::;a:drae==fcgt=u=o9q==f=::(e::a:`::I:==::=p=::=:Pd:i::a::::rlfaear::L^=Z_9:;:===7::uCE°:::::S:a:co

:::d=d=::ee:n::ec====Cs°=xdp=:+LL:ey=::o:rL:ee=:bc:a::`:,:==:6::tosE:e:==L°:a==°os,

::::a::=::u=====°=±==cP==L:==:9==:S:ae::::e:I:::=m=a=Sctu°=v====:L=::`:

:,::i:a=:L==Pcero=°=±=c±Po:Caas-=:``:::=::m=:i:=:==dL==CL=r===c:e::i:-iS\:::rf::==ndce°=a9n==Ca:S=eoEj:er=:==\:g=::i:==sLdt=dnt====n===Ct=:=:=o€_

::sS=:::=Scd=b==n==a:as::x=-:e=::C:a:'.a±==:=Ldnet=SK:°5nc=rt==:i_:cosa  sin  canbio  en  la  V

m`==.den::::Cuadro  de  |=.3f±====  =J3S=:=:md::edao=:e=rr======m=:X:-==:;=::==::==d=sd=u=::=Lgd==ag::_

::=Th=.::=x°==ne=n=eec==rH°::::q=:ee:v=::::11::rc==ca=nct=ra:==n=de:`::u=:C:Q=S:I::sea:P°En=n:fp=ret==:::h::ee=rvva:::I:=e:==C=ant==CncLe6=t=aeci:Ln

:ee===o°==.deE=oL=MP°r:=:=='h=cu=rv=ro:=rs===naL=n=°.n`,demanosade?nhm        - _._.QL   que   a   una-\=  \=="p°=raadb=L::::. I:  ::mple  gr=::==  ==ed=b==:

::e=s=oar==d6LL==:'csa==°s=e`c,:t::y¥:a|f=:=Lcd===:I:=rLn:no==:°a=n=gLf=:=ua=°Las`e:::r:aymeasL=dn=LLcaent=H'(F=g°\.

manosa,   al   igua|   crue   1]   `T

concentraci6n

reclprocos  ya

lo  tanto,  es
__.    \TLg.    49),   que      la
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0.3                  0,6                  0.9

1/[Glucosa],mM-1

FAguna   43.      Gnd6Aco   de   dobkQ.A   n.a.c±pnocob   paha   Pa   lnhibic.i6vL

de   gfuc.oqLL{"a&¢   Po4   mc[no6Cl.       La   actividad   f osf orilante   de

glucosa   se   determin6   a   concentraci`ones   variables   de   este   su±
trato    (I   a   400   mM),    en   ausencia   y   en   presencia   de   dos   concep

traciones   fijas   del   inhibidor   manosa:    6   y   20   mM.      La   gluco-

quinasa    (7,6   mu;   matodo   2;    etapa   Sephadex;    act.    esp.    2,8   U/mg
de   prote±na)    se   midi6   a   pH   8,0   mediante   el   ensagc>   Ia   y   la

reacci6n   se   inici6   con   la   adici6n   de   ATP   (concentraci6n   f inal
de   5   mM).      En   el   grafico   inserto   se   elevaron   las   concentracig
nes   de   glucosa   al   exponente   nH   correspondiente   a   cada   concen-

traci6n   de  manosa.      Los   parametros   cin6ticos   obtenidos   por   el

programa   de   mfnimos   cuadrados   aplicado   a   la   f unci6n   exponen-
cial   fueron:

nH

I.55

I,33

0.96
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En  todos  estos  experimentos,   en  que  se  usa  manosa  como  ln-

hibidor  y  se  mide  la  fosforilaci6n  de  glucosa,   se  us6  el  sis-

tema  de  ensayo  la  a  pH  8,0  y  se  inici6  la  reacci6n  con  la  adi

ci6n  de  ATP   (concentraci6n  f inal  de  5  mM) .     La  excepci6n     la

constituy6  el  experimento  de  la  figura  48b,  que  se  inici6  con

la  adici6n  de  glucosa  y  en  consecuencia  hubo  ciclos  catalfti-

cos   con  acunulaci6n,   aunque  pequefia,   de  manosa-6-fosfato  y  de

ADP.     No  hubo  problemas  en  la  medici6n  de  la  actividad,   pues

la  enzima  auxiliar  glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa  no  oxida

al  manosa-6-fosfato.

Con  el  objeto  de  determinar  la  constante  de  inhibici6nt

K±,   se  midieron  las  velocidades  iniciales  de  fosforilaci6n  de

glucosa  en  funci6n  de  concentraciones  variables  del  inhibidor,

a  diferentes  concentraciones   fijas  de  glucosa   (6,10  y  20  mM) .

Se  obtuvieron  los  resultados  que  se  ilustran  en  el  graf ico  de

Dixon  de  la  figura  44.     Al  igual  que  en  el  caso  de  la  N-aceti±

91ucosamina,   a  concentraciones  relativamente  altas  de  glucosa

(a  Ko.5  ) ,   se  obtuvieron  1£neas  aparentemente  rectas  que  se  col

tan  en  el  cuadrante  izquierdo  superior,  indicando  que  la  inhi

bici6n  es  competitiva  lineal.     Se  obtuvo  un  valor  de  K±  para

manosa  de   3,1  mM,   que  es   inferior  al  de  16  mM,   descrito  a

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

14  mM  para   la  enzima  de   rata   (Parry  y  Walker,   1966) .



FAguita   44.       GItd6ico   dQ.  0lx.on   de   ea.   iyLhfblc.i6n   pon   mayLclba   dQ.

£cL   gfuc.oqu{ncl6a;.      La   actividad   fosf orilante   de   glucosa   se   de.

termin6   a   distintas   concentraciones   fijas   de   este   sustrato:
6    (0),10    (I)    y   20   mM   (^),   en   presencia   de   concentraciones

variables   del   inhibidor   manosa   seg6n   se   indica   en   la   figura.
La   glucoquinasa    (10   mu,   matodo   2,    act.    esp.    2,8   U/mg   de   pro-

te±na)    se   midi6   a   pH   8,0   mediante   el   ensayo   la.      La   reacci6n

se   inici6   con   la   adici6n   de   ATP    (concentraci6n   final   de   5  mM).

K±  =  3,1    mM   manosa.
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En  cambio,   a  concentraciones   bajas   de  glucosa   (<   Ko.5  )   Se

observa  que,   al  igual  que  en  la  inhibici6n  por  N-acetilglucg

samina,   pero  en  forma  mss  evidente,   se  pone  de  manifiesto  un

aparente  componente  incompetitivo.     Asl,1os  graficos  de  Dixon

obtenidos  a  concentraciones  de  glucosa  de  1  y   2,5  mM  son  pare
lelos   (Fig.   45) .  Enel recuadro  de la  figura  45,  se  ha  dibujado

un grafico  con la  funci6n de  Cornish-Bdwden  (1974), que  da rectas

intersectantes  en  el  caso  de  una  inhibici6n  incompetitiva.

Con  esta  funci6n  se  pudo  estimar  un  valor  de  5,2  mM  para  Ki.

Este  cambio  en  el  patr6n  de  inhibici6n  podrfa  interpretarse

suponiendo  que  la  constante  de  inhibici6n  del  componente  cop

petitivo  K±  tiende  a  hacerse  infinita,  mientras  se  hace  medi

ble  la  constante  Ki  del  aparente  componente  incompetitivo  al

disminuir  la  concentraci6n  de  glucosa.

Una  interpretaci6n,  de  acuerdo  con  lo  discutido  anterior-

mente  en  relaci6n  con  la  figura  38,   serfa  suponer  que  la  mang

sa  puede  unirse  a  mss  de  una  forma  de  enzima  con  distintas

afinidades.     A  baja  concentraci6n  de  glucosa  tenderfa  a  predg

minar   la  forma  con  menor  afinidad  por  manosa  y  por  glucosa

(E[)    (Fig.   46)  .     La  uni6n  de  cualquiera  de  ambos   azticares   a

la  enzima  E[  inducirfa  un  cambio  conformacional,   originando

•una  enzima  con  mayor  afinidad  y,   quizas,   con  una  constante

catalltica  mayor   (E[[) ,   como  se  analizara  en  la   Dlscusi6r].

El  experimento  ilustrado  en  la  figura  44  mostrarla  la
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[Manosa],mM

Figuita.   45.      Gitd6lc.a   d¢   Ofxon   de   ka.   iyLhi.bic.16n   poit   maytoba   d¢

£¢   gfucoquLtnci6¢   fl   bcL/.fl4    c.a"c.a"tAcic.{o"e4    de   gfuco6ai.          Las

condiciones   experimentales   fueron   s.emejantes   a   las   descritas

en   la   f igura    44    .       Se   usaron   13   mu   de   enzima   y   se   determin6

1a   actividad   a   dos   concentraciones   de   glucosa:    1    (.)    y   `

2,5   mM   (0).       En   el   grafico   inserto   se   muestran   los   mismos

datos   en   un   grafico   de   Cornish-Bowden    (S/v,en   funci6n   de   I).

El   valor   de   Ki   para   manosa,   obtenido   a   partir   de   la   interse£

ci6n   de   las   1±neas   de   regresi6n   correspondientes   a   las   con-

centraciones   de   glucosa   de    I   y   2,5   mM   fue   de   5,2   mM.
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inhibici6n  competitiva  con  la  forma  E[[.

La  merma  en  la  inhibici6n  al  decrecer  la  concentraci6n  de

glucosa,   se  ilustra  muy  bien  en  la  figura  47,   donde  se  ve  que

la  inhibici6n  relativa   (vj/vo)   por  manosa  se  va  haciendo  ma-

yor  conjuntamente  con  aumentar  la  concentraci6n  de  glucosa

desde   0,1   hasta   2   6  3  mM.     Este  fen6meno  se  produce  en  toda

la  familia  de  curvas  generada  al  utilizar  un  amplio  rango  de

concentraciones  de  manosa.     Al  igual  que  en  el  caso  de  N-ace

tilglucosamina,  manosa  es  memos  eficiente  como  inhibidor  a

bajas  concentraciones  de  glucosa.     Al  incrementar   la  concen-

traci6n  de  glucosa  por  encima  de  3  mM  se  empieza  a  observar

lo  caracterlstico  de  una  inhibici6n  competitiva,  cual  es     la

disminuci6n  de  la  inhibici6n  al  incrementar       la  concentraci6n

del  sustrato.

Los  efectos  reciprocos  de  la  glucosa  y  de  la  manosa   en

sus  interacciones  con  la  glucoquinasa  pueden  interpretarse

como  una  acci6n  cooperativa  de  la  glucosa  que,   al  aumentar

su  concentraci6n  hasta  un  cierto  llmite,   favorece  la  acci6n

inhibidora  del  analogo.     Por  otra  parte,   el  fen6meno  tambi€n

puede  expresarse  como   una   inhibici6n  cooperativa   de  manosa

cuando    la   concentraci6n  de`glucosa   es  baja.     Esta   situa-

ci6n  se  ilustra   muy  bien  en  la   figura   48.     En  los   graficos

de  la   izquierda    (a)    se   muestra   la   inhibici6n   relativa

en    funci6n   de    la   concentraci6n   de     manosa.      Se   observa

que    en   presencia     de   glucosa     0,1  mM    existe     una    meseta,
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FiguJLCL  41.      E6Q,cto   de  ha  a.oyLce.vLtwc;6n  d¢  kou  9kuc.oba  boblt¢  Rn  inhibi,ct,6n

treAdiucL  potr  mc[mci6ci  de  {fl  g£Ltc.oqLt{mu6CL.      La   glucoquinasa   (7   a   28  mu;   ma-

todo  2;   Sephadex  G-100;   act.   esp.   2,8   U/mg  de  proteina)   se.  ensay6   a  con-

centraciones  variables  de  glucosa  en  ausencia   (vo)  y  en  presencia  de  dis-

tintas  concentraciones  fijas  de  manosa   (v±).   La  actividad  fosforilante

de  glucosa  se  determin6  a  pH  8,0  nediante  el  ensayo  la.   La  reacci6n  se

inici6  mediante  la  adici6n  de  ATP   (5  nM   final).   Los  puntos   son  experimen-

tales;   las  curvas  se  trazaron  de  acuerdo  a  calculo  considerando  los  para-

metros   cinaticos  a  dichas   concentraciones  de  manosa   (Fig.49a).
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FL9LLha   48.       E6ec.±o   de   rna.yLoba   bobit¢   ka   a.a.±lvida.d   d¢   9kuc.oquL-

yici6ci    cL    bci/'ci    c.omc.en{ACLc.{6yi    cte    gfuLc.o6ch

a)    La   glucoquinasa    (13    a   30   mu;    m€todo   2,    etapa   de   Sephadex,

act.    esp.    2,8   U/mg   de   proteina)    se   ensay6   en   presencia   de   d±

ferentes   concentraciones   de   manosa,   a   dos   concentraciones   fi

jas   de   glucosa:    0,i    (.)    y   2,5   mM   (0).       La   actividad   enzimi
tica   se   determin6   a   pH   8,0   mediante   el   ensayo.Ia.      La   reac-

ci6n   se   inici6   por    la   adici6n   de   ATP.

b)    Grafico   de   Dixon    (1/v   en   funci6n   de   la   concentraci6n   de

manosa)    correspondiente   a   los   datos   del   experimento   con   glu-

cosa   0,i   mM   descrito   en   a)



187

es  decir,    practicamente   no    hay    inhibici6n   hasta    una

concentraci6n  de  manosa  de   6  mM   (aproximadamente   2  veces   K±)  .

En  el   otro  experimento,   realizado  con  glucosa   2,5  mM,   aunque

no  se  ve  en  forma  clara  el  efecto  cooperativo  de  manosa,   se

aprecia  muy  bien  que,   en  todo  el  rango  de  concentraciones  del

inhibidor,   la  inhibici6n  relativa  es  mayor  que  con  glucosa

0,1  mM.     En  el  grafico  de   la  derecha   (b)   se  hizo  un  grafico

de  Dixon  con  los  mismos  datos  del  experimento  con  glucosa

0,1  mM,   pudiendo  apreciarse  que   se  obtiene  una   llnea  sigmoi-

dea,   en  vez  de  una  recta.     Una  situaci6n  similar  result6  al

hacer  el  graf ico  de  Dixon  c`on  los  datos  de   los  experimentos

con  N-acetilglucosamina  de   la  figura  40   (no   se  muestra) .

La  interacci6n  entre  manosa  y  glucosa,   que  va  mss  alla  de

la  simple  competencia  por  el  sitio  catalltico,   se  expresa

tambi€n  en  los  resultados  que  indican  una  disminuci6n  de  la

sigmoidicidad  de  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa  en  pre.

sencia  de  manosa,   como  se  coment6  a  prop6sito  de  la  figura

43.     En  efecto,   al  aumentar  progresivamente   la  concentraci6n

del  analogo,   junto  al  aumento  del  Ko.5   disminuye   la  pendien-

te  de   los  graficos  de   Hill   (Cardenas   et   al.,1976;   1977,1979)  .

En  la  figura  49,   en  el  panel  de  la  izquierda   (a)   se  muestra

un  experimento  en  que  la  reacci6n  de  fosforilaci6n  de  la  glu

cosa  se  comenzaba  con  la  adici6n  del  ATP,   como  era  lo  habitual

al  usar   la  manosa  como  inhibidor.     En  este  experimento,   al
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F,Lgowc  49.      Gnd&ic.ob   dQ.  HiAk  dQ,  ha  4unch6yL  dQ.  ba±una:ci6yL  dQ.  ha  gkueoqut-

rm[Ac[   c.oM  gfac.o6c[,   c[   d{6e/Leii±e;6   c.oyLc.eliz#ttc{omieA   de,  mcL"o6ci.      La   actividad

f.osforilante  de  glucosa,   de  la  glucoquinasa   (m6toc]o  2;   Sephadex  G-loo;

act.   esp.   4,1   U/mg  de  proteina)   se  determin6  mediante  el  ensago  la,   a

pH  8,0.    La  reacci6n  se  inici6  con  la  adici6n  de  ATP.
a/   4  a  8  nude  glucoquinasa  se  ensayaron  a  concentraciones  variables  de

91ucosa   (1  a  400  nM)   en  presencia  de  diferentes  concentraciones   fijas  del
inhibidor    manosa  segdn  se  muestra  en  la  figura.

Man

lM

0

0,6

6

10

20

Ko.5

Glc,  "
nH

I,59

1,39

1'36

1'22

1,06

b/   4  a  25  mu de  glucoquiriasa  se  ensayaron  a  concentraciones  variables  de

91ucosa   (0,2  a  400  IM)   en  ausencia   (0)   o  en  presencia  de  manosa  6  nM   (0).

(0)         nH=1,52;           Ko.5=5.0

(.)        nH=1,09;           Ko.5=16,3
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aumentar  progresivamente  la  concentraci6n  de   la  manosa  hasta

20  mM,   dismlnuy6  el  nH  desde   1,59   hasta  alcanzar  un  valor  de

1,06;   mientras   que   el   Ko.5    aument6  desde   5,0   hasta   32,5  mM.

En  el  panel  de  la  derecha   (b)   el  altimo  componente  adiciona-

do  al   sistema  de  ensayo  fue   la  glucosa,   de  modo  que  durante

la  preincubaci6n  existi6  fosforilaci6n  de  manosa.     El  efecto

de  la  manosa  fue  enteramente  analogo  al  del  experimento  ants

rior,   alcanzandose  un  valor  de  nH  igual  a  1,09  con  una  conce|

traci6n  de  manosa  de   6  mM.     Al  hacer   los  calculos  de  veloci-

dad  basandose  en  los  valores  de  los  parametros  cin€ticos

Ko.5    y  nH  obtenidos  a   las  distintas  concentraciones  de  manosa,

es  posible  obtener  curvas  a  las  que  se  ajustan  bastante  bien

los  valores  experimentales  de  la  figura  47.     Al  igual  que  en

el  caso  de  la  N-acetilglucosamina,   se  predecfa  un  estlmulo  a

muy  bajas  concentraciones  de  glucosa  que,   sin  embargo,   no   se

observ6  experimentalmente.     Parry  y  Walker   (1967)   describen

una  cin6tica  anormal  con  glucosa   (curva  bifasica  en  un  grafi

co  de  dobles  reclprocos) ,   la  cual  persiste  en  presencia  de

manosa   10   mM  y  de  N-acetilglucosamina   0,2  mM.

Tanto  la  cooperatividad  de  la  inhibici6n  como  el  ef ecto

parad6jico  observado  a  las  concentraciones  bajas  de  glucosa,

podrfan  ser  el  resultado  de  dos  efectos  opuestos,   operando

simultaneamente:   por  una  parte,   la  inhibici6n  competitiva  y,

por  otra,  una  cierta  activaci6n  de  la  enzima.     Es  decir,



190

N-acetilglucosamina  y  manosa,   aunque  compiten  con  glucosa  por

el  sitio  catalftico  de  la  enzima  y,  por  lo  tanto,   son  inhibi-

dores  competitivos,   serfan  al  mismo  tiempo  activadores,  debi-

do  a  la  posibilidad  de  generar  una  forma  enzimatica  mss  acti-

va.     Si  se  comparan  los  efectos  de  la  manosa  y  de  la  N-acetil

glucosanina,   en  t€rminos  del  cuociente   [1]  /K±,  puede  obser-

varse  que  la  manosa  es  mss  ef iciente  que  la  N-acetilglucosami

na  en  transformar  la  conducta  cin€tica  de  sigmoidea  en  hiper-

b6lica.     En  efecto,  mientras  una  concentraci6n  de  manosa  infe

rior  a  10  veces  K±  ya  logra  suprimir  la  cooperatividad,   en  el

caso  de  N-acetilglucosamina`  se  requiere  una  concentraci6n  su-

perior   a   40   veces   K±   (Tabla  X,   pfg.    205)  .
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c)    Efecto   de   2~desoxiglucosa.gfructosa

La  2-desoxiglucosa,   ademas  de  ser  sustrato  de  la  glucoqui

nasa,   actda  como  inhibidor  competitivo  respecto  a  glucosa  en

la  reacci6n  de  fosforilaci6n  de  este  azdcar   (Walker  y  Rao,

1963;   Parry  y  Walker,   1966)  .     El  grafico  de   dobles   reclprocos

de  la   figura  50a   confirma  estos  resultados,   aunque,   como  era

de  esperar,   se  tienen  llneas  parab6licas  en  vez  de  rectas.

Puede  observarse  que  en  presencia  de   2-desoxiglucosa  40  mM

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

rna  para  glucosa,   con  aumento  del  Ko.5  .     El  coeficiente  de  Hill,

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

La  fructosa,   debido  a  su  baja  afinidad  por  glucoquinasa

(alta  Kin) ,   ha   sido  poco  estudiada.     Se   la  habla  descrito  como

inhibidor  competitivo  respecto  a  glucosa  con  un  K±  de   300  mM

(Parry  y  Walker,   1966) .     El  grafico  de  dobles   recfprocos  de

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

mientras  el  control  sin  fructosa  es  una  curva  parab6lica,  el

experimento  en  presencia  de  fructosa  300  mM  es  una  recta,   lo

que  indica  una  disminuci6n  del  coef iciente  de  Hill  a  un  valor

de   1,0.     Luego  se  volvers  sobre  este  punto.     Con  el   fin  de  de

terminar  la  constante  de  inhibici6n  K±,   se  estudi6  la  varia-

ci6n  de  la  velocidad  de  fosforilaci6n  de  glucosa  en  funci6n

de  la  concentraci6n  de  fructosa,   a  distintas  concentraciones



192

0                0,15              0.30             0,45

1 / [Glucosa], mM-1

0.5

1/  [Glucosa],  mM-`

Fif}Ma  50.     Gnd6ic.o   de.  debkQAi   hQ.ckproc.ob   pa.ra  ha  inhAbieityL  de.  £a  6ob6o-

ulfcLct6"  de  gfuco6cL,   POA  2-deAoxtgthc.o6cL  y  POA  dutcto6cL.      La  actividad

fosforilante  de  glucosa,  de  la  g1.ucoquinasa  se  detemin6  a  pH  8,0  me-
diante  el  ensayo  la.   La  reacci6n  se  inici6  por  La  adici6n  de  ATP.

a)   4   a  10  mu  de  glucoquinasa   (m6todo   2;   Sephadex  G-loo;   act.   esp.   4,8

U/mg  de  proteina)   se  ensayaron  a  concentraciones  variables  de  glucosa

(1   a  400  mM)   en  ausencia   (   0   )   o  en  presencia  (   I   )   de  2-desoxigluco-
sa   40  mM.

(o     )            Ko.5      =      5,7;                                  rha      =      1>71

(I)           Ko.5     =21i3;                                nH     =      1,3

b)   3  a  6  mu  de  glucoquinasa   (matodo  2;   act.   esp.   5,0  U/mg  de  proteina)

se  ensayaron  a  concentraciones  variables  de  glucosa  (1  a  200  mM)   en  au-

sencia   (   ®   )   o   en  presencia  de  fructosa  300  mM  (   o   ).

(.)           Ko.5     =     3i6                                    nH     =1,56

(0)           Ko.5     =13.6                                     nH     =lao
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fijas   de   glucosa   (4,    8,   15   y   30   mM)  .     Al   igual   que   con  mano

sa  y  con  N-acetilglucosamina  se  obtuvo  con  fructosa  una  inhi

bici6n  competitiva  lineal.     La  figura  51   ilustra  mediante  un

grafico  de  Dixon   (1/v  en  funci6n  de   la  concentraci6n  de  fruc

tosa)   los  resultados  obtenidos.     Las  llneas  aparentemente  rec

tas  obtenidas  a  concentraciones  de  glucosa  entre  4  y  30  mM  se

cortan  en  el  cuadrante  izquierdo  superior,   dando  un  K±  de

107mM,   inferior  al  descrito  por  Parry  y  Walker   (1967)  .

La  glucoquinasa  presenta,   al  igual  que  con  glucosa,   una

cin€tica  no  michaeliana  con  manosa.     Por  esta  raz6n,   se  po-

drla  pensar  que  la  manosa  serla  capaz  de  reemplazar  con  mu-

cha  efectividad  a  la  glucosa,   ya  sea  entrando  en  un  segundo

sitio   (sitio  alost€rico)   o  induciendo  un  cambio  conformacio-

nal  que  persistiera  despu€s  de  la  disociaci6n  del  complejo.

A  diferencia  de  lo  que  ocurre  con  manosa,   la  glucoquinasa

presenta  una  cin€tica  michaeliana  con  2-desoxiglucosa  y  con

fructosa.     Por  esta  raz6n  se  podrla  pensar  que  estos  dltimos

azdcares  no  pueden  entrar  a  un  sitio  alosterico,   si  es  que

este  existe,   o  inducir  un  cambio  conformacional  en  la  enzima.

Cabrla  esperar,   por  tanto,   que  en  contraposici6n  a  lo  que

ocurre  con  manosa  y  con  N-acetilglucosamina,   aquellas  no  fue

ran  capaces  de  modificar  el  tipo  de  conducta  cin€tica  con
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Fi,9una   51.      Gnd6ijco   de.  Oi,x.on  de,  kn  iinhibii=jfiyL  de.  kn   6ob6onmc.i,6yL  de  g2iL~

a.o6cL  Potr  dmtcJto6cL.     La  actividad  fosforilante  de  glucosa  se  determin6  a

distintas  concentraciones  fijas  de  este  sustrato,  4   (   o   ),   8  (   0   );
15  (   .   )   y  30  mM  (   e   )   en  presencia  de  concentraciones  variable§  del

inhibidor  fructosa   (40  a  900 ),  segGn  se  indica  en  la  figura.   La  glucoqui-
nasa   (3  mu;  m€todo  2;   Sephadex  G-loo;   act.   esp.   4,8  U/mg  de  proteina)   se

midi6  a  pH  8,0  mediante  el  ensayo  la.   La  reacci6n  se  inici6  con  la  adi-

ci6n  de  A.TP.   El  valor  de  Ki  para  fructosa,  obtenido  a  partir  de  la  inter-
secci6n  de  las  lineas  de  regresi6n  correspondientes  a  las  dif erentes  con-
centraciones  de  glucosa  fue  de  107  mM.   El  recuadro    muestra  el  graf ico

de  Cornish-Bowden     (Glc/v  en  funci6n  de  fructosa)   a  las  cuatro  concentra-

ciones  de  glucosa  usadas.
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glucosa.     Sin  embargo,   la  disminuci6n  de  la  curvatura  en  el

grafico  de  dobles  reclprocos   (.Fig.   50a)   por  la  presencia  de

2-desoxiglucosa  o  la  linearizaci6n  en  presencia  de  fructosa

(Fig.   sob) ,   corresponden  a  un  cambio  en   la  sigmoidicidad  de

la  funci6n  de  saturaci6n  de  la  glucoquinasa  con  glucosa,

similar  al  provocado  por  la  presencia  de  manosa  o  de  N-acetil

glucosamina.     La  capacidad  de  la  2-desoxiglucosa  para  elimi-

nar  la  cooperatividad  de  la  glucoquinasa  con  glucosa,   se  ilus

tra  en  los  graficos  de  Hill  de  la  figura  52.,   donde  se  muestran

otros  experimentos  realizados  con  una  preparaci6n  distinta  de

enzima.     Se  puede  apreciar  que  a  una  concentraci6n  de  2-deso-

xiglucosa   entre   100   y   200   mM   (5   a   10   veces   Kin)s@  obtiene   un

valor  de  nH  de  alrededor  de  1.     El  efecto  de  la  fructosa  se

resume  en  la  figura  53,   donde  se  observa  la  disminuci6n  del

coeficiente  de  Hill  hasta  un  valor  de  1,0,   con  un  aumento  del

Ko.5    para  glucosa,   al  incrementar  la  concentraci6n  del  inhibi

dor.

Los  experimentos  con  2-desoxiglucosa  y  con  fructosa  presen

taron  una  complicaci6n  debido  a  que  la  glucosa-6-fosfato-des

hidrogenasa,   tanto  de   levadura  como  hlgado  de  rata,   es  capaz

de  oxidar  al  2~desoxiglucosa-6-fosfato  y  al  fructosa-6-fosfa

to,   aunque  con  baja  actividad.     La  investigaci6n  bibliografi

ca  mostr6  que  la  glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa  de  variadas

fuentes,   aunque  exhibe  una  alta  especificidad  de  sustrato,
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1              3            10         30        loo      300

[Glucosa],mM

FLgu^a  52.     Gnd6ifLob   de.  HLve  de.  Pa   6unch6yL  de.  ba.±unach6yL  de.  ha  g&ucoqui-

jur6ci   c.a"  gthc.o6tl,   ci   d{6e.nell;£eA   co%ce.i¢tAcictoMLe4   de   Z-de4ox{gfuLc.o6ci.      La

actividad  fosforilante  de  glucosa  se  determin6  a  concentraciones  varia-
bles  de  este  sustrato   (1  a  600  mM)   en  presencia  de  diferentes  concentra-

ciones  fijas  del  inhibidor  2-desoxiglucosa,   40  mM  (®);   loo  mM  (  I  )   y

200  mM  (   0   ).   Cop.trol  sin   2-desoxiglucosa   (   0   ).   La  glucoquinasa   (8  mu;

me`todo  2';   Sefarosa;   act.   esp.   31   U/mg  de  proteina)   se  midi6  a  pH  8,0  me-

diante  el  ensayo  la.   La  reacci6n  se  inici6  con  la  adici6n  de  ATP.

(0)

(0)

(E)

(  \:) )

dG1c

nM

0

40

loo

200

Ko.5

GIG,    IrM

5,9

16

39

98

nH

1,6

1,3

1,1

1,0
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FigLLra   53.     E6Q.cto   de.  in  6lurctoba  bobfLQ,  2.ob   pa.nfime±rob   ck:n¢±ieob   Ko.5   y

"H,    de  {aL   6L[Mc{6"   de  6cLdrtrc{6m  a.ow  g£Ltc.o6c[.      La  glucoquinasa   (4  mu;

Sephadex  G-150;   act.   esp.   3,3  U/mg  de  proteina),   se  ensay6  a  diferentes

concentraciones  de  gluco§a   (1   a  200  mM)   en  presencia  de  diferentes  con-

centraciones  de  fructosa  como  se  indica  en  la  f igura.   Las  denas  condi-

ciones  experimentales  fueron  las  descritas  en  la  f igura  sob.     Los  para-
metros  cin6ticos  se  obtuvieron  mediante  el  programa  de  mininos  cuadra-
dos  que  ajusta  la  funci6n  directa  (ifeteriales  y  utetodos,  pag.  48).
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€sta  no  es  abs`oluta,   oxidando  en  algunos   casos  al  galactosa~

6-fosfato  y  a  veces  tambi€n  al  2-desoxiglucosa-6-fosfato,   pe.

ro  no  al  manos.a-6-fosfato   (Kirkman,   1962;   Greiling  y  Kisters,

1965;   Yoshida,1966;   Anstall  y  Trujillo,   1967;   Broyles   y

Strittmatter,   1977) .     Asl,   por  ejemplo,   la  enzima  purificada

de  eritrocitos  puede  oxidar  al  galactosa-6-fosfato  y  al  2-

desoxiglucosa-6-fosfato  aunque  con  alta  Kin  y  baja  actividad

catalltica   (Kirkman,1962;   Yoshida,1966).     Por  otra  parte,

existe  una  variante  llamada  Kremenchung,   descrita  en  una  fa

milia  de  la  USSR,   que  tiene  una  gran  afinidad  por  2-desoxi-

glucosa-6-fosfato   (Tokarev  et   aJ. ,1978) .

El  hecho  que  la  glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa  no  pre+

sente  una  especificidad  absoluta,   trae  como  consecuencia  que

a  bajas  concentraciones  de  glucosa,   en  que  normalmente  se  re

gistra  la  curva  de  progreso  por  un  perlodo  de  tiempo  largo,

12  a  16  min,   con  el  objeto  de  detectar  cualquiera  inactiva-

ci6n  de  la  enzima,   se  observe  que  la  curva  de  progreso  pier-

de  linearidad,   produci6ndose  una  aceleraci6n.     Esta  acelera-

ci6n  serla  la  consecuencia  de  la  oxidaci6n  del  2-desoxiglucg

sa-6-fosfato  y  del  fructosa-6-fosfato,   que  se  van  acumulando

durante  el  ensayo.     Si  se  mide  la  fosforilaci6n  de  2-desoxi-

glucosa  o  de  fructosa,   en  ausencia  de  glucosa  y  en  las  condi

clones  habituales  del  ensayo  Ja,   la  curva  de  progreso  muestra

una  fase  retardada,   con  una  velocidad  inicial  igual  a  cero.
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Como  se  coment6  en  el  capftulo  sobre  ensayos  con  enzimas  auxi

liares,   este  fen6meno  de  retardo  en  alcanzar  el  regimen  esta

cionario  debe  interpretarse  como  la  consecuencia  de  una  esca-

sez  de  enzima  auxiliar,   derivada  en  este  caso  de  la  alta  Kin

y  baja  actividad  catalftica  de  la  glucosa-6-fosfato-deshidro

genasa  con  los  €steres  fosf6ricos  de  la  2-desoxiglucosa  y  de

la  manosa.     Por  ejemplo,   con   2-desoxiglucosa  40   mM,   en  un  ex

perimento  en  que  habfa  7,4  mu  de  glucoquinasa  por  cubeta,   se

podla  tener  una  actividad  de  0,08  mu  si  se  trazaba  una  recta

entre  0  y  6  min  de  incubaci6n  y  de  0,20  mu,   si   la  recta  se

trazaba  entre   18  y  24  min.

La  contribuci6n  de  los  €steres  fosf6ricos  de  los  sustratos

usados  como  inhibidores,   es  insignificante  a  altas  concentra-

ciones  de  glucosa,   sobre  todo  si  se  toman  en  cuenta  para     las

determinaciones  de  la  velocidad  solo  los  primeros  10  min  de

la  curva  de  progreso.     Sin  embargo,   a  bajas  concentraciones

de  glucosa  y  a  altas  concentraciones  de  los  inhibidores  el

error  puede  ser  considerable,   especialmente  si  no  se  esta  muy

atento  a  la  curva  de  progreso,  que  debe  ser  registrada  desde

el  momento  en  que  se  inicia  la  fosforilaci6n  de  glucosa.     Los

blancos  sin  glucosa  dan  una  cierta  correcci6n,  especialmente

si  se  toman  en  un  perlodo  inicial  e  igual  al  de  la  medida  de  la

fosforilaci6n  de  glucosa  que  se  desea  corregir.     No  es  posible,

sin  embargo,   tener  blancos  perfectos  en  los  experimentos  en  que
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se  estudia  la  interacci6n  de  la  glucosa  con  estos  sustratos

alternativos  de  la  glucoquinasa.     Los  blancos  sin. glucosa,

restados  en  cada  ocasi6n,   corresponden  a  valores  maximos,   pues

con  toda  seguridad  son  menores  en  presencia  de  glucosa  y  depe±

dientes  de  la  concentraci6n  de  este  azdcar,   ya  que  la  glucosa

va  a  actuar  como  inhibidor  competitivo  de  la  2-desoxiglucosa

y  de  la  fructosa  y,   por  ende,   la  producci6n  de  los  €steres  fo±

f6ricos  de  estos  azticares  debiera  ser  menor.     Mss  atin,   va  a

existir  tambi€n  competencia  po±  la  enzima  auxiliar  entre  el

glucosa-6-fosfato  y  los  €steres  fosf6ricos  de  los  inhibidores.
Luego,   1a  presencia  de  2-desoxiglucosa  o  de  fructosa,   por  efeE

to  de  la  correcci6n  con  blancos  sobredimensionados,   podrla

hacer  menores  los  valores  de  la  actividad  fosforilante  de  glE

cosa,   especialmente  a  bajas  concentraciones  de  este  sustrato

y  a  altas  concentraciones  de  los  inhibidores.     En  los  experi-

mentos   de  las   figuras   50,    52    y  53   se  emplean  concentraciones

relativamente  altas  de  inhibidor,   especialmente  en  el  caso

de  2-desoxiglucosa,   pero  al  incrementar  las  concentraciones

del  inhibidor  deben  elevarse  tambi€n  las  concentraciones  de

la  glucosa,   lo  que  disminuye  el  error,   pero  no  lo  elimina  tg

talmente.     La  existencia  del  error  podrla  significar  un

aumento  de  la  cooperatividad,   el  que  no  seria  legftimo.     A

pesar  de  esta  posibilidad,   se  observa  una  franca  disminuci6n

de  la  cooperatividad  en  presencia  de  los  inhibidores,   lo  que
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hace  pens.ar  que  las  observaciones..  son  validas.     Es  decir,   la

supres`i6n  de  la  cooperatividad  por  efecto  de  la  presencia  de

fructosa  o  de  2-desoxiglucos.a,  no  serla  atribuible  a  un  error

derivado  de  la  oxidaci6n  de  los  €steres  fosf6ricos  de  estos

azdcares.     No  obstante,   el  error  metodol6gico  hace  diflcil

realizar  estudios  finos  con  concentraciones  muy  bajas  de  g1±

cosa,   que  serlan  deseables  con  el  fin  de  poder  establecer  com

paraciones  con  los  efectos  de  la  manosa,   cuyo  €ster  fosf6rico
'

no  es  oxidado  por  la  glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa.     Traba

jando  a  bajas  concentraciones  relativas  de  fructosa   (alrededor

del  Kin  o  menores)   y  con  concentraciones  relativamente  altas

de  glucosa   (alrededor  del  Ko.5    o  superiores)   se  pudo  tener  una

medida  confiable  de   la  K±   (Fig.   51)  .     No  se  hicieron  estudios

de  este  tipo  con  2-desoxiglucosa,   por  lo  cual  no  se  determin6

la  K±.     Con  ninguno  de  estos   sustratos  alternativos  pudieron

hacerse  estudios  fidedignos  de  inhibici6n  a  muy  bajas  concen-

traciones  de  glucosa,   similares  a  los  efectuados  con  manosa.

Esta  clase  de  experimentos  requerirla  otra  met6dica,   como  la

medici6n  directa  del  glucosa-6-fosfato  formado.     Podrfa  usar-

se  el  m€todo  radiactivo  descrito  por  Radojkovi6  et  al. (1978)

para  pesquisar  si  existe  cooperatividad  en  la  inhibici6n  por
2-desoxiglucosa  y  por  fructosa.



202

d)    Efecto   de   galactosa

Con  el  fin  de  determinar  cuan  especlfica  era  la  acci6n  de

los  analogos  de  glucosa,   sobre  la  funci6n  de  saturaci6n  para

este  sustrato,   se  estudi6  el  efecto  de  la  galactosa.     Se  ha-

bla  descrito  que  este  az6car  no  era  sustrato   (Salas  et  al.,

1965;   Parry  y  Walker,1966;   Gonzalez   et   al.,1967)    ni   inhibi

dor   de   la  glucoquinasa   (Salas   et   aJ.,1965;   Grossman   et   al.,

1974) ,   aunque  Parry  y  Walker   (1966)   refieren  un  valor  de  K±

de   83  mM,   lo  que  en  cualquier,  caso  lo  convertirfa  en  un  mal

inhibidor .

Si  la  eliminaci6n  de  la  cooperatividad  de  la  glucoquinasa

por  acci6n  de  los  analogos  de  glucosa  no  fuera  especlfica,

sino  que  se  debiera,por  ejemplo,   a  la  concentraci6n  de  poli-

alcoholes  presentes  en  el  medio  de  reacci6n,   la  galactosa  po

drla  resultar  efectiva  en  alterar  la  cooperatividad,   aunque

no  se  uniera  a  la  enzima  o  lo  hiciera  con  muy  baja  afinidad.

La  figura   54  muestra  los  resultados  obtenidos  al  estudiar  la

funci6n  de  saturaci6n  para  glucosa  en  presencia  de  una  alta

concentraci6n  de  galactosa   (320  mM) .     No  se  ven  alterados

significativamente   los  Parametros  Vmaxt   Ko.5    ni  nH  a  Pesar

de  la  gran  concentraci6n  de  galactosa  usada,   lo  que  confirma

el  hecho  que  la  galactosa  no  es  inhibidor.     Mss  atin,   al  ex-

plorar  el  efecto  de  galactosa  a  bajas  concentraciones  de  g1±

cosa,   en  un  rango  entre   0,1  y   1,0  mM,   tampoco  se   observ6   in-

hibici6n .
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20

[Gl ucosa] ,  in M

Ff gun  54.     E&Q.cto  de  ha  gahactoba  bobite  ha  6unch6n  de  batunch6n  d¢   ha

g£Ltc.oqLL£VICL6CL  a.on  gft[C.OACL.      La   actividad   fosforilante   de   glucosa   de   la   glu-

coquinasa   (5,9  mu;   m6todo  2;   Sephadex G-loo)   se  determin6a concentraciones

variables  de  este  sustrato   (0,6  a  100  "),   en  ausencia   (a)   o  en  presencia

de  galactosa  320  rrM   (.).   Se  us6  el  ensago  la,   a  pH  8,0  y  la  reacci6n  se

inici6  con  la  adici6n  de  ATP.     El  grafico  inserto  corresponde  a  la  funci6n

de  Eadie-Hofstee  aplicada  a  los  datos  obtenidos  en  presencia  de  galactosa.

(0)         Ko.5      =      4,9;           nH     =      1,51

(.)         Ko.5      =      5.0;           nH     =      1,46
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El  hecho  que  galactosa  no  altere  la  sigmoidicidad  de  la

funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa,   sugiere  que  el  efecto  de

manosa,   fructosa,   2-desoxiglucosa  y  N-acetilglucosamina   es

especif ico .

Comentario   general

Al  comparar  la  ef iciencia  de los  sustratos  alternativos

manosa,   fructosa   y   2-desoxiglucosa  y  del  inhibidor  competi-

tivo  N-acetilglucosamina,   en  producir  la  disminuci6n  de    la

sigmoidicidad  de  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa,    la

fructosa  aparece  como  el  mss  eficiente.     En  efecto,    si   se

comparan   los   cuocientes  entre  la  concentraci6n  del  inhibidor

necesaria  para  disminuir  a  1,0  el  valor  de  nH   y   la  K±     res-

pectiva   ,   el  cuociente  para  fructosa  es  el  menor  de  todos

(Tabla  X).     El  analisis  de  la  tabla  X  es   interesante,   ademas,

porque  muestra  otra  indicaci6n  de  que  existe  especif icidad

en  la  disminuci6n  del  coeficiente  de  Hill.     No  basta  para  la

disminuci6n  solo  la  concentraci6n  del  polialcohol  en  el  medio,

pues  mientras   se  requiere  una  concentraci6n  de  10   a   20  mM  de

N-acetilglucosamina   y   de  manosa  para   obtener  un   nH   de   1,0,

se  necesita   una  concentraci6n  de  un  6rden  de  magnitud   supe-

rior  en  el  caso   de  2-desoxiglucosa   y   de   fructosa.     Mss  a6n,

la   galactosa,   que  no   es  sustrato   ni  inhibidor   de   la



TABLA   X

E6LCAQ.yLcin  A.veed;ua  dQ.  Lob  andk.ogob  dQ.  ghic.oba  pan  bupnfmih

ha  a.oopQndiuldnd  cAyLouc.a.  dQ.  ha  gpuc.oqul,yLaAa  c.oyL  gLuc.oba.
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inalapo [A]a          KID             Kmb         [A]/K±       [A]/Ih

rriM                  mM                  ITM

Fmctosa

Manosa

2-besoxiglucosa

200-300       107

20             3,1

200c

N-Acetilglucosamina                  10          0 ,14

325           2  -3

86-7

22

71

=1

2-3

10

acorresponde  a  la  concentraci6n  de  analogo  en  presencia  de  la  cual
se  alcanza  un  valor  de  nH  de  1,0.   Se  trata  de  una  concentraci6n
aproximada`

bK.   es  la  constante  de  inhibici6n  competitiva  obtenida  a  partir  del

g±afico  de  Dixon,   al  usar  el  analogo  como  inhibidor  competitivo  res-
pecto  a  glucosa.   Kin  es  la  constante  de  semisaturaci6n  obtenida  al
usar  el  analogo  como  sustrato  de  la  glucoquinasa.  N-acetilglucosa-
mina  no  es  sustrato.

CNo   se  determin6.
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glucoquinasa     (  Salas   et   al.,1965;   Grossman   et   al.  ,1974  ),

como    se  confirma   en  la  figura    54,    tampoco   produce   dismi-

nuci6n  de  la   sigmoidicidad   hasta  una   concentraci6n    de

320   mM    (  Fig.    54  )  .



6.     EFECT0    DE    ADP    Y    DE    GI.UCOSA-6-FOSFATO    SOBRE    LA

COOPERATIVIDAD    CINETICA    CON    GLUCOSA

Entre  los  metabolitos  que  podrlan  alterar  la  conducta  cin€-

tica  de  una  enzima  estan  los  productos  de  la  reacci6n.     Si  el

mecanismo  cin6tico  lo  permite,   ellos  pueden  unirse  a  la  enzi-

ma  en  el  sitio  catalitico  e  inducir  cambios  conformacionales

que  van  a  alterar  el  regimen  estacionario  de  conformaciones

existentes  en  el  curso  de  la  reacci6n.     Por  otra  parte,  po-

drfan  unirse  a  un  sitio  alost€rico, yactuar  como  modificado-

res  positivos  o  negativos,   segtin  el  caso.     Por  ejemplo,   en

hexoquinasa  L[  de  trigo,   en  la  cual  se  ha  descrito  un  mecanii

mo  cin€tico  en  secuencia  ordenada,   donde  el  6ltimo  producto

serla  glucosa-6-P,   la  presencia  de  6ste  en  el  medio  de  ensayo

acrecienta  el  grado  de  cooperatividad  negativa  con  glucosa

(Meunier   et   az.,1974)  .     Recientemente,   estudios   de   salto  de

temperatura  han  mostrado  que  el  glucosa-6-P  es  capaz  de  alte-

rar  el  equilibrio  conformacional  de  la  hexoquinasa  L[   (Buc

et   al.,1977;   Meunier   et   az.,1979).

En  el  caso  de  hexoquinasa  A  de  rata,   el  glucosa-6-P  acttia

como  efector  negativo.     Se  ha  postulado  que  esta  acci6n  inhi-

bidora  es  consecuencia  de  la  uni6n  a  un  sitio  especf f ico  de

la  enzima,   diferente  del  sitio  catalltico   (Crane  y  Sols,1954;

Sols  y  Crane,   1954)   y   sobre  cuya  existencia   se  ham  dado

207
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pruebas   recientemente   (Lazo   et   al.,1980).      La   uni6n   induci-

ria  un   cambio   conformacional   en   la   enzima    (Wilson,1978;   1979)  .

En  piruvato-quinasa  L,   el  ATP,   producto  de   la  reacci6n,   es

un  modulador  negativo,   el  cual  aumenta  el  Ko.5    para  fosfoenol-

piruvato  y  el  grado  de  sigmoidicidad  para  la  funci6n  de  satur±

ci6n  con  este   sustrato   (Rozengurt  et   al. ,1969) .

Pareci6,   pues,   importante  estudiar  el  efecto  que  sobre  la

funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa,   pudieran  tener  los  produc-

tos  de  la  reacci6n  catalizada  por  la  glucoquinasa   .

a)   Ef ecto   del   glucosa-6-f osf ato

Se  habla  descrito  que  la  glucoquinasa  de  hfgado  de  rata  era

memos   sensible  a  la  inhibici6n  por  glucosa-6-P  que  otras  hexo-

quinasas   animales    (Vifiuela   et   al.,1963;   Parry  y  Walker,1966;

Gonzalez   et:   al.,1967)  .      Asimismo,   la  glucoquinasa   de   conejo,

a  una   concentraci6n  de  glucosa  de   5  mM  y  de  ATP   de   1  mM,   no

era  apreciablemente  inhibida  por  glucosa-6-P  hasta  una  concen

traci6n  de   10   mM   (Salas   et   aJ.,1965)  .

Posiblemente,   debido  a  la  complejidad  derivada  del  caracter

sigmoideo  de  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa  -  propiedad

no  conocida  en  los  primeros  trabajos  -,la  inhibici6n  por  glu-

cosa-6-P  con  respecto  a  glucosa  descrita  por  los  diferentes
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autores,   ha   sido  de  variada  naturaleza   (Tabla  XI) .     Asl,   cuan

do  se  varfa  la  concentraci6n  de  glucosa,   y  se  mantiene  fijo

el  ATP  a  una  concentraci6n  alta   (saturante) ,   se  ha  obtenido

una  inhibici6n  competitiva,   no  competitiva  o  compleja  segan

se  define  en  la  tabla.     Mss  atin,   las  complicaciones  derivadas

de   la  presencia  del  glucosa-6-P  en  el  medio  de  ensayo   (ver  mss

adelante) ,   dificultan  la  interpretaci6n  y  la  comparaci6n  de

los  resultados  de  los  distintos  trabajos.     En  este  laboratorio,

Gonzalez   et   al. (1967)   hablan  hecho  una  observaci6n   interesante

que  mos  sugiri6  que  el  glucosa-6-P  pudiera  disminuir  el  grado

de  sigmoidicidad  de   la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa.     En

efecto,   al  hacer  estudios  de  inhibici6n  usando  preparaciones

frescas  de  enzima,   encontraron  que  aumentaba  la  inhibici6n  por

glucosa-6-P  al   incrementar  la  concentraci6n  de  glucosa.     Como

hemos  visto  a  prop6sito  del  efecto  de  otros  metabolitos,   la

menor  inhibici6n  a  concentraciones  bajas  de  glucosa  podrla  ser

el  resultado  de  dos  fen6menos  contrapuestos:   estimulaci6n  e

inhibici6n .

Como  etapa  previa  al  estudio  del  efecto  sobre  la  funci6n

de  saturaci6n  con  glucosa,   se  determin6  la  inhibici6n  de  dife

rentes  concentraciones  de  glucosa-6-P  sobre  la  fosforilaci6n

de  glucosa.     La  figura  55  muestra  los  resultados  obtenidos  al

variar   la  concentraci6n  de  glucosa-6-P  desde   2  hasta  80  mM  y

mantener   fija   la  concentraci6n  de  glucosa   (6  mM)   y  de  ATP
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a  E|  rango  de  concentraciones  del  sus.trato  variable  fue  estimado  en  la

mayor±a  de  los.  casos  a  partir  de  gr6f icos  de  dobles  rec±procos  o  de

Dixon,   por  lo  que  puede  no  corresponder  con  exactitud  al  rango  preci

so  estudiado.

A  La  concentraci6n  de  ATP  corresponde  a  la  concentraci6n  total,   salvo

en  el  trabajo  de  Storer  y  Cornish-Bowden   (1977),   en  que  es  la  concen

traci6n  calculada  del  complejo  MgATP.

C  E|  tipo  de  inhibici6n  es  similar  al  debido  a  MgADP   (Tabla  XIII)

d  Corresponde  al  valor  extrapolado  en  `m  gr6fico  de  Lineweaver-Burk.

e  A|  usar  preparaciones  frescas  de  enzima  se  obtuvo  rna  mayor  inhibici6n

a  las  concentraciones  mayores  de  glucosa.     Al  dejar  una  de  esas  prep±

raciones  en  el  refrigerador  a  4°  por  4  meses,   se  obtuvo  una  inhibici6n

aparentemente  no  competitiva  pura.

nd:   no  se  determin6



20           40          60           80
[Glucosa -6-P] , mM

Fi.9uita   55.      E6Q.cto   dQ}  gkLLc,oba-6~6ob&cko   bobhQ.  ha  acti:vida.d  d¢  2n  9ku.a.o~

qu{"aL6er.      La   glucoquinasa   (7   mu  ;   m€todo   2;   Sephadex  G-loo;   Act.   esp.

2,6   U/mg   de  proteina)   se  ensay6  en  presencia  de  diferentes  concentra-

ciones  de  glucosa-6-fosfato   (2  a  80  nM)   a  una  concentraci6n  de  glucosa

de  6  rrM.   La  actividad  enzimatica  se  determin6  a  pH  7,5  mediante  el   en -

sayo  2,   en  presencia  de  ATP   linM  y  de  una   concentraci6n  de Mg2+  de   2  nM.

Las  soluciones  de  glucosa-6-fosfato  se  neutralizaron  con  carbonato  de

potasio,   antes  de  ser  usadas.
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(1  mM) .     Las  concentraciones,  de  ambos   sustratos   se  eligieron

en  torno  a   los  respectivos  Ko.5  .     En  esas  condiciones   se  ob-

serva  una  meseta  inicial,   en  que  no  hay  inhibici6n  y  que  se

extiende  hasta  una  concentraci6n  de  glucosa-6-P  de  10  mM

aproximadamente.      Se   explica  asf   que   Salas   et   al.    (1965)   no

hayan  encontrado  inhibici6n  por  glucosa-6-P   (Tabla  XI) .     La

forma  de   la  curva  de  inhibici6n  presentada  en  la  figura  54,

indica  que  se  trata  de  un  fen6meno  de  naturaleza  cooperativa.

La  Tabla  XII  muestra  que  al  variar  las  concentraciones  de

glucosa  o  de  ATP,   se  mantiene  la  ausencia  de  inhibici6n  por

glucosa-6-P   10  mM   (<   5%)  ,   1o   que   sugiere  que   en  otras   condi-

ciones  de  concentraci6n  de  glucosa  y  de  ATP  persistirla  la

meseta  inicial ,. al menos hasta esa concentraci6n de glucosa-6-P .

Efectivamente,   asf   ocurri6   al  hacer   estudios   semejantes  a

los   de   la    figura    55    en    presencia    de    ATP    0,5  mM   o    2  mM

(no  se  muestra) .     Al  tratar  de  analizar  estos  resultados  me-

diante  los  graf icos  de  Dixon  o  de  Cornish-Bowden  para  esta-

blecer  el  tipo  de  inhibici6n  respecto  a  ATP  y,   tratar  de  df

terminar  constantes  de  inhibici6n,   se  encontr6  una  situaci6n

compleja,   pues   la  inhibici6n  no  correspondfa  al  tipo  competi

tivo  respecto  a  ATP,   que  ha  sido  descrito  por  algunos  auto-

res   (Tabla  XI)   en  experimentos  que  usan  concentraciones  rel±

tivamente  altas   de  glucosa   (>   16  mM).     En  efecto,   en  un  gra-

f ico  de  Dixon  se  obtenf a  una  respuesta bifasica y al extrapolar



T.ABLA   XII
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E6e,cto   yLo  i,whAbi.dofL  del  g2,ueobcL~6-P   10   mM  A.QbJLQ,  kn  a.citvi,dad  dQ.  La

9fuc.OqLLchascia

Glucosa                           ATP              Actividad  relativab
mM                                                       mM                                      (V{/Uo)

0'96

0,97

1,06

1,07

1,02

1,18

a  La  actividad  enzimftica  se  determin6  a  pH  8,0  mediante  el  ensayo  2

con   ATP   I   6   5   mM.

v{  es  la  velocidad  en  presencia  de  glucosa-6-P  y  Vo  es  la  velocidad
en  ausencia.     Se  promediaron  log  resultados  de  dos  experimentos.
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los  valores,  correspondientes.  a  lag  altas  concentraciones  de

glucosa-6-P   (donde  hay  inhibici6n),.  se  obtenla  una  velocidad

mayor  que   la  existente  en  ausenci.a  de  glucosa-6-P.     Dadas

las  dificultadas  comentadas  mss  adelante,   no  se  trat6  de  di

lucidar  este  punto.     Por  otra  parte,  en  estudios  de  inhibi-

ci6n  por  glucosa-6-P,   realizados  a  bajas  concentraciones  de

glucosa   (<   2  mM)   tambi€n  ser  observaron  mesetas   iniciales,

en  las  cuales  no  habfa  inhibici6n,   encontrandose  a  veces   li

gera  activaci6n.
La  inhibici6n  por  glucosa-6-P  parece  ser  cooperativa, lo

que  difiere  de   los  resultados  de  Storer  y  Cornish-Bowden

(1977) ,   quienes  encuentran  una  inhibici6n  competitiva  lineal

respecto  a  ATP   (K±   =   11,5)   en  presencia  de   glucosa   50  mM  y,

mixta   lineal  respecto  a  glucosa   (5  a   50  mM)   en  presencia  de

ATP   4,3  mM   (Tabla   XI)  .      En   cambio  nuestros   resultados   no   dan

inhibiciones  simples  ni  respecto  a  ATP  ni  respecto  a  glucosa.

La  diferencia  se  deba  probablemente  a  que  nuestros  estudios

fueron  realizados   a  bajas  concentraciones  de  glucosa   (<  Ko.5  )  .

Los  resultados  del  estudio    de  la  funci6n  de  saturaci6n  de

la  glucoquinasa  con  glucosa  en  presencia  de  diferentes  conce±

traciones  de  glucosa-6~P  se  muestran  en  la  figura  56a.     La

concavidad  de   los  graficos  de  Eadie-Hofstee  indica  que  la  pre

sencia  del  glucosa-6-P  no  suprime  la  cooperatividad.     Se  apre.

cia   tambi€n  que  se  produce  una  marcada  disminuci6n  de   la  Vmax
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0         0,2        0,4       0,6       0.8            0                 0,2
Velocidad/ [Glucosa], nmo| min-1 mM-1

0,4

Fj:gutoL  56.      Gnd&ic.ob   dQ.  EadiQ.-Hcl4b±Q.a,  dQ.  kn   &uncl6yL  dQ,  4,ahaacA6yL  dQ.   ha

gfcic.oqu{yia6ci   c.oJ4  g£Ltc.o6ci   a.H  preAeyLc{cL  de.  g£Ltc.o6cL-6-6o66czJfo.      La   actividad

fosforilante  de  glucosa  de  la  glucoquinasa   (m6toc]o  2;   Sephadex G-100)   se

determin6  a  pH  8,0  mediante  el  ensapo  2.   I.as  figuras  insertas  muestran

graficos  de  Hill.  'Las  soluciones  de  glucosa-6-fosfato  se  neutralizaron con
carbonato  de  potasio  antes  de  ser  usadas.

aJ   La  glucoquinasa  se  ensay6  a  dif erentes  concentracione's  de  glucosa   ( 1

a  200  ")   en  ausencia   (®)  y  en  presencia    de  glucosa-6-P  15   (0);   89(I)

y   178  n¢   (A).   Se  usa  una  concentraci6n  de  ATP   de  5  riM   y  una  de Mg2+de  12nM.

(®)   SinGlc-6-P:             V=    7,3rmol/min;      Ko.5   =   5,9nM;,     nH=   I,51

(0)   Glc-6-P   15   nM:          V    =   7,2   nmol/min;      Ko.5   =   5,2  nM;      nH  =   1,54

(E)  Gle-6-P   89  nM:         V   =  4,0  nmol/min;     Ko.5  =   3,5  ";     nH  =   1,59

(A)   GIG-6-P   178   nM:       V    =   2,0   nmol/min;      Ko.5   =   2,9   HM;      nH  =   1,44

bJ   La  glucoquinasa  se  ensay6  a  diferentes  concentraciones  de  glucosa   (0,6
a   100  nM)   en  ausencia   (---)   o  en  presencia  de  glucosa-6-P  35  HM   (0).   Se

usa  una  concentraci6n  de  ATP  de  0,5  TIM  y  una  de Mg2+  de   I,5  ".
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desde  7,2   a   2,0  nmol/min  al  aumentar   la  concentraci6n  del

inhibidor  desde   15  a   178  mM.     En   los  graficos  de  Hill  del

recuadro  correspondiente  a  las  funciones  de  saturaci6n  ob-

tenidas  en  ausencia  y  en  presencia  de  glucosa-6-P   89  mM,   se

observa  que  el  Ko.5    disminuye  desde   5,9   a   3,5  mM  respectiv±

mente,   pero  que  el  coeficiente  de  Hill  no  varfa   (1,51  y

1,59).     Una  situaci6n  semejante   se  observaconglucosa-6-P

178  mM.     Es  decir,   no  se  encuentra  efecto  sobre  la  coopera-

tividad  ni  a  concentraciones   bajas  de  glricosa-6-P   (15  mM)

donde  no  hay  inhibici6n,   ni  a  concentraciones  altas   (178  mM)

donde   la   inhibici6n  es  marcada   (Fig.   56a) .

Debido  a  que  el  glucosa-6-P  habfa  sido  descrito  como  inhi

bidor  competitivo  respecto  a  ATP,   se  decidi6  estudiar  el  efec

to  del  glucosa-6-P  sobre  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa

en  presencia  de   baja   concentraci6n   de  ATP   0,5  mM.

El  grafico  de  Eadie-Hofstee  de  la  figura  56b  ilustra  la

funci6n  de   saturaci6n  en  presencia  de  glucosa-6-P   35  mM.     La

ligera  concavidad  obtenida,   indica  que  persiste  la  cooperati

vidad .

En  los  graficos  de  Hill  del  recuadro  se  aprecia  que  el  gra

do  de  cooperatividad  en  presencia  y  en  ausencia  de  glucosa-6-P,

es  semejante.     El  valor  del  coeficiente  de  Hill,1,35  para  el

control  y  1,38  para  la   funci6n  en  presencia  de  glucosa-6-P,

es  algo  menor  que  lo  habitual,   debido  a  la  baja  concentraci6n
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de  ATP  usada   (ver  capitulo  4) .     Se  observ6  tambi€n  una  dis-

minuci6n  en  el   Ko.5    desde   2,3   a   2,0  mM  en  presencia  del   inhi

bidor;   este  efecto  aunque  pequefio  ilustra  una  tendencia  gene

ral.     El  control  se  ilustr6  en  el  recuadro  de  la  figura  56b

s6lo  mediante  llnea  de  puntos  para  que  se  pudiera  visualizar

con  claridad,   pues  dada  la  similitud  en  los`parametros,   ten-

dla  a  haber  sobreposici6n  de  los  puntos  de  ambas  rectas.

Estos  resultados,   que  sefialan  claramente  que  el  glucosa-6-P

no  afecta  la  cooperatividad,   concuerdan,   en  general,   con  los

descritos   por  Storer  y  Cornish-Bowden   (1977)  .

Aunque  no  se  observ6  efecto  de  glucosa-6-P  sobre  la  coope-

ratividad,   a  alta  ni  a  baja  concentraci6n  de  ATP,   se  encontr6

que  el  porcentaje  de  inhibici6n  aumentaba  al  aumentar  la  con-

centraci6n  de  glucosa,   es  decir  lo  mismo  que  hablan  descrito

Gonzalez   et   al.    (1967).      Storer  y  Cornish-Bowden,   no  hacen  re

ferencia  a  este  hecho   ni  al  efecto  de  glucosa-6-P  sobre  el

Ko.5   .

Los  experimentos  con  glucosa-6-P  presentan  sin  embargo,   al

gunas  complicaciones  .que  es  necesario  tener  en  cuenta    y  que

pueden  dificultar  la  interpretaci6n  de  los  resultados.     En  pri
mer  t€rmino,   dado  que  se  usa   la  sal  de  potasio  y  que   la  con-

centraci6n  que  debe  usarse  del  ester  fosf6rico  es  relativamen-

te  alta,  debido  a  que  la  constante  de  inhibici6n  es  elevada,

cabe  hacer  la  pregunta  si  la  inhibici6n  se  debe  al  glucosa-6-P
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o  al  K+  presente,   pues  como  se  mostr6  en  el  capftulo   2,   es-

te   i6n   junto  con  disminuir  Vmax,   disminuye   el   Ko.5  .      LOS   Cai

culos  indican  que  el  efecto  inhibidor  de  glucosa-6-P  sobre

la  Vmax  no  Puede  explicarse   Solamente  por   la  acci6n  del  K+,

pero  la  presencia  de  este  podrla  introducir  variaciones  en
el  tipo  de  inhibici6n.     Otro  problema  es  que  el  glucosa-6-P

puede  sufrir  hidr6lisis  espontanea  a  pH  8,0,   que,   aunque   len

ta  puede  ser  significativa;   esto  se  traducirfa  en  un  aporte

de  glucosa  al  sistema,   lo  cual  es  especialmente  grave  a  ba-

jas  concentraciones  de  glucosa.     En  nuestros  experimentos  pa

rece  no  existir  este  problema,  pues  los  blancos  sin  glucosa

obtenidos  en  ausencia  y  en  presencia  de  glucosa-6-P  fueron

iguales,   a  todas  las  concentraciones  de  glucosa-6-P  ensaya-

das.     Un  tercer  problema,  mss  grave    porque  no  parece  tener

soluci6n  simple,   se  refiere  a  las  concentraciones  de  MgATP,

ATP  y  Mg2+.     En  efecto,   el  glucosa-6-P  a  altas  concentracio

nes   interfiere  en  el  control  de   la  concentraci6n  de  MgATP  me

diante  el  uso  de  un  exceso  de  Mgc12,   debido  a  que  el  glucosa-

-6-P   tambi€n  secues`tra  Mg2+.     Por  esta  raz6n  parecerla  acon-

sejable  controlar  la  concentraci6n  de  MgATP  usando  una  con-

centraci6n  de  ATP  de   1  mM  en  exceso  sobre   la  concentraci6n

de  Mgc12   comorecomiendan  Storer   y  Cornish-Bowden   (1977)  .   Es-

ta  soluci6n  no  es  perfecta,   sin  embargo,   porque  permite  la

existencia  de  ATP  libre  que  es  inhibidor  de  la  glucoquinasa,
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competitivo  con  respecto  al  MgATP,   y  con  una  constante  de   ip.

nibicl6n   (K±)   de   2,4   mM   (Storer   y   Cornish-Bowden,1977)  .   Au±

que   el  Mg2+   es   tambien   lnhibidor,   su  K±   es   algo  mayor   (7  mM)  .

Por  otra  parte,   en  los  experimentos  con  glucosa-6-P  se  usa

el   ej]sayo   2,   con  piruvato-quinasa.     El  usar  ATP  en  exceso  s8.

bre  la  concentraci6n  de  Mg2+,   introduce  complicaciones,   por-

que  por  una  parte,   la  piruvato-quinasa  requiere  Mg2+   (Mac  FaE

lane  y  Ainsworth,1972)   y  por  otra,   es   inhibida  por  ATP.     P±

ra  contrarrestar  estos  efectos,   si  se  desea  mantener  este  en

sayo,   es  necesario  aumentar  considerablemente   las  concentra-

ciones  de   las  enzimas  auxiliares,   1o  que  a  su  vez  puede  traer

problemas  debido  a  actividades  secundarias  de  ellas  o  a  posi-

bles  contaminaciones.     Todas  estas  dificultades  vuelven  muy

problematicos  los  estudios  con  glucosa-6-P,   tanto  en  su  reali

zaci6n  como  en  la  interpretaci6n  de  los  resultados.

b)    Efecto    del   MgADP

El  analisis  de  los  estudios  de  inhibici6n  por  ADP,   reali-

zados  por  los  diferentes  autores  y  resumidos  en  la  Tabla  XIII

indica  que  no  se  trata  de  una  inhibici6n  simple,   ni  respecto

a  ATP  ni  respecto  a  glucosa.     As£,   cuando  el  ATP  es  variable

y  la  glucosa  fija,   a  una  concentraci6n  que  puede  considerarse

saturante,   el  ADP  puede  dar  una  inhibici6n  competitiva,  mixta
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aE|  rango  de  concentraciones  del  s.ustrato  vari`able  f ue  estilnado  en  la  rna-

yorfa  de  los  Gas.os`  a  partir  de  graficos  de  dobles  rec±procos  o  de  Dixon,

por  lo  que  puede  no  corresponder  con  exactitud  al  rango  preciso  estudia-
do  por  los  autores.

bLas  concentraciones   de  ATP  y  de  ADP  corresponden  a  las   concentraciones

totales  u§adas,   salvo  en  el  trabajo  de  Scorer  y  Cornish-Bowden   (1977)   en

que  son  las   concentraciones  calculadas  de  los  complejos  MgATP,   y  MgADP
respectivamente,   sobre  la  base  de  las  constantes  de  disociaci6n  de  los
complejos  al  pH  del  ensayo.

Cse  obtienen  dos  rectas  (curva  bifasica) ,   tales  que  la  extrapolaci6n  de  los

puntos  correspondientes  a  las  concentraciones  altas  de  MgATP  da  una  inhi-
bici6n  competitiva  y  la  correspondiente  a  las  concentraciones  bajas  de  ATP

rna  inhibici6n  mixta  con  intersecci6n  en  el  cuadrante  izquierdo  inferior,

pero  cerca  del  eje  (analisis  de  los  datos  de  la  figura  9  en  Parry  y  Walker,
1966)   o  en  el  cuadrante  izquierdo  superior   (figura  7  A  en  Salas  et  al.,

1965).      En  ambos  casos   se  trata  de  graficos  de  dobles  reclprocos.

dLa  concentraci6n  de  Mg2+  es  igual  a  la  suna  de  las  concentraciones  de  ATP

y   ADP.

eGraficos  primrios  curvos.     Los  valores  de  K±  y  Ki  corresponden  a  extrapp.

1aciones  de  la  conducta  a  baja  concentraci6n  de  ADP  en  un  grafico  de  Dixon.

fNo   se  dan  datos

nd:     no  se  determin6.
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o  compleja,   seg6n  se  define  en  la  tabla.     Di.versos  factores

var£.an  en  los.`  trabajos  analizados,   siendo  los.  mss  obvios  el

pH   (7,0   -7,5   -8,0)   y   la  raz6n  Mg:ATP.      Ambos   determinan

las  concentraciones  efectivas  de  los  complejos  MgATP  y  MgADP,

asf  como  las  concentraciones  de  nucle6tidos   libres  y  de  Mg2+.

Como    ya    se    ha    comentado,    el   ATP    libre   y    el   Mg2+  son  in-

hibidores     por  sf  mismos.     Todas  estas  circunstancias  dan  un

buen  grado  de  comple].idad  a  la  interpretaci6n  y  comparaci6n

de  los  resultados,   a  las  que  se  agrega  el  que  el  ADP   (o  MgADP)

podrfa  interactuar  en  la  enzima  no  solo  en  su  propio  sitio,
sino  tambi6n  en  el  sitio  del  ATP.     Podrfa  asimismo   formar  com

plejos  ternarios,  no-productivos  con  la  enzima  y  la  .glucosa

(Storer  y  Cornish-Bowden,   1977)  .

Se  decidi6  explorar  el  efecto  del  ADP  sobre  la  funci6n  de

saturaci6n  con  glucosa  a  una  concent±aci6n  baja  de  ATP   (0,5

mM) ,   pues  en  estas  condiciones,   aunque  el  valor  de  nH  es  algo

menor  que  a  las  concentraciones  habituales  de  ensayo   (5  mM) ,

cualquiera  disminuci6n  del  ATP  por  debajo  de  esa  concentraci6n,

produce  una  gran  disminuci6n  del  coeficiente  de  Hill   (Fig.   34) .

Debido  a  que  la  inhibici6n  por  ADP  presenta  un  componente  cop

petitivo  respecto  a  ATP   (Tabla  XIII) ,   su  presencia  provocarfa

una  disminuci6n  en  la  concentraci6n  efectiva  de  ATP  y  podrla

esperarse  una  disminuci6n  del  coeficiente  de  Hill.
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Para  controlar   las  concentraciones  de  MgATP  y  de  MgADP

presentes  en  el  medio  de  reacci6n,   se  us6  una  concentraci6n

de  Mg2+  de   5  mM  en  exceso   sobre   la   suma  de   nucle6tidos  y  un

pH  de   8,0,   de  modo  que  hubiera  un  claro  predominio  de    los

nucle6tidos   ligados   al  metal    (88   a   90%   de  ATP  y   76   a   82%   de

ADP)    (Storer  y   Cornish-Bowden,1976a).

La  f igura  57  muestra   los  resultados  obtenidos   con  MgADP

a  una  concentraci6n  de  5  mM,   la  que  fue  efectiva  en  suprimir

la  coQperatividad,   como  puede  apreciarse  en  los  graficos   de

Hill  presentados.     Con  otras  concentraciones  de  ADP,1,    2,5

y   3   se  obtuvieron  valores  de  nH  de  1,3,    1,23    y    1,15    respeg

tivamente.     Conjuntamente  con  la  disminuci6n  del  coeficiente

de  Hill   se  produce  un  decremento  en  el  Ko.5   Para  glucosa,  al

aumentar   la  concentraci6n  de  MgADP.     Los   resultados  obteni-

dos  concuerdan  en  general  con  los  de  Storer  y  Cornish-Bowden

(1977) ,   aunque  ellos  no  hacen  referencia  al  efecto  sobre  el

Ko.5.     Aunque  no  se  trat6  de  dilucidar  el  problema  del  tipo

cin€tico  de  inhibici6n,   se  concluy6  que  el  MgADP   inhibe   la

reacci6n  glucoquinasica,   siendo  mayor  su  efecto  a  las  mayo-

res  concentraciones  de  glucosa  y  disminuyendo  hasta  hacerse

nulo   (o  incluso  activante)   a  las  concentraciones  menores  de

glucosa   (Tabla  XIV) .     Este  hecho  se  observa  con  las  distin-

tas  concentraciones  de  MgADP  usadas,   tanto  al  compararlas

con  el  control  sin  MgADP,   como  entre  varias  concentraciones

de  MgADP.     Storer  y  Cornish-Bowden  no  hacen  referencia  a   la



225

CJ

I

\\
EL111''

0,3 1,0         3,0        10,0       30,0

[Glucosa|,  mM

F;gLun   51.      Gnd6Ac.ob   dQ.  ukk  dQ.  ke   6unch6yL  de  ba±LuracA6yL  a.oyL  Qkuc.oba.  a.yL

a,{uteMic{fl  y  a.n  preAe."cJ4  de  AOP.     La  glucoquinasa   (  m€todo  2;   act.   esp.

31  U/mg  de  prote±na)   se  ensay6  a  pH  8,0  mediante  el  ensayo  la  a  concen-

traciones  variables  de  glucosa (0,2  a  loomM) , en  ausencia  (0)  o  en  pre-

sencia  de  ADP   5inM  (.)       Se  us6  una  concentraci6n  de  ATP   de  O,5mM  y  una

concentraci6n  de  Mgc12  5mM   en  exceso   sobre  la  suma  de  las  concentra-

ciones  de  ATP  y  de  ADP.    El  grafico  inserto  muestra  el efecto  de  ADP  so-

bre  nH  en  experimentos  con  el  mismo  disefio  experimental  y  diferentes

concentraciones  de  ADP.
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TABLA   XIV

1VIhAbicA6VI  pon  ^DP   a  d±&QhQ.ndQA   c.oyLCQ.yLtwchoyLQA   de  gkuc.obaa

Exp. Glucosa
mM

ADP'   mM

01 35

Actividad
Relativab

uj /ui

0,6                      0,36mu

14

20

1 , 5 6  mu

2 ' 49  mu

0,17mu         0,16mu

0,29mu         0,24mu

1,59mu         0,95mu

0,37mu               1,03

0,68mu               0,44

0'90mu               0,36

a En  estos  experimentos  se  hicieron  ensayos  paralelos  a  las  concentraciones

de  ADP   indicadas.

A  v±   corresponde   a   la   actividad  determinada  con  la  menor  concentraci6n

de  ADP  y  uj   a  la  actividad  en  presencia  de  la  concentraci6n  mayor  de  ADP.
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a  la  existencia  de un fen6meno  de esta  naturaleza, y  no  mues-

tram ningdn  experimento  del cual se  pueda  obtener informaci6n

al respecto.    Nuestros  resultados   sugieren  que  el  MgADP  mos-

traria  una  inhibici6n  de tipo  mixto  respecto  a  glucosa.    Es-

tudios  de inhibici6n  por  ADP  de la  fosforilaci6n  de  2-desoxi-

glucosa   (Monasterio,1980)  indican tambien una  inhibici6n  rdix-

ta,  respecto  al sustrato  glucfdico,  pero  en  este  Caso  el  Ko.5

para  2-desoxiglucosa  aumenta  al incrementarse  la  concentra-

ci6n  del  MgADP.    Por  otra  parte,  la  inhibici6n  por  ADP  respec-

to  a  ATP  como  sustrato  variable  es  no  competitiva  pura,   en

contraposici6n  a las  observaciones  con  glucosa  que indican un

fuerte componente  competitivo  (Tabla  XIII) .

La  menor  inhibici6n  a  bajas  concentraciones  de  glucosa

puede  interpretarse  como  debida  a  la  disminuci6n  de  la  coo-

Peratividad  y  del  Ko.5   lo  Cual  producirfa  una  activaci6n  que

a  bajas  concentraciones  de  glucosa  podrfa  contrarrestar  en

gran  parte  el efecto inhj.bidor  del  MgADP.    Se  trataria  deun

efecto  parecido  al del  K +  y  del  Na+,  aunque debido  a las  bajas

concentraciones  de  ADP  empleadas  es insignificante la  contri-

buci6n  en  cationes,  y  por  tanto  el  efecto  no  podrfa  atribuir

se  a  la  presencia  de  6stos.

El  efecto  del  MgADP  podrfa interpretarse considerando  que

como  consecuencia  de la  presencia  de €ste,  habria  una  disminu-

ci6n  en la  concentraci6n  del complejo  E.MgATP,   lo  que  signi-

f icarla  un  predominio  de la  via  de reacci6n  que  se  inicia  con

el complejo  E.Glc,   de  acuerdo  con  lo  que  analizaremos  en   la

Discusi6n .



7.     MANTENCI0N    DE    LA    ESTRUCTURA    MONOMERICA    DE    LA    GLUCOQUINASA

EN    LAS    CONDICIONES    I)E    REACCION

Los  resultados  de  diversos  investigadores  indican  que  la

glucoquinasa  es  una  protefna  monom€rica  bajo  condiciones  na-

tivas  y  desnaturalizadoras   (Grossman  et   al. ,1974;   Maccioni,

1975;   Holroyde   et   al.,1976).      Sin  embargo,1a  gran  mayorla

de  las  enzimas  con  cin€tica  sigmoidea  son  protelnas  oligomf

ricas   (ver  Dlscusl6r]).     Antes  de  postular  un  modelo  compati-

ble  con  la  conducta  cin€tica  observada,  era  necesario  consi-

derar  la  posibilidad  de  que  la  glucoquinasa  se  polimerizara

bajo  las  condiciones  de  ensayo,   formando  especies  molecula-

res  en  las  cuales  pudieran  ocurrir  interacciones  entre  los

sitios  activos,   o  que  presentaran  parametros  cin6ticos  dife.

rentes  del  mon6mero.     En  este  tiltimo  caso,   el  desplazamiento

del  equilibrio  entre  las  distintas  formas  por  acci6n  del  su±

trato  podrla  originar  desviaciones  de  la  conducta  cin6tica

clasica  y  dar  lugar  a  la  aparici6n  de  curvas  de  saturaci6n

sigmoideas(Frieden,1967) .     Es  conocido  que  la  presencia  ta|

to  de  sustratos,   productos  y  analogos,   como  de  modificadores

alost6ricos,  puede  afectar  en  las  enzimas  considerablemente

el  grado  de  asociaci6n  de  las  cadenas  peptldicas  y  sus  inte.

racciones   (Klotz   et   al.,1970;   Frieden,1971;   Levitzki  y

Koshland,   1972)  .     Un  ejemplo  muy  relacionado   con  nuestra

228
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enzima  es  el de las hexoquinasas  de  cerebro  y  de coraz6n,  las

que   se  encuentran  en  forma  de  mon6mero  y  de  dimero,   en  equi

librio  reversible,  que  es  desplazado  hacia  el  dfmero  por  la

presencia  de  glucosa-6-P,   que  es  un  modificador  negativo

(Chakrabarti   y  Kenkare,1974;   Easterby,1975).      Por  otra

parte,   la  hexoquinasa  PIT   de  levadura  existe  en  gran  parte

como  mon6mero  durante  el  ensayo,  aunque   es   aislada  en   forma

de   dimero    (Shill   et   al.,1974;   Shill  y  Neet,1975).

Pensando  en  la  posibilidad  de  una  oligomerizaci6n,   se

examin6,   por  filtraci6n  en  gel,   el  peso  molecular  aparente

de  la  glucoquinasa  en  condiciones  similares  a  las  que  operan

durante  el  ensayo  de  la  reacci6n.     Los  resultados  que  se

ilustran  a  continuaci6n,  mostraron  que  en  las  diferentes  col

diciones  experimentales  usadas,   la  glucoquinasa  elufa  como

un  pico  de  actividad  dnico  y  sim6trico,   correspondiente  a

una  proteina  del  mismo  peso  molecular  que   la  enzima  monom6-

rica   (Cardenas     et   al.,1978).

a)   Efecto   de   los   sustratos   sobre   la   f iltraci6n   de   la

glucoquinasa

El  efecto  de  la  presencia  de  los  sustratos  sobre  los  pef

f iles  de  eluci6n  de  la  glucoquinasa  durante  la  cromatograf fa

por   filtraci6n  en  gel  de  Sephadex  G-200   se  estudi6  a  dos   teE

peraturas,   30   y   4°,   como   se   sefial6  en   HateriaJes   y   H€toc!oS.

La  figura  58  ilustra  algunos  resultados  tfpicos  obtenidos  en
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Volumen   de   elucidn,  ml

FiguiLa     58  .   PQft6AIQA   atpAc.o8   dQ,   QkLLc;6yL  dQ,  ha  9kuc.oqwinasa.  a.yt  pn.QA>Q,yLckn

cze  £o6  6`uA`t/[C{{o6`.   La  enzima  proven±a  de  una  preparaci6n  en  la  etapa  de

purif icaci6n  de  Sephadex   (  matodo  2/  y  su  actividad  especlf ica  era  de
5,1   U/mg  de  prote±na.   La  columna  de   Sephadex  G-200   (1,2  x  48   on)   era

equilibrada  a  30    con  amortiguador  8  enriquecido  con  los  siguientes  meta-

bolitos:   aJ.ninguno;   bJ   ATP   5  mM   ;   c/   ATP   5  mM  mss   glucosa   1  mM;   d/   ATP

5  mM  mas`  glucosa  100  mM.   Las   cif ras   en  el  maximo  de  cada  pico  de  eluci6n

corresponden  a:   I,  azul  dextrano;   2,  alcohol-deshidrogenasa  de  levadura;

3,   ovoalbGmina;   4,  mioglobina  y  5,  ["C]-1eucina.   .   En  las  fracciones  con

glucoquinasa,  los valores  de  actividad  maxima,   expresados  en  miliunidades/ml,
eran  los   siguientes:   aJ   15,2;   bJ   9,0;   cJ   14,2;   cIJ18,3.   En  todos   log  experi-

mentos  se  mezcl6     1a  glucoquinasa   (0,18  unidades)   con   ["C]-1eucina  y  a

menudo  con  alcohol-deshidrogenasa.   Los  otros  marcadores   (azul-dextrano;

mioglobina  y  ovoalbumina)   se  filtraban  separadamente  o  junto  con I"C]-
leucina.   Detalles  de  esta  columna:   Vo=   17  ml;   Vi  =  50,7  ml.   Otros  porme-

nores  se  describen  en  HateriaJes  y  Hetodos.   De  Cardenas  et  aJ.,1978.
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experimentos  realizados  a  30a.     Se  observ6  un  pico  anico  y

sim€trico  de  actividad  glucoquin6sica  en  todas  las  condicig

nes  probadas:   a/   sin  sustratos;   b/   en  presencia  de  MgATP;

a/   en  presencia  de  MgATP  y  concentraci6n  baja  de  glucosa;

y  d/   en  presencia  de  MgATP  y  concentraci6n  saturante  de  g1¥

cosa.     No  se  observaron  deformaciones  en   la  rama  izquierda

de  los  picos,   que  pudieran  ser  interpretadas  como  pequefias

cantidades  de  enzima  activa  con  un  cierto  grado  de  agrega-

ci6n.     Los  picos  eluyeron  siempre  en  la  misma  posici6n.

Perf iles  muy  similares  se  observaron  con  otra  columna  trab±

jada  a  4°   (no  se  muestra).     La  glucosa-6-fosfato-deshidroge.

nasa  y  el  NADP,   que   se  usan  normalmente  en  el  ensayo  de   la

glucoquinasa,   no  se  probaron,   pues   la  sigmoidicidad  de     la

funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa  se  observa  tambi€n  cuando

se  mide  la  actividad  enzimatica  por  aislamiento  de  glucosa-

6-P,   en  ausencia  de   la  enzima  auxiliar  y  de  NADP   (Niemeyer

et   £1.,1975) ,   asl   como  tambi€n   cuando   se  usa  el  otro  sis-

tema  de  medici6n     de   actividad   (ensago   2)    (ver  figura   5) .

En  la  tabla  XV  se  comparan  log  coef icientes  de  distrib±

ci6n  de   la  glucoquinasa  obtenidos  a  30°  y  con  soluciones

de   la  misma  composici6n  que   las  empleadas   en   los  experimeE

tos  de  la  figura  58.     Se  obtuvieron  casi  id€nticos  valores

de  Kd  tanto  en  ausencia  de  ambos  sustratos   como  en  presen-

cia   de   MgATP   solo,   o   MgATP  mss   glucosa   a  baja    (1   mM)   o   al-

ta   (100  mM)    concentraci6n.     EI   Valor  promedio  de   Kd     de
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TABLA   XV

Coo,6AckQ,ndQA   dQ.  dinthbuch6yL  de,  2n  gLueoquinascL  ob±Q,yLLdob   pon.

6iAfnfiLck6n  a.yL   gad  de  SQphadQ.x  G-2ooa

Adiciones  al  amortiguador  8               Coeficiente  de  distribuci6nc
en  el  solvente  de  eluci6nb

Ninguno

ATP    5   mM

ATP   5   mM  +   glucosa   1   mM

ATP   5   mM   +   glucosa   100   mM

0,479

0,479    -0,483

0,494   -0,494

0,487

aDe  Cardenas  e±  al.,1978

bLas  condiciones  de  los  experimentos  se  describen  en  la  leyenda  de  la

figura  58.     Otros  detalles  se  suministran  en  Matewlflfe4   ey  M¢€odo6.

C  coeficiente  de  distribuci6n  Kd  =   (Ve  -Vo)/(Vi  -Vo)
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todos   los  experimentos   fue   0,486   ±   0,002,   que  es   igual  al

obtenido   con   la   columna   a   4°    (0,491   ±   0,006)  .

La  estimaci6n  del  peso  molecular  aparente  de  la  glucoqui

nasa  se  muestra  en   la  figura  59,   en  la  que  se  relacionan

en  escala  semilogarltmica  los  coeficientes  de  distribuci6n

de  varias  protefnas  marcadoras   con  sus  pesos  moleculares.

La  glucoquinasa  aparece  como  una  protefna  de  peso  molecular

de  54.400   ±   700,   valor  muy  similar  a  los  obtenidos  para   la

enzima  monom6rica   (Grossman   et   al.,1974;   Maccioni,1975;

Holroyde   et   al.,1976).     Tambi€n  se   indica  en   la   lfnea  de

regresi6n  la  posici6n  que  ocuparf a  un  hipot6tico  dfmero  de

la  glucoquinasa.

Los  resultados  de  la  figura  58  muestran  con  claridad  que

en  presencia  de   ambos   sustratos,   glucosa  y  MgATP,   y     de

otros  componentes  habituales  en  la  mezcla  del  ensayo  de  g1±

coquinasa,   la  enzima  se  recupera  de  la  columna  de  filtraci6n

de   Sephadex  como  una  proteina  activa  tinica.     EI  MgATP  no  al

tera  la  estructura  monom6rica  de  la  glucoquinasa,   aunque  el

grado  de  sigmoidicidad  de  la  funci6n  de  saturaci6n  con  glu-

cosa  es  dependiente  de  la  concentraci6n  del  nucle6tido

(figura  34).     En  este  aspecto,   la  glucoquinasa  soluble  se

diferencia  de  la  glucoquinasa  micros6mica  descrita  por

Berthillier  y  Got   (1972) ,   la  cual  se  dimeriza  en  presencia

de  ATP  y  solo  en  esta  condici6n  exhibe  una  dependencia  sis

moidea  de  la  concentraci6n  de  glucosa.
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Figunn  59  .      EbttmcLcityL  dek  pQAo   mo&Q.a.utnfr  apaftQ.ndQ.  pon.   tiAfrack6n  a.yL

Sephade.x  G-ZOO.     El  promedio  de  los  valores  de  Kd  para  la  glucoquina-

sa  presentados.  en  la  Tabla  XV   (0,486  ±  0,002)   se  situ6  en  el  grafico

constr.i:i±docon  los  valores  de  Kd  de  las  protefnas  marcadoras,   obteni-

dos  en  experimentos  que  se  realizaron  en  las  mismas  condiciones.     D

sefiala  el  valor  de  Kd  de  un  hipot€tico  dlmero  de  glucoquinasa.     Los

detalles  experimentales  se  describen  en    Hateriales  y  4f6todos.
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No  hubo  tampoco  efecto  al  cambiar  la  temperatura  desde

4°,   que  es  la  empleada  por  los  diversos  autores  que  se  han

preocupado  del  asunto,   a  300,   que  es   la  temperatura  habi-

tual  de  ensayo  de  la  actividad.     Ademas  de  ser  la  tempera-

tura  habitual  de  ensayo,   se  eligi6  30°  en  contraposici6n  a

4°,   porque  a  esta  temperatura   (30°)   se  ven  favorecidas   las

interacciones  hidrof6bicas  y  por  tanto  habrf a  mss  posibili-

dad  de  pesquisar  un  posible  olig6mero.     Asimismo,   la  vari±

ci6n  en  concentraci6n  de  la  glucoquinasa  en  un  orden  de  mag.

nitud  no  modific61a  conducta  de  eluci6n   (Fig.   60) .

En  ningtin  caso  se  produjo  alguna  anomalfa  del  perfil  de

eluci6n  que  hiciera  sospechar  algdn  grado  de  heterogeneidad

de   la  enzima  activa.

b)    Efecto   de   la   N-acetilglucosamina

La  N-acetilglucosamina  a  alta  concentraci6n   (10  mM)   hace

desaparecer  la  sigmoidicidad  de  la  funci6n  de  saturaci6n  p±

ra  glucosa  de  la  glucoquinasa,   como  se  vi6  anteriormente

(Fig.   41).     Dado  que   se  hab±a  descrito  que   la  glucoquinasa

con  un  cierto  grado  de  oligomerizaci6n   (posiblemente  dfmero)

exhibfa  una  cinetica  hiperb6lica   (Niemeyer  et   al. ,1975a) ,

cabia  la  posibilidad  de  que  la  N-acetilglucos.amina  estuvie

ra  induciendo  cambios  conformacionales  en  la  enzima  que  f a-

vorecieran  la  formaci6n  de  una  estructura  dim€rica.     Sin



Volumen   de  eluci6n

Figun  60 .     PejL&jk    de  atu.ch,dn  de  ka  6m^iich6n  a.n  gce  de  ha  9LueoqLL±L±

ra4CL   a..yl  pre4e.woffl   cle.  N-CLc.e±{qgfttc.06cLmtlrLcl.      La   enzima   era   de   la   etapa

de  cromatograf ±a  de  af inidad   (m6toc!o  2)   con  una  actividad  especif ica

de   32  U/mg  de  proteina.     La  colulma  de  Sephadex  G-200   (1,2  x  48  cm)   se

equilibr6  a  30°   con  N-acetilglucosamina   10  mM  preparada  en  amortigua-

dor  8.     La  muestra  de  glucoquinasa   (1,7  Unidades)   se  mezcl6  cm  alco-

hol-deshidrogenasa  de  levadura  y  T20.     El  azul-dextrano  se  filtr6  so-
lo  o  junto  con  T20.     Otros  detalles  se  describen  en  "aterlales  y  A4€tg

dos.
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embargo,   cuando  se  incluy6  N-acetilglucosamina  en  la  solu-

ci6n  de  eluci6n  durante  la  filtraci6n  en  Sephadex  de  la  g1±

coquinasa,   se  obtuvo  un  solo  pico  sim€trico  de  la  actividad

enzimatica,como  se  ilustra  en  la  figura  60.     El  valor  de  Kc,

fue  de  0,490,   es  decir  igual  al  obtenido  en  los  experimentos

de  la  Tabla  XV.     Hay  que  destacar  que  en  este  experimento  la

glucoquinasa  de  la  muestra  se  encontraba  en  una  concentraci6n

alrededor  de  diez  veces  mayor  que  la  empleada  en  los  otros

experimentos  de  esta  naturaleza.     No  obstante  el  efecto  so-

bre  la  cin6tica  de  la  enzima,   la  N-acetilglucosamina  no  al-

ter6  su  coeficiente  de  distribuci6n  en  Sephadex  G-100.

a)   Efecto   de   los   sustratos   g   los   productos

La  figura  61  ilustra  el  hecho  que  la  adici6n  de  una  mez-

cla  de   los   sustratos   (glucosa  y  MgATP)   y  de   los  productos

(glucosa-6-fosfato  y  MgADP)   a  la  soluci6n  de  equilibrio    y

eluci6n,   no  determina  ningdn  cambio  en  el  perfil  de  eluci6n

de   la  glucoquinasa  desde  una  columna  de   Sephadex  G-100.     En

efecto,   se  obtuvo  en  estas  condiciones  de  nuevo  un  pico  si-

m€trico  y  tinico  de  glucoquinasa,   en  la  misma  posici6n  que  en

ausencia  de  los  metabolitos.     El  peso  molecular  corresponde-

rfa  al  de   la  enzima  monom€rica.     Un  comportamiento  similar

se  observ6  en  presencia  de  glucosa-6-fosfato  solo.     As£,   a

diferencia  de  lo  que  ocurre  en  hexoquinasas  de  coraz6n  y  de
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Figum  61.     PQjL6{A  de.  eluci6yL  de.  ha  4iAfract6n  a.yL  SQ.phade.x.  de.  g&ucoqLL±

yto[Afl  ej;I  pALe4ej7icfa  de  6tt6Zutzo6   y  proc£Ltof06.     La  enzima  proven±a   de   rna

preparaci6n  en  la  etapa  de  cromatograf ±a  de  afinidad   (m6todo  2)   y  ten±a
una  actividad  espec±fica  de  30  U/mg  de  prote±na.     La  columa  de  Sepha-

dex  G-loo   (1,2  x  48  cm)   se  equilibr6  a   30°  con  amortiguador  8   conteniepL

do   glucosa   50   nM,   ATP   5   mM,   glucosa-6-fosfato   50   uM,   y  ADP   50   uM.     La

muestra  de  glucoquinasa   (0,2  Unidades)   se  mezcl6  con  I  [4C]-leucina.

Otros  detalles  se  dan  en  Nateriales  y  Hgtodos.
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cerebro,   el  glucosa-6-P  no  parece  alterar  significativamen-

te  la  estructura  monom€rica  de  la  glucoquinasa.

d)    Comentario   general

Toda  la  informaci6n  disponible  sefiala  que  la  glucoquina-

sa  esta  constituida  por  una  cadena  polipeptfdica  6nica.     En

efecto,   la  enzima  en  condiciones  desnaturalizadoras  como  las

existentes  durante  una  electroforesis  en  geles  de  poliacrila

mida  en  presencia  de  dodecilsulfato  de  sodio,   aparece     como

una  sola  unidad  proteica,   con  el  mismo  peso  molecular  que  la

enzima  nativa   (Grossman   et   al. ,1974;  Maccioni,1975;  Holroyde

et   az.,1976)  .     El  hecho  que  no   se  produjeran  mol6culas  de

mayor  tamafio  por  reacci6n  cruzada  al  tratar  glucoquinasa  p±

ra  con  dimetilsuberimidato,   a  4°,   en  presencia  de  los  sustra

tos,   apoya  la  naturaleza  monom6rica  de  la  glucoquinasa

(Holroyde     et   al.,1976).     Asimismo,   la  cromatografia     por

filtraci6n  en  geles  de  la  glucoquinasa  nunca  ha  indicado  la

presencia  de  formas  oligom6ricas,   aunque  se  haya  realizado

en  condiciones  muy  variadas  de  fuerza  i6nica  y  de  composici6n

del  medio  de  desarrollo   (Pilkis   et   al.,1968;   Gonzalez  y

Ureta,1969;   Pilkis,1972;   Grossman   et   al.,1974;   Maccioni,

1975;   Holroyde  et   al.,1976).     La  tinica  excepci6n   la  consti

tuy6  la  observaci6n  de  este  laboratorio  de  un  cierto  grado

de  oligomerizaci6n  en  preparaciones  envejecidas  de  glucoqui

nasa  purificada;   los  estados  agregados  exhibieron  una
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cin6tica  hiperb6lica   (Niemeyer  et   al. ,1975) .

La  estructura  monom6rica  de  la  glucoquinasa  es  de  espe-

cial  inter6s  dado  el  caracter  sigmoideo  de  la  funci6n  de  s±

turaci6n  con  glucosa,  ya  que  esta  cin€tica  exigira  una  inte£

pretaci6n  diferente  a  la  que  dan  los  modelos  mss   conocidos,

que   sirven  para  protefnas  oligom€ricas   (Monod  et   al. ,1965;

Koshland  et   al.,1966).     For  esto,   era  crftico     asegurarse

de  que   la  glucoquinasa  permanecia  como  mon6mero  cuando  se

encontraba  en  condiciones  iguales  a  las  que  operan  durante

el  ensayo  de  la  actividad.

Es  un  punto  muy  importante  en  el  estudio  de  una  enzima

que  presenta  cin€tica  cooperativa    el  establecer  cual  es  su

grado  de  oligomerizaci6n  en  las  condiciones  de  ensayo,   ya

que  es  ahl  donde  se  presenta  el  fen6meno  de  cooperatividad.

En  el   caso  de  una  enzima  monom6rica  es   imprescindible.

De  acuerdo  con  la  informaci6n  disponible  existen  otras

cinco  enzimas  monom6ricas,   que  presentan  cin6tica  ho  hiperbf

lica.     Ellas  son  la  ribonucle6sido-trifosfato-reductasa   (Beck,

1967;   Vitols   et   al.,1967;   Panagou   et   al.,1972),   la   ribonu-

cleasa-pancreatica   (Rtlbsamen  et   al.,1974;   Walker  et   al.,

1975;   Walker  et   al. ,1976)  ,   la  hexoquinasa  L[  de  trigo  (Meu-

nier  et   al.,1974),1a   6-quimotripsina   (Ainslie  y  Neet,1979)

y   la  octopina-deshidrogenasa   (Olomucki   et   aJ. ,1972;   Monneuse-

Doublet   et   al.  ,1978)  .
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En  ninguno  de  estos  casos,   sin  embargo,   se  han  publicado

pruebas  inequfvocas  de  que  no  ocurre  una  oligomerizaci6n  d±

rante  el  ensayo.     Ademas,   habrfa  que  agregar  la  hexoquinasa

de  levadura  que,   si  bien  existe  como  dfmero,  en  las  condi-

ciones  de  ensayo  serla  fundamentalmente  un  mon6mero   (Shill

et   al.,1974).     Todas  estas  enzimas   seran  analizadas  en   la

D i s c u s i 'o n .

La  demostraci6n  de  la  estructura  monom6rica  de  la  gluco-

quinasa, en  condiciones  de  reacci6n, descarta  la  posibilidad

de  que  su  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa  sea  el  resultado

de  la  interacci6n  entre  sitios  activos, ubicados  en  diferen-

tes   subunidades  de  una  enzima  oligom€rica  formada  durante  el

ensayo.     Tambi6n  puede  excluirse  la  posibilidad  de  un  equili

brio  de  formas  asociadas  y  disociadas,  en  las  que  las  propif

dades  cin€ticas  de  la  enzima  dependieran  del  peso  molecular

de  las  especies  presentes.     Los  modelos  en  regimen  estacio-

nario  presentados  por  varios  autores  dan  la  posibilidad  de

cin€tica  no  hiperb61icas  en  enzimas  monom6ricas   (Ferdinand,

1966;   Rabin,1967;   Sweeny  y  Fisher,1968;   Ainslie   et   al.,

1972;   Ricard   et   al.,1974;   Storer   y   Cornish-Bowden,1977)  .

En  todos  estos  modelos  se  postulan  al  memos  dos   caminos  ci-

n6ticamente  diferentes  de  conversi6n  de  los  sustratos  en  los

productos.     Se  analizaran  primero  brevemente  estos  modelos,

y  luego  se  presentara  un  modelo  propio,   que  da  cuenta  de  la

mayoria  de  los  hechos  observados  en  este  y  otros  laboratorios.



D.    DISCUSION

i.   INTERPRETACION   DE   LA  CINETICA  COOPERAT|VA

Los   trabajos  pioneros  de  Umbarger   (1956)   y  de  Yates  y

Pardee  (1956) en la  decada  de los   cincuenta,   mostraron  que  habfa

enzimas  como  la  treonina-desaminasa  y  la  aspartato-transcarba

milasa,   respectivamente,  que  estaban  sujetas  a  regulaci6n  y

que  no  se  ajustaban  a  la  ecuaci6n  cin€tica  de  Michaelis-Menten,

sino  que  presentaban  una  cin€tica  que,   al  decir  de  Umbarger,

era  "peculiar".

Ha  transcurrido  alrededor  de  un  cuarto  de  siglo  desde  esos

descubrimientos  y  en este lapso  se  ham  descrito  numerosas  enzi-

mas  que  presentan  desviaciones  de  la  cin€tica  michaeliana  cla-

sica   (cooperatividad  positiva  o  negativa)   y  que  en  la  mayorfa

de  los  casos  corresponden  a  enzimas  que  parecen  jugar  un  papel

importante  en  la  regulaci6n  de  las  vfas  metab61icas   (Koshland,

1968;   Stadtman,1970)  .

Junto  con  la  descripci6p  del  fen6meno  de  cooperatividad  ci

n€tica  surgi6  la  inquietud  de  poder  explicarlo.     As£,   en    los

dltimos  15  afros,   el  estudio  de  los  mecanismos  que  podrfan    dar
\

cuenta  de  una  conducta  cin6tica  cooperativa    ha  ocupado  la  aten

ci6n  de  diversos  grupos  de  investigadores.     La  idea  principal

que  ha  dominado  el  pensamiento  en  esta  area  es  la  de  las
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interacciQnes  alost€ricas  propues.ta  por  Monod  et   al.    (.1963,

1965)   y  extendida   luego  por  Kosh.land  et   al.    (1966)  .

a)   Modelos  de  sistemas  en  equilibrio  r'apido

Los  principales  modelos  de  sistemas  en  equilibrio  rapido

para  explicar  la  cooperatividad  son  los  planteados  por  los

grupos  de  Monod  y  de  Koshland.     Son  de  equilibrio  rapido  por-

que  se  considera  que:

i/   Los  pasos  de  uni6n  y  de  disociaci6n  de  ligandos  a  la  protei

na  son  muy  rapidos  comparados  con  el  paso  catalftico.

ii/   Los  cambios  conformacionales   inducidos  o  los  desplazamien-

tos  de  equilibrios  provocados  por  la  uni6n  de  los  ligandos  a

la  protefna  son  rapidos  con  respecto  a  la  velocidad  de  la  reac-

ci6n  catalizada.

Estas  dos  consideraciones  permiten  que  se  alcance  un  esta

do  de  cuasiequilibrio   (equilibriQ  r6pido)   entre  las  diferentes

especies  de  enzima,  y  entre  el  ligando  libre  y  el  ligando  uni-

do  a   la  enzima.

Tanto  en  el  modelo  de  Monod  et   aJ .    (1965)   como  en  el   de

Koshland  et   al.(1966)   se  pone  €nfasi.s  en  la  interacci6n  entre

las  subunidades  en  el  control  de  la  actividad  enzimatica.   En

estos  modelos,   la  variaci6n  sigmoidea  de  la   velocidad   en

funci6n   de   la   concentraci6n   de   sustrato   se   interpreta   su-

poniendo   que   la   cooperatividad    cin6tica    es
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consecuencia  de  la  cooperativi`dad  en  la  uni6n  del  sustrato

a  las  subunidades  interactuantes,  de  la  enzima.     La  coopera-

tividad  cin€tica  queda  as±  restripgida  a  enzimas  ol±gom6ri-

cas.     La  mayorla  de  los  datos  descritos  en  la  literatura  son

compatibles  con  estos  modelos,   los  cuales  pueden  aplicarse

tambi€n  a  protefnas  no  enzimaticas  que  enlazan  especlficamep.

te  un  ligando,   como  es  el  caso  de  la  hemoglobina.

Modelo  de  transicion  concertada  de  Monod,  Wgman  g  Changeux

En   1965,   Monod,   Wyman  y  Changeux  propusieron   un  modelo   c±

yos  postulados   son:

i)   Las  protelnas  alost€ricas  son  olig6meros  cuyos  prot6meros
\

se  encuentran  asociados  de  tal  manera  que  ocupan  posiciones

equivalentes.     Un  olig6mero  es  una  protelna  que  contiene  un

ntimero  relativamente  pequefio  de  subunidades   jd€ntlcas     cada

una  de   las  cuales  se  denomina  prot6mero.

{{)   A  cada  ligando  capaz  de  formar  un  complejo  estereoespe-

clfico  con  la  proteina,   le  corresponde  uho  y  s6lo  un  sitio

de  uni6n  en  cada  prot6mero:   al  sustrato  el  sitio  catalftico

y  al  modulador   (activador,   inhibidor)   un  sitio  alost€rico,

es  decir,   un  sitio  estructural  y  topol6gicamente  distinto

del  sitio  catalltico.
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{{{)   La  conformaci`6n  de  cada  prot6mero  esta  restripgida  por

su  asociaci`6n  con  los  vecinos.   Es  decir,   existen  restriccio

nes  moleculares  que  hacen  que  los  cambios  de  conformaci6n  de

los  prot6meros   sean  concertados.

{v)   Los  olig6meros  alost€ricos  pueden  existir  en  al  memos  dos

estados  conformacionales  reversibles   (R  y  T) ,   que  difieren  en

la  distribuci6n  y  energla  de  los  enlaces  interprotom6ricos,  y

tambi€n  en  las  restricciones  impuestas  sobre  los  prot6meros.

v)   Existe  una  uni6n  preferente  de  cada  ligando  por  algdn  esta

do  conformacional.     Es  decir,  al  ocurrir  una  transici6n  con for

macional   (concertada)   de  un  estado  a  otro,   la  afinidad  de

|os  sitios    estereosspec±ficos  hacia    el  correspondiente  liga±
do  se     altera.

v{)   Al  experimentar  el  olig6mero  la  transici6n  conformacional

de  un  estado  a  otro,   se  conserva  la  simetrla  molecular,     in-

cluyendo  la  simetrfa  de  las  restricciones  impuestas  sobre  ca-

da  prot6mero   (transici6n  concertada) .

Estos  seis  postulados  del  modelo  de  Monod  et  al.   se  pue-

den  resumir  en  dos  presunciones  fundamentales.     Una  es   la  pre

sencia  de  un  equilibrio  preexistente  entre  dos  o  unos  pocos

estados  conformacionales  de  la  protefna  y,   la  segunda,   es  que

cualquier  cambio  conformacional  afecta  a  todos  los.  prot6meros

de  igual  manera,   lo  que  permite  conservar  en  todo  momento  la

simetrfa  de  la  molecula  proteica.     De  ahi  que  se  hable  de  una
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transici6n  concertada.     Es`te  modelo  es   "elegantemente  sim-

ple"   (Koshland,   1970)  .     Los`  activadores  y.  los   sustratos   fa-

vorecen  el  estado  R  y  los  inhibidores  el  estado  T.     El  des-

plazamiento  del  estado  T  al  estado  R  bajo  la  influencia    de

la  uni6n  del  sustrato  explica  la  cooperatividad.     El  modelo

no  permite  especies  moleculares  hfbridas  y  predice,  por    lo

tanto,   solamente  la  cooperatividad  positiva  en  las  interac-

ciones  homotr6picas.     Pettigrew  y  Frieden   (1977)   han  exten-

dido  este  modelo  al  caso  de  una  reacci6n  de  dos  sustratos

con  un  mecanismo  de  uni6n  al  azar  en  equilibrio  rapido,   Ham

mostrado,   por  estudios  de  simulaci6n,   que  si  los  estados  con

formacionales  tienen  diferente  afinidad  por  cada  uno  de  los

sustratos  se  pueden  obtener  conductas  cin€ticas  diferentes

de  las  esperadas  por  simple  analogfa  con  la  conducta  de  uni6n

de  cads  uno  de  los  sustratos  por  separado.     Estos  autores  re

fieren,   aunque  no  lo  muestran,   que  en  ciertas  condiciones  es

posible  la  existencia  de  cooperatividad  cin€tica  negativa.
El  hecho  que  los  postulados  de  este  modelo  se  refieran  a

protefnas  alost6ricas,  hizo  que  existiera  una  tendencia  a

establecer  una  relaci6n  biunlvoca  entre  el  fen6meno  de  alos

terismo  y  el  de  cin6tica  cooperativa.     Si  bien  ambos  fen6me

mos  estan  estrechamente  relacionados  y  ambos  pueden  ser  ex-

plicados  a  base  de  flexibilidad  conformacional  de  las  pro-

tefnas,   no  son  sin6nimos.     Esta  confusi6n  se  ha  visto
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estimulada  por  el  hecho  que  muchas  enzimas  alost€ricas  pre

sentan  tambi6n  cin6tica  cooperativa  y,  viceversa,   la  mayo-

rla  de  las  enzimas  que  presentan  cooperatividad  poseen  si-

tios  alost€ricos.     Esto  no  debe  sorprender,   ya  que  ambas

propiedades  son  importantes  en  el  control  metab6lico  y  se

podrfa  suponer  que  han  sido  seleccionadas  a  trav6s  de  la  i
voluci6n.     No  obstante,   esto  no  significa  que  los  t6rminos

de  alosterismo  y  de  cooperatividad  sean  intercambiables;

ellos  describen  dos  propiedades  diferentes  y  deben  ser  di±

tinguidos  claramente.     As£,   una  enzima  alost€rica  es  sola-

mente  una  enzima  que  presenta  un  sitio  alosterico  y  puede

o  no  tener  cin€tica  cooperativa.     Por  ejemplo,   desde  hace

tiempo  se  sabe  que  la  primera  enzima  en  la  biosfntesis  de

histidina   (fosforribosil-ATP-pirofosforilasa)   es  alost€rica

(Martin,   1963) ;   sin  embargo,   no  se  ha  descrito  que  ella  pre.

sente  cinetica  cooperativa.     Por  otra  parte,  una  enzima  con

cinetica  cooperativa  puede  ser  o  no  ser  alost6rica.     La  g1±

coquinasa  parece  ser  un  ejemplo  de  enzima  no  alost€rica  con

cinetica  cooperativa.

Los  trabajos  del  grupo  de  Monod  fueron  muy  importantes

porque  dieron  un  marco  conceptual  simple  para  enfocar  los

primeros  trabajos  con  enzimas  de  cineticas  no  michaelianas;

definieron  ademas  muchos  t€rminos,   1o  que  contribuy6  a  evi-

tar  confusiones;  pusieron  6nfasis  en  las  caracterfsticas  de

simetrla  en  el  disefio  de  las  protefnas  y  plantearon  el  rol



de  las  subunidades  en  el  proceso  cooperativo.

Modelo   de   transiciones   consecutivas   de   Koshland,   N'emethg

F i 1 me r
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El  modelo  de  Koshland  comparte  con  el  de  Monod  los  postu

lados  {{)   y  v)   y  la  idea  que  la  protefna  es  un  olig6mero,

pero  no  requiere  condiciones  de  simetrla.     Sus  presunciones

basicas  son:

i)     La  interacci6n  del  ligando  con  la  protefna  induce  en

6sta  un  cambio  conformacional   (encaje  inducido)   que  puede

estar  restringido  a  una  sola  subunidad  de  la  proteina.

{{)     La  interacci6n  entre  las  subunidades  es  la  clave  de

los  procesos  homotr6picos.     Segtin  la  fuerza  de  dichas  intf

racciones,   la  deformaci6n  que  afecta  a  una  subunidad  puede

a  su  vez  afectar  la  forma  y  estabilidad  de  las  subunidades

vecinas,   provocando  un  cambio  conformacional  en  ellas  que

ocurrirla  en  forma  consecutiva,  mss  bien  que  concertada.

Solo  si  la  interacci6n  es  infinita,  el  cambio  conformacio-

nal  seria  concertado.

{t{)     La  conducta  de  los  estados  conformacionales  se  puede

describir  a  base  de  tres  parametros  moleculares,  que  descri

ben  la  energla  del  cambio  conformacional,   la  fuerza  de  la

interacci6n  entre  las  subunidades  y  la  afinidad  de  los  li-

gandos  a  un  estado  conformacional  definido.
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Este  modelo,   como  no  requiere  el  principio  de  simetrla,

permite  la  existencia  de  especies  h±bridas  y  puede  explicar

la  aparici6n  de  cooperatividad  negativa  y  mixta  tanto  cin6

tica  como  de  uni6n   (Koshland,   1970) .

Modelo   de   Frieden   del   segundo   sitio

Los  dos  modelos  anteriores  consideran  enzimas  con  sitios

mtiltiples,  en  las  cuales  todos  los  sitios  de  uni6n  del  sus-

tratos  son  catallticamente  activos  y  estan  situados  en  sub

unidades  diferentes  dentro  de  la  protefna.     Es  posible,   sin

embargo,   que  una  enzima  posea  sitios  de  uni6n  del  sustrato

que  no  tengan  actividad  catalftica  y  que  en  cambio  jueguen

un  papel  regulatorio.

Frieden   (1964) ,   en  un  analisis  general  de  la  situaci6n

de  enzimas    cuya  actividad  esta  influenciada  por  la  uni6n

especlfica  de  modificadores  a  sitios  diferentes  del  sitio

catalltico  (alost6ricos);` considera   el caso en  que  el   mismo

sustrato  actda  como  modificador,   originando  activaci6n  o

inhibici6n .

Frieden  plantea  las  siguientes  ecuaciones  de  interacci6n

de  la  enzima  con  el  sustrato:



k5

k6

k6

E+S

E+S

ES+S

SE+S

E+P

SE+P

SE+P
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Sobre  la  base  de  presunciones  de  equilibrio  rapido,   de-

riva  una  ecuaci6n  de  velocidad  inicial,   la  cual  es  de  se-

gundo  orden  con  respecto  a  la  concentraci6n  de  sustrato  y
es  del  tipo:

V_ £s2   +   gs
Eo           j2+js2+js (10)

donde  los  parametros  f,   g,   j],   i,   j,   son  funciones  de  las

constantes  cin€ticas  y  de  las  constantes  de  equilibrio.

N6tese  que  en  este  caso  no  se  presume  interacci6n  de  sub

unidades  y,  pc)rlo  tanto:,,     es  aplicable  a  enzimas  monomericas.

S6lo  se  presume  la  existencia  de  un segundositio, alost€rico,

que  al  unir  el  sustrato,  puede  modificar  la  constante  catalf
tica   (k5  ±  k6)   o  afectar  la  afinidad  del  sitio  activo  por  el

sustrato   (.Ki   ±   K4)  .
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En  una  situaci6n  extrema  de  uni6n  cooperativa,   el  sitio

catalftico  estarla  accesible  al  sustrato  s6lo  despu6s  que

6ste  se  ha  unido  al  sitio  alost6rico  y  ha  inducido  un  cam-

bio  conformacional  en  la  enzima.     En  este  caso,   se  tendrla

lo  siguiente:

E+S
SE+p

La  variaci6n  de  la  velocidad  en  funci6n  de  la  concentra

ci6n  de  sustrato,   en  condiciones  de  equilibrio  rapido  ser±a:

V_ ks2

E                 CiK2    +       S2    +   orKS0

donde  K  es  la  constante  de  disociaci6n  intrlnseca.

La  ecuaci6n  de  velocidad  obtenida  es  de  segundo  orden  res

pecto  a  la  concentraci6n  del  sustrato,   atin  si  Ci  vale  1,0.

La  ecuaci6n  de  uni6n  del  ligando  tambi6n  es  de  segundo  orden

con  respecto  a  su  concentraci6n.     El  grado  de  sigmoidicidad

aumenta  a  medida  que  Ch  disminuye.
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Como  contrapartida  a  los  anteriores  y  con  posterioridad,

ham  surgido  modelos  que  no  postulan  uni6n  cooperativa  de  li

gandos,   pues  no  requieren  interacci6n  de  subunidades,     y

que  pueden,   por  lo  tanto,   ser  aplicados  'a  enzimas  monom€ri-

cas   (como  la  glucoquinasa) .     Estos  modelos  presentan  dos

ideas  en  comtin:

i)     El  sustrato  que  presenta  el  fen6meno  de  cooperativi

dad  puede  unirse  a  mss  de  una  especie  enzimatica  para  for-

mar  producto.

{{)     Las  distintas  especies  enzimaticas  no  alcanzan    un

equilibrio  r6pido,   sino  que  estan  en  regimen  estacionario.

Las  diferencias  entre  los  modelos  de  regimen  estaciona-

rio  surgen  en  el  modo  de  generaci6n  de  las  distintas  espe-

cies  enzimaticas  a  las  cuales  se  puede  unir  el  sustrato.

Modelos   cin'eticos

En   el   moc7elo   de   Ferdlnanc!   (1966),   las   especies   enzimati

Gas  surgen  debido  al  mecanismo  cin€tico  de   la  reacci6n.   Se

muestra  que  en  reacciones  de  dos  sustratos  puede  originarse

una  cin€tica  sigmoidea  si  los  sustratos  se  unen  al  azar    a

la  enzima,   en  condiciones  de  regimen  estacionario  y  si  una

de  las  vias  resultantes  es  preferida  cin€ticamente,  es
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decir,   es  mss  rapida   (Fig.   62).     En  este  caso,   el  sustrato

que  presenta  cooperatividad  podrla  unirse  a  dos  especies  e±

zim6ticas:   la  enzima  libre  y  el  complejo  binario  formado  por

la  enzima  con  el  otro  sustrato.

Un  mecanismo  Bi-Bi  al  azar  en  regimen  estacionario  es  des

crito  par  una  ecuaci6n  de  velocidad  inicial  bastante  comple-

ja.    (Dixon   y   Webb,    1964)  :

V

E a

Ciab   +   c2a2b   +   c3ab2

C7   +   C8a   +   Cgb   +   cioab   +   ciia2   +   ci2b2   +   c]3a2b   +   c„ab2

donde  ci   a  ci4son  combinaciones  de  constantes  de  velocidad.

Ci = h+Lh-2l+8l¢+5+l¢-ih+D.h+4h+5
C2 = h+ih+3h+4h+5
C3 = h+2h+8h+4h+«.
C 4 = h-ih-2h~3JL6+lLilL2h-4IL5
C5--k~ik-8k+4h-5
C6 = h_..k+8h-4h~6
;1 = lL-il;2I.`-i+k-ih~2h-4+k~ih~.2h+6
C8--h+\h_..h_8+h+ih_RILL+h+ilL2k+5+ILik-8h+a+h_-iF+^l:+5
C9--lz_\h+D.h_3+h_ik+2h~4+k-ih+2k+6+h-2]¢+3h-4+E~2J:+3J:+'.

C io = h+\h-2h+3+ h-ih+2h+4+h+Lh+8h-4+h+21.¢~8h+4+h+8 h+4h+5
Cii = h+\h-8k+4+h+Lh+4l?+5
Ci2--k`+2h+8h-4+h+&k+8k+5
CL8~-h+ih+3h+4
CIA--k+Qh+3k+4
Ci5.---1Lih-2h~5+k-ik-4k-5+k-2k-8JL6
Ci6--h-ih+J€-5+k-8h+4k-5
Ci7 = h-2h+8h-5+h+8h~4k-5
CL8 = h+3k+¢k~5
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F{guAfl   62.      Se.c.uLe,Moffl   de,  4ectc.c{oMLe4   em   Ltm  6t6tanct   a.yLz{mactc.a   a.on  me.a.flwhmo

af  ctzaA  de  ttn{6VI  de  6u4Ow06.     k[k3k_4k_2  =  k2k4k_3k_I   (reversibilidad

microsc6pica).   No  se  indica  el  n6mero  de  productos  ni  el  orden  de  salida

de  ellos  por  no  ser  de  importancia  para  el  analisis.
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Si  uno  de   los  sustratos   (por  ejemplo  8)   se  mantiene  cons

tante,   la  ecuaci6n  de  velocidad  se  reduce  a:

v                iA2.    +   iA

E               k   +   |A2   +|nA0

(11)

donde,  A  es   la  concentraci6n  del  sustrato  A,   Eo  es  la  enzi-

ma  total  e  i,   i,   k,   I yin  son  funciones  complejas  de  la  con-

centraci6n  del  sustrato  fijo   (a)   y  de  productos  de  las  coni

tantes  de  velocidad.

i   =   c2B

j    =    CiB   +   c382

A    =    C7    +    C9B   +    ci282

I   =    all+   C|3B

in   =   C8    +   ci.oB   +   cn82

Este  sistema  es  de  segundo  grado  en  A  y  no  se  ajusta  a

la  ecuaci6n  clasica  de  Michaelis.     Aunque  los  graficos  re-

clprocos  no  son  lineales,     el  alejamiento  de  la  linealidad

serfa  imposible  de  detectar  si  ambas  rutas  de  formaci6n  de

EAB  son  equivalentes.     Mediante  diferenciaci6n  de  la  ecua-

ci6n   (IJ) ,   Ferdinand   (1966)   analiza  las  condiciones  que  de-

ben  cumplir  las  relaciones  entre  los  parametros  cineticos

de  esta  ecuaci6n  para  la  obtenci6n  de  una  activaci6n  por

sustrato  o  de  una  inhibici6n.     De  esta  manera  establece  que

si  se  cumple  la  siguiente  condici6n:



ki   >    mj    1       im   >    jl
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(12)

se  obtiene  una  cin€tica  sigmoidea  para  el  sustrato  variable.

Dado  que  los  parametros  de   la  ecuaci6n  de  velocidad  son  fun-

ciones  de  la  concentraci6n  del  sustrato  fijo,   su  valor  depe±

dera  de  la  concentraci6n  de  este.     Luego,   la  existencia  de

cooperatividad  dependera,   en  este  caso,   de  la  concentraci6n

del  sustrato  fijo.     Debido  a  la  complejidad  de  los  parametros

cineticos,   no  es  posible  reducir  la  condici6n  para  la  existen

cia  de  sigmoidicidad  a  una  forma  en  que  pueda  visualizarse

una  relaci6n  obvia  entre  las  constantes  de  velocidad.     Parte

de  la  condici6n  seria  que  k5   sea  grande  respecto  a  las  otras

constantes  de  velocidad,   a  fin  de  que  se  cumpla  la  condici6n

de  regimen  estacionario,   y  que,   por  otra  parte,   ki   >  kly.

Por  esta  misma  raz6n,   no  debe  esperarse  necesariamente  que,

si  se  observa  cooperatividad  positiva  respecto  de  A,   deba

observarse  en  las  mismas  condiciones     inhibici6n  por  8.

En  general,   cualquier  mecanismo  cin6tico  que  implique  mss

de  un  camino  para  la  uni6n  de  una  mol6cula  de  sustrato  al

sitio  activo,  puede  originar  una  relaci6n  sigmoidea  entre  ve

locidad  y  concentraci6n  de  sustrato   (Sweeny  y  Fisher,   1968;

Fisher   et   al.,    (1972).
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Varios   investigadores   (Anderson  y  Weber,   1965;   Witzell,

1967;   Frieden,1970;   Ainslie   et   al.,1972)   ham  discutido

modelos  que  implican  una  isomerizaci6n  lenta  entre  dos  foE

mas  coexistentes  de  enzimas  que  poseen  un  sitio  activo  ani-

co.     En  estos  casos,   ambos  estados  unen  el  sustrato  con  afi

nidades  diferentes  o  tienen  constantes  catalfticas  distin-

tas.     El  paso  de  uni6n  y  el  de  isomerizaci6n  deben  estar  en

regimen  estacionario.

El  modelo   de   transiciones   conformac:ionales   lentas  propnes_

to  por  Ainslie  et   al.,   (1972)     es  el  mss  elaborado  y  de  ca-

racter  mss  general  y  tiene  los  siguientes  postulados  basicos:

i)   La  enzima  puede  existir  en  dos   (o  mss)   estados  con for-

macionales  diferentes  e  interconvertibles  en  forma  lenta  en

relaci6n  a  la  velocidad  de  la  reacci6n  catalizada.

{{)   Cada  forma  enzimatica  puede  llevar  a  cabo  un  ciclo  ca

talitico,   pero  con  diferentes  constantes  de  velocidad.

t{{)   La  velocidad  de  interconversi6n  de  ambas   formas  y  su

distribuci6n  estan  influenciadas  por  la  concentraci6n  del

sustrato .

Para  el  caso  de  una  reacci6n  Uni-Uni,   como  la  que  se

ilustra  en  la  figura  63,   la  ecuaci6n  de  velocidad  inicial

describe  una  dependencia  de  segundo  orden  respecto  a  la  cop

centraci6n  del  sustrato,
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Figu)La.   63.       ModQlo   dQ.  ±nnyL6LcityL   c.oyL6oma.ckoyLut  LQ,nda  a.pRAc.ado      cL    LLyLCL

enz{J?1cl  a.oyl  LtMi  6LL6ato   y  ttn  prodttcJ£O.      El   c±rculo  y  el   rombo   representan

conformaciones  diferentes  e  interconvertibles  de  la  enzima,   E  y  E'   res-

pectivamente.     A,   sustrato  y  P,   producto.     El  paso  lento    de   intercon-

versi6n  esta  determinado  por  las  constantes  cin€ticas  kg  y  kio  en  el  caso

de  la  enzima  libre  y  por  k3  y  k4  en  el  del  complejo  binario.     Adaptado  de

Ainslie  et  al.,1972.



v                 c!A2.+eA

E 0
a+aA?      +bA
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(13)

donde,   a,   b,   c,   d  y  e     son  combinaciones  de  constantes  ci-

n€ticas :

<1    a   kik3kii('.5    '   k6   +   k7)  (ki4    +   }:i5)    +   kik4kii(kf,   +   k7)  (kn    +   ki5   +   ki6)

b   =   kF.4k.)(k(,   +    k7)  (k„   +   k,5   +   ki6)    +   k.kiokii(ks   +   k6   +   k7)  (k„   +   kL5)

+   k4.^[Ok[Ln:6   +   k7)     (k[4   +   k[5   +   k[6)    +   k.k3k9tks   +   k6   +   k7)  lkL4   +   kLs)

'    k4kii(k6   +   k7)  (k2ki4   +   y`2ki5   +   ki4ki€,)    +   kik](k5k7   +   k6'.i2   +   k7ki2)  (k»   +   ki5)

+   kiokii(ks   +   k6   +   k7)  (k2ki4   +   k2ki5   +   ki4ki6)

+   kikg(ki4   +   ki5   +   ki6)  (k5k7   +   k6ki2   +   k7P`i2)

a   I   kg(k5k7   +   k6ki2   +   k7ki2)  `k2kw   +   k2kis   +   I.i4ki6)

+   '`io(k5k7   +   k6k„   +   '.7ki2)  (k2kM   +   k2kis   +   ki4ki6)

+   k4ko(k6   +   k7)  (k2ki4   +   k2k   15+   ki4}.i6)    +   k]kio(k5k7   +   k6k»   +   }.7ki2)  (kM   +   ki5)

+   k4LO(kc`   +   '.7)  (k2kn   +   k2ki5   +   ki4ki6'    +   k3k9`'.5k7   +   k6kL2   +   I:7ki2)  (ki4   +   kis)

d   -kLk3k5k7ki}(k„   +   kis)    +   kik4kiiki4ki6.(k6   +   k7'

e   =   k)ksk7(}`i4   +   ki5)  (kikg   +   kLokii)    +   k4ki4ki6(k6   +   k7)  (kikg   +   kio):ii)

+   kikoki4ki6(k5k7   +   k6ki2   +   k7ki2)    +   k5k7kiokii(k2k»   +   k2ki5   +   y.}4ki6)
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Establecido  el  regimen  estacionario,   la  velocidad  es  la

suma  de  las  contribuciones  de  la  enzima  en  los  dos  ciclos

catallticos  a  una  concentraci6n  dada  de  sustrato.     Al  variar

la  concentraci6n  del  sustrato  varfa  la  distribuci6n  de  las

formas  enzimaticas  en  regimen  estacionario  y,   dado  que  ellas

tienen  diferentes  constantes  cin6ticas,   surge  la  co'operativi-

dad,   que  puede  ser  positiva  o  negativa.

En  este  modelo,   el  paso  lento  de  interconversi6n  puede

ser  una  isomerizaci6n,   una  asociaci6n-disociaci6n  o  la  uni6n

de  otro  ligando   (modificador) .

Estudios  de  simulaci6n  de  este  mecanismo  han  mostrado  que

puede  originar  cooperatividad  cin€tica  positiva  y  negativa,
acompafiada  de  retardo   ("lag")   o  de  estallido   ("burst")   en

la  curva  de  progreso.     La  existencia  de  cooperatividad  esta

aqul  mecanf sticamente  relacionada  a  la  existencia  de  un  es-

tado  transitorio,   de  modo  que  en  este  mecanismo  pueden  ge-

nerarse  estados  transitorios  sin  dar  lugar  a  cooperatividad,

pero  no  viceversa   (Ainslie   et   aJ.,1972).

Si  la  reacci6n  enzimatica  implica  dos  sustratos  y  dos  prg

ductos,   el  analisis  se  hace  bastante  complejo,   pero  se  siguen

aplicando  los  mismos  principios  que  para  el  caso  de  un  sustr±

to.     Se  pueden  considerar  varios  casos   llmites  que  implican

diferentes  presunciones  respecto  al  efecto  de  los  sustratos

sobre   la  velocidad  de  isomerizaci6n   (k3)   y  al  orden  en  que

ellos  se  adicionan  a  la  enzima.     Una  situaci6n  incompatible
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con  el  modelo  es  la  de  azar  en  equilibrio  rapido,   pues  de-

riva  en  una  conducta  cin6tica  michaeliana.

El  modelo  de  transici6n  lenta  ha  sido  aplicado  a  hexo-

quinasa  de  levadura   (Shill  y  Neet,   1975)   y  a   6-quimiotrip-

sina   (Ainslie  y  Neet,1979)  .

Transici6n   mnem6nica

Ricard  et   al.    (1974)   propusieron  otro  tipo  de  isomeriza

ci6n  enzimatica,   que   llamaron  transici6n   mne]n6nica,   basan-

dose  en   la   idea  b6sica  de  Rabin   (1967) ,   que  plantea  que   la

enzima  que  se  libera  al  final  del  ciclo  catalitico  presen-

ta  una  conformaci6n  diferente  a  la  que  tenla  cuando  inici6

el  ciclo.     Es  decir,   cuando  el  producto   (o  el  dltimo  produc

to  en  una  reacci6n  de  varios  productos  )   se  libera  del  si-

tio  activo,   la  enzima  "recuerda"  por  unos  instantes  la  con-

formaci6n  estabilizada  por  aquel  producto.

Los  postulados  basicos  del  modelo  de  transici6n  mnem6ni-

ca  son  los  siguientes:

i)     La  enzima  puede  existir  en  dos  estados  conformaciona

les  interconvertibles,   con  una  constante  de  equilibrio    que

favorece  grandemente  la  presencia  de  uno  de  ellos  en  ausen-

cia  de  ligandos.     Esta  es  la  forma  que  practicamente  inicia

el  ciclo.
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{{)     La  enzima  libre  que  se  genera  al  final  de  la  cata-

lisis  corresponde  a  la  forma  memos  estable  y  esta  por  tan-

to  en  una  conformaci6n  diferente  de  la  inicial.

{{{)     Ija  uni6n  del  sustrato,   o  del  primer  sustrato  cuando

se  trata  de  reacci6n  bimolecular  o  de  orden  mayor,   a  cual-

quiera  de   las   formas   induce  una  nueva  conformaci6n  coman,

que  es  requisito  para  la  catalisis.
{v)     La  Jelocidad  de  la  transici6n  conformacional  induci

da  por  el  sustrato  es  diferente  para  las  dos  conformaciones.

El  concepto  de  transici6n  mnem6nica  implica  necesariamen

te  la  existencia  de  un  encaje  inducido  y  puede  aplicarse

para  analizar  la  conducta  cin€tica  de  una  enzima  con  un  sus

trato   (Fig.  64a)  o  con  dos   sustratos  que  sigan  un  mecanismo

de  adici6n  en  secuencia  ordenada   (Fig.  6'4b) .    A  diferencia

del  modelo  de  isomerizaci6n  lenta,   que  puede  aplicarse  tan-

to  a  un  mecanismo  al  azar  como  a  uno  ordenado,   el  de  tran-

sici6n  mnem6nica  s6lo  serfa  aplicable  a  este  6ltimo.     S6lo

con  el  primer  sustrato  se  producirla  cooperatividad  y  el

grado  de  6sta  no  dependerla  de  la  concentraci6n  del  segundo

sustrato.

Para  una  enzima  mnem6nica  que  cataliza  una  reacci6n  Bi-Bi

con  un  mecanismo  cin€tico  como  el  de   la  figura  64b,  la   velo-

cidad  inicial  esta  dada  por  la  siguiente  ecuaci6n:
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F{gu"  64.     Modefo  de  t{¢Lw6{c£6"  in"en6wicfl.     El  c±rculo,   el  rombo  y  el

cuadrado  representan  diferentes  e§tados  conformacionales  de  la  enzima.

A  y  8,   sustratos.   P  y  Q,   productos.

aJ   Modelo  para  una  enzima  con  un  sustrato   (A)   y  un  producto   (P).

b/   Modelo  para  una  enzima  con  dos   sustratos   (A  y  8)   y  dos  productos

(P  y  Q).   El  mecanismo   cin€tico  de  adici6n  `de  sustratos  a  la  enzima  y

de  liberaci6n  de  productos  es  en  secuencia  ordenada.

Adaptado   de  Ricard  et  al.,1974.



V

E 0

6BA   +   eBA2

Cli    +    C82    8    +     (Bi    +    82B)A   +     (Y.+    Y2B)A2

(14)
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donde  A  es  la  concentraci6n  del  sustrato  A  y  a  la  concentr±

ci6n  del  sustrato  a  y  los  coeficientes  Ci,   a,   y  y  6   son  com-

binaciones  de  constantes  cin€ticas :

=  k4(kk3  +  k_2k3  +  k'k_2) (k_i  +  k_6)
uks +  k_s)

--kk2k3k4(k5+'k-s)

=  k'k_2k_3(ks +  k_s)(k_i  +  k_6)

=  k_4k_s (k_I  +  k_6) (kk3  +  k'k _2 +  k _2.ki)

'~-kk2k3k_4k~s

=  k4(kk3  +  k_2k3 +  k'k _2)

(kiks  +  k\k_6 +  k_ik6  +  k_sk6)
=  k2(k\ks +  k~sk6)

(kk4 +  k'k4 +  k3k4 +  kk3)  +  kk\k2k3k4
=  k'k_2k_`(k_ik6 +  kiks  +  k_sk6 +  k\k _t,)

=  k2k_3 (k  +  k') (k\ks +  k_sk6)

=  kik_4k_6(k`k_2  +  k_2k`  +  kk3)

=  kk\k2k3k -4

--l¢\k4k6uk'k_2 +  k_2k3 +  kk3)

=  k\k2,k6(k3k4 +  k'k4 +  kk4 +  kk3)

--k'kik_2k_3k6

~-k\k2k_3k6(k+k')

--kk2k3k4(kiks+k_sk6)

=  kk,k2k`k4,k6

Los  coeficientes     Ci3  -or5,   83-86,    `y3  y  yb     pertenecen  a  la  ecuaci6n

general  de  velocidad,   es  decir  en  presencia  de  productos.
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La  cooperatividad  se  evalaa  mediante  la  segunda  derivada

de  la  funci6n  de  dobles  reclprocos  correspondiente  a  la  ecu±

ci6n   (14)    (Ricard  et   al.,1974).     El  grado  de  cooperatividad

(r)   se  obtiene  del  valor  num€rico  de  la  segunda  derivada  cua±

do  1/A    +  0.   r  mide  la  curvatura  de  un  grsfico  de  dobles  re-

clprocos  en  el  eje   1/v  a  concentraci6n  co  de  sustrato.       Para

una  reacci6n  Bi-Bi  como  la  de  la  figura64b el  valor  de  r     es:

2k5

2
jc i k 6

(k6  -k1) (15)

De  ah±que,segtinel  analisis .de'Ricard  et   al.    (1974)  ,   el  gr±

do  de  cooperatividad  sea  independiente  de  la  concentraci6n

del  segundo  sustrato,  pudiendo  predecirse  cooperatividad  ci

n€tica  solo  para  el  primer  sustrato.     La  cooperatividad

dependera    de     los  valores    relativos    de    las       constantes

de  velocidad  de  las  transiciones  conformacionales   (postula-

do  {lJ/.     Si  k6   >  Jci   se  tendra  cooperatividad  positiva;   en

cambio,   si  k6   <  kL   la  cooperatividad  cinetica  sera  negativa.

El  grado  de  cooperatividad  dependera  pues  de  la  diferencia  ep.
tre   los  valores  de  ki   y    k6.

En  el  caso  de  la  hexoquinasa  L[,   a  la  cual  se  ha  aplicado

este  modelo,   se  tiene  que  la  cooperatividad  negativa  con  g1±

cosa  es  independiente  de  la  concentraci6n  de  MgATP  en  un  am-

plio  rango   (Meunier  et  al. ,1974) ,   lo  cual  estaria  de  acuerdo
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con   la  ecuaci6n   (15)  .

Si  la  ecuaci6n   (14)   se  simplifica,   haciendo  constante

la  concentraci6n  de  a,   se  tiene  la  ecuaci6n:

U

E 0

yA2    +   pA

¢    +   coA2    +    ^A

(16)

donde,   Y,   p,   ¢,   w  y   A     son   funciones  complejas  de   la  conceE

traci6n  del  sustrato  fijo   (a)   y  de  productos  de  las  consta±

tes  de  velocidad:

V=€8

p=68

¢    =        oil     +    Ch2B

W    =    Yi     +    Y2B

A    =    81,+  828

La  ecuaci6n   (16)   tiene   la  misma   forma  que   la  ecuaci6n

(IJ)   correspondiente  al  mecanismo  al  azar  en  regimen  esta-

cionario  y  que   fue  examinada  por  Ferdinand   (1966) .     N6tese

que   la  ecuaci6n   (IJ)   del   modeJo   de   translciones   conformacle.

r2ales   lentas  es  tambi€n  de  igual  forma.     Lo  que  varfa  es  el

significado  de  los  par6metros  cin€ticos.     Segan  el  analisis

matematico  de  Ferdinand,   la  curva  representada  por  la  ecu±

ci6n   (16)   tendrla,   entonces,   un  punto  de  inflexi6n  si  se

cumple  una  condici6n  equivalente  a  la   (12) :

¢y    >    ^p    ,       col    >    pw (17)
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Dado  que  los  parametros  cineticos  de  la  ecuaci6n   (16)

son  funciones  de  la  concentraci6n  del  sustrato  fijo,     sus

valores  deben  depender  de  la  concentraci6n  de  €ste.     Luego,

la  existencia  de  cooperatividad  deberla  depender  de  la  con

centraci6n  del  sustrato  fijo  y  no  ser  independiente  como  lo

plantean  Ricard  et   al.    (1974)   a   trav€s  de   la  ecuaci6n   (15) .

Cabe,   sin  embargo,   la  posibilidadde que,  dada la complejidad

de  las  expresiones  que  definen  los  parametros  cin€ticos,1a

contribuci6n  de  la  concentraci6n  del  sustrato  fijo  sea  de

peso  tal  en  cada  uno  de  los  parametros  que  no  altere  la  cop

dici6n   (17) ,   o  que  su  alteraci6n  sea  de  magnitud  tal  que

no  sea  discernible  experimentalmente.

Par  otra  parte,   Storer  y  Cornish-Bowden   (1977)   conside-

ran  que  el parametro I no  es  muy sensible  para  medir  el  grado

de  cooperatividad  y  que  es  preferible  usar  como  lndice  de

cooperatividad  el  coeficiente  de  Hill   (nH) .     El  hecho  que

la  hexoquinasa  L[  de  trigo  no  presente  variaci6n  en  el  gra-

do  de  cooperatividad  negativa  en  funci6n  de  la  concentraci6n

de  MgATP,   podrla  deberse  a  que  el  rango  de  concentraci6n  de

MgATP   estudiado   (0,02   a   1  mM)   no   fue   lo  suficientemente   am-

plio  y  que  aunque  hubiera  existido  una  pequefia  variaci6n  en

la  cooperatividad,  no  hubiera  sido  detectada  mediante    el

lndice  r,   pero  quizas  lo  hubiera  sido  a  trav€s  del  coeficien

te  de  Hill.     Lamentablemente  no  es  posible  determinar  con  se

guridad  este  coeficiente con los  datos  publicados.



268

Ricard  et   al.    (1974)   plantean  que   su  modelo  es  muy  dife

rente  del  derivado  por  Ainslie  et  al.    (1972) ,   basicamente

porque  Primero,en  el   modelo   tie   transiciones   ler2tas   el  enca

je  inducido  no  parece  ser  un  componente  del  esquema  y,   se-

gundo,   porque  el  cambio  conformacional  es  lento  con  respeE

to  a  otros  procesos;   en   cambio,   el  modelo   mnem6nico   impli-

ca  la  existencia  de  un  encaje  inducido  y  no  se  requiere  que

las  transiciones  conformacionales  sean  lentas.     En  mi  opi-

ni6n,   sin  embargo,   estas  observaciones  no  son  totalmente

validas,  ya  que  si  bien  el  grupo  de  Ainslie  no  insiste  ex-

plfcitamente  en  la  importancia  del  encaje  inducido,   el  he-

cho  que  la  uni6n  del  sustrato  afecte  la  constante  de  velo-

cidad  de  interconversi6n  de  las  formas  enzimaticas  implica

de  hecho  un  encaje   inducido.     Por  otra  parte,   el  inoc!elo

mnem6nlco  requiere  que  una  de  las  transiciones  conformacio

males,   la  inducida  por  el  primer  sustrato,   sea  lenta  respec

to  a  los  otros  pasos,  porque  de  no  ser  asl  pierde  sentido

el  postulado  {u.     Si  bien  la  transici6n  mnem6nica  puede  ser

rapida,   la  inducida  por  el  sustrato  no  puede  serlo.

A  mi  entender,   la  diferencia  basica  entre  ambos  modelos

reside  en  que:

i)   En  la  transici6n  mnem6nica  el  sustrato  que  presenta

cooperatividad  induce  un  cambio  conformacional  en  la  enzima

necesario  para  la  catslisis;   en  cambio,   en  el  modelo  de
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transiciones  lentas  esto  no  es  un  requisito  indispensable,

ya  que  una  vez  que  se  une  el  sustrato,   puede  producirse  la

catalisis  con  o  sin  cambio  conformacional  importante.

{{)   La  interconversi6n  entre  las  especies  enzimaticas

libres  puede  ser  relativamente  rapida  en  la  transici6n  mne

m6nica;   en  cambio,   debe  ser  lenta  en  el  modelo  de  Ainslie

et   al.     (1972).



2.    APLICACI0N   DE   MODELOS   A   ENZIMAS   MONOMERICAS

En  su  mayor  parte,   las  enzimas  con  cinetica  no  michaelia

na  son  prote±nas  oligom6ricas,   a  las  cuales  se  pueden  apli-

car  modelos  basados  en  la  interacci6n  de  subunidades.     Re-

cientemente,   sin  embargo,   se  han  descrito  unas  pocas  enzi-

mas  monom€ricas  con  cin€tica  atfpica.     Ellas  son  la  gluco-

quinasa,   la  hexoquinasa  de  levadura,   1a  hexoquinasa  L[     de

trigo,   1a  octopina-deshidrogenasa,   la  6-quimotripsina,     la

ribonucleasa  pancre6tica  y  la  ribonucle6sido-trifosfato-re

ductasa.     Analizaremos  brevemente  a  continuaci6n  como  se  ham

aplicado  a  estas  enzimas  algunos  de  los  modelos  que  presen-

tamos  anteriormente.     Se  daran  mss  detalles  sobre  la  ribonu

cle6sido-trifosfato-reductasa,   la  hexoquinasa  de  levadura

y  la  hexoquinasa  L]  de  trigo,   consideradas  como  prototipos

de   los  modelos.

a)    Modelo   del   segundo   sitio

La ribonucleosido-trifosfato~reductasa   (EC  I.L].4.2)   de

Lc[c.tobcic{££uL6   £e.{c,frmc"yi{{   cataliza   la   reducci6n   de   GTP,   CTP,

ITP  y,   en  menor  grado,   de  UTP,   por  ditioles  tales  como  dihi

drolipoato  o  tiorredoxina  reducida.    Presenta  cooperatividad

positiva  con  todos  los  ribonucle6tidos  en  presencia  de  iones

magnesio   (Beck,1967).     La  reducci6n  de   los  nucle6sido-trifos

fatos es activada  en  forma  especlfica  por  varios  de  los

270
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desoxinucle6tidos  productos  de  la  reacci6n.     ASI,   por  ejem-

plo,   la  reducci6n  de  ATP  es  activada  por  dGTP,  mientras  que

la  reducci6n  de  CTP  es  activada  por  dATP.     Sobre   la  base  de

estudios  cin€ticos  se  sugiri6  que  los  desoxinucle6sido-tri

fosfatos  actuarlan  como  activadores  debido  a  que  se  unirfan

a  sitios  alost€ricos  de  la  enzima   (Goulian  y  Beck,1966;

Beck,1967;   Vitols  et  al.,1967)   y    que   los  ribonucle6tidos

tambi€n  podrfan  unirse  a  un  sitio  regulador   (Beck,   1967;

Vitols   et   al.,1967).

No  obstante  ser  una  enzima  con  caracterlsticas  alost6ri-

cas ,   la  ribonucle6sido-trifosfato-reductasa  de   LCLctobcLc.{££tt6

£e{chmc""{{     es   un  mon6mero  de  peso  molecular   76.000,   consti

tuido  por  una  sola  cadena  polipeptfdica.     No  presenta  agre-

gaci6n  en  presencia  de  modificadores  alost€ricos,   como  dGTP,

ni  de   los   sustratos  ATP  y  GTP   (Panagou  et   aJ.,1972)  .

La  ribonucle6tido-reductasa  fue  el  primer  ejemplo  descri

to  de  una  enzima  monom€rica  con  cin€tica  no  michaeliana    en

ciertas  condiciones  y  sujeta  a  regulaci6n  por  modificadores

alost€ricos.     Hay  que  considerar,   sin  embargo,  que  los  estu

dios  de  Panagou  et   al.    (1972)   no  informan  acerca  de   la  es-

tructura  de  la  enzima  en  las  condiciones  de  ensayo  o  en  pre

sencia  de  alta  concentraci6n  de  Mg2+.     Esto  tiltimo  es  impor

tante  porque  el  i6n  magnesio,   ademas  de  inducir  cooperativi

dad  cin€tica  en  esta  enzima,   asocia  las  subunidades  de  la
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ribonucle6tido-reductasa  de  E.   c.o£{,   la  cual  posee  dos  tipos

de   subunidades  d€bilmente   asociadas   (Brown  y  Reichard,   1969a) .

Una  de  ellas  llevarfa  el  sitio  catalltico   (Brown  et  al.,

1969)   y  la  otra  cumplirfa  una  funci6n  regulatoria   (Brown    y

Reichard,   1969b) ,   requiri6ndose  la  asociaci6n  de  ambas  para

la  actividad  de  la  enzima.

Basados  en  la  naturaleza  monom€rica  de   la  enzima  de   i.

£e{c.frmcinn{{,      Panagou  et   aJ.    (1972)    interpretan   su  conducta

cin6tica  sobre  la  base  de  la  proposici6n  de  Frieden   (1964) ,

de  que  una  enzima  monom€rica  con  un  sitio  modificador  puede

originar  cin6ticas  no  lineales  de  varios  tipos  y  exhibir  ac

tivaci6n  o  inhibici6n  por  metabolitos  que  se  unan  a  dicho

sitio.

La   rjbonucleasa   pancreftjca    (ribonucleasa   I;   EC   3.1.27.5)

esta    constituida       por  una  cadena  polipeptfdica  dnica  de

peso  molecular  13.600  y  presenta  varias  peculiaridades  cin€

ticas.     Una  de  ellas  es  que  la  funci6n  de  saturaci6n  con  el

acido  2',3'-citidllico  cfclico   (0,8  a  12  mM)   y  otros   sustra

tos   sint€ticos  es   sigmoidea  a  pH  sobre   7,2   (Rtibsamen  et   al.

1974) ,   acerca  de   lo  cual  nos  referimos   anteriormente   (p.|o2).

Otra  caracterf stica  es  que  la  funci6n  de  saturaci6n  a  pH  7

muestra  una  aparente  inhibici6n  por  sustrato,   seguida  por

una  aparente  reactivaci6n  cuando  se  estudia  en  un  amplio
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intervalo  de concentfacionesde  2',3'-citidllico cfclico,  0,175

a   139  mM   (Walker   et   al.1975).     Para   la  explicaci6n  de  esta

dltima  propiedad, a  la  cual  los  autores  denominan  transici6n

dependiente  de  la  concentraci6n  de  sustrato,  se  ha  postula-

do  la  existencia  de  sitios  diferentes  del  sitio  catalftico,

log  cuales  podrlan  unir  el  sustrato  induciendo  carhoios  con-

formacionales.     Las  formas  enzimaticas  resultantes  tendrlan

diferente  afinidad  por  el  sustrato  en  el  sitio  catalltico  y

quizas  tambi€n  una  diferente  actividad  catalftica   (Walker  et
al.,1975; 1976).     Aunque   los   autores  no  lo  sefialan  expllcita-

mente,   el  modelo  que  proponen  cabe  dentro  de   los  conceptos

de  Frieden(1964)   que  comentamos   antes   (p.249).      En  el  caso

de  la  ribonucleasa  parecerf a  existir  mss  de  un  sitio  alost€

rico,   pues  experimentos  de  dialisis  en  equilibrio  ham  mos-

trado  uni6n  mdltiple  a  la  enzima  de  analogos  de  sustrato  co

mo  el   3'-CMP  y  el   3'-AMP,   los  que  desplazan  el  punto  medio

de  la  transici6n  a  una  concentraci6n  menor  de  CMP  clclico

(Walker  et   al.,1976).     Estudios  posteriores  de  este  mismo

grupo  indican  que  la  transici6n  alost€rica  implica  una  inte
racci6n  electrostatica  entre  las  mol€culas  de  sustrato  car-

gadas  negativamente  y  los  grupos  cati6nicos  en  la  enzima

(Walker  et   al.,1978a) .     Las  condiciones  de  prepar.aci6n  de

la  ribonucleasa  y  de  su  almacenamiento  afectan  las  propieda

des  cineticas  de  ella   ,  raz6n  por  la  cual  no  siempre  se
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observa  una  cin6tica  no  michaeliana   (Walker  et   az. ,1978b) .

b)    Modelo   de   transiciones   conformacionales   lentas

La  hejfoguinasa   c!e   levadura    (EC   2.7.1.1,   isoenzimas   P[     y

P[[)   presenta  una  aparente  cooperatividad  negativa  con  respef

to  a  MgATP  a  pH   inferior   a   7   (Kosow  y  Rose,1971).      La   iso:n-

zima  P[[  exhibe  en  la  curva  de  progreso  un  estallido  de  alre-

dedor  de  un  minuto  de  duraci6n  a  pH  6,5;   la  forma  P[  tambi6n

presenta  un  estallido  aunque  de  menor  intensidad   (Shill  y  Neet,

1971) .     La  coexistencia  en  la  hexoquinasa  de   levadura  de

cooperatividad  y  de  un  estado  transitorio,   caracteristicas

presentadas  tambi6n  por  otras  enzimas,   llev6  a  estos    tiltimos

autores  a  derivar  un  modelo  general  que  diera  cuenta    de  am-

bos  fen6menos:   cooperatividad  y  estados  transitorios   (Ains-

lie   et   al.,1972)     (p.257).

La  hexoquinasa  de  levadura  si  bien  se  habfa  descrito    co-

mo  un  dfmero  de  peso  molecular    de  alrededor    de   100.000,   ella

se  encontrar±a  fundamentalmente  como  mon6mero  a  las  concentra-

ciones  de  enzima  usadas  en  el  ensayo  habitual,   como  mostraron

los  estudios  de  sedimentaci6n  en  la  ultracentrf fuga   (Shill

et   al.,1974).       Para  dar  una  explicaci6n    de  las  propiedades

cin€ticas   de     la     enzima    monom6rica     (Mr   50.000),-Shill

y  Neet     (1975)     estudiaron     las     constantes  de  velocidad  en  la
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fase  transitoria  del  estallido  y  una  vez  establecido  el  r€

gimen  estacionario,   en  diversas  condiciones  de  pH,   concen-

traci6n  de  enzima,   de  sustratos  y  en  presencia  del  activa-

dor  citrato.     Estos  estudios  les  permitieron  interpretar

el  conjunto  de  propiedades  sobre  la.base  del  modelo  de  tram

siciones  conformacionales  lentas  propuesto  por  el  mismo  gru

po  de  investigadores.     Asl,  postularon  que  la  hexoquinasa

de  levadura  existirla  en  dos  formas:   E  y  E' .

La  forma  E  serfa  la  mss  activa.     En  presencia  de  glucg

sa  y  de  MgATP  se  producirfa  un  desplazamiento  lento  en  la

distribuci6n  de  las  formas  enzimaticas   (hist€resis)   que  fa-

vorecerla  la  forma  memos  activa  E',   lo  cual  explicarla  el

estallido  en  la  curva  de  progreso.     Es  decir,   la  velocidad

inicial  de  formaci6n  de  producto   (¢±)   corresponderla  a  la

distribuci6n  inicial  de  formas  enzim5ticas  y  decaerla  expo-

nencialmente  a  una  velocidad  menor   (¢[[)   a  medida  que  E  se

convierte  en  E'.     ¢±  serfa  la  velocidad  previa  a  la  transi-

ci6n  y  ¢[]  serfa  la  velocidad  en  el  regimen  estacionario;

ambas  dependerf an  de  la  proporci6n  relativa  de  ambas  formas

de  enzima  en  uno  y  otro  momento.     A  bajo  pH  la  transformaci6n

ocurrirfa  con  un  tiempo  medio  de  1  a  5  minutos   (Shill  y  Neet,

1975) .     Si  inicialmente  existiera  s6lo  una  forma  enzimatica

(E) ,  no  debiera  haber  cooperatividad  con  ATP  al  considerar

la  velocidad  ¢±.     Esto  es  lo  que  ocurre  al  estudiar  la  fun-

ci6n  de  saturaci6n  de  ATP  a  alta  concentraci6n  de  glucosa  en
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condiciones  de  pretransici6n   (nH  =   1.0) ;   en  cambio,   durante

el  regimen  estacionario  existe  una  marcada  cooperatividad  ne

gativa   (nH  =  0,06)   a  alta  concentraci6n  del  azticar.     Esto

puede  interpretarse  considerando  que  la  glucosa  afecta  la  dis

tribuci6n  inicial  de  ambas  formas  enzimaticas  de  modo  que    a

concentraci6n  alta  de  glucosa  hay  una  sola  forma  cin€ticamen

te  importante   (E)   que  contribuye     a  ¢±.     El  cambio  producido

por  glucosa  no  serf a  lo  suficientemente  rapido  como  para  abo

lir  la  cooperatividad  en  el  regimen  estacionario.     Por  otra

parte,   a  concentraciones  bajas  de  glucosa  existe  cooperativi-

dad  negativa  al  considerar  tanto  ¢i   (nH  =   0,69)   como   ¢][

(nH  =  0,33) ,   lo  que   sugiere  que  en  estas   condiciones   las  dos

formas  de  enzima  est6n  contribuyendo  a  la  velocidad  ®±.       La

funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa  es  hiperb6lica  tanto,   al

considerar  condiciones  de  pretransici6n,   como  de  regimen  es-

tacionario;   sin  embargo,   a  concentraciones  de  ATP  de   5,6  mM

existe  una  ligera  desviaci6n  de  la  linearidad  en  el  sentido

de  cooperatividad  negativa.

El  modelo  completo  de  isomerizaci6n  lenta  para  la  hexoqui

nasa  monom€rica  es  bastante  complejo  y  esta  esquematizado  en

la  figura  65.     En  el  modelo  se  ha  considerado  un  mecanismo

cinetico  al  azar  porque  cualquiera  de  los  sustratos  puede  ser

el  primero  en  adicionarse  a  la  enzima  y  cualquiera  de  log  pro

ductos  el  dltimo  en  salir;   sin  embargo,  parece  existir  una
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via  predominante  que  operarla  a  trav€s  de  los  complejos  bi-

narios   enzima.glucosa   (EG)   y  enzima.glucosa-6-P   (EQ)    (Collo

wick,   1973) .     La  transici6n  es  causada  por  un  cambio  con for

macional  lento  que  no  implicarfa  un  fen6meno  de  asociaci6n-

disociaci6n  debido  a  que  la  transici6n  ocurre  en  condiciones

de  concentraci6n  de  protelnas  donde  la  enzima  es  monom6rica

(Shill   et   al.,1974)   o  dimerica   (Hogget  y  Kellett,1976)  .

Al  trabajar  a  altas  concentraciones  de  enzima, cuando  el  d£-

mero  existe  en  proporci6n  importante  o  mayoritaria,  deberfa,

por  supuesto,   tambien  tomarse  en  cuenta  el  efecto  de  las  in-

teracciones  entre  las  subunidades   (Shill  y  Neet,   1975) .

El  modelo  considera  la  isomerizaci6n  HAG  +  E'AG  porque  am

bos  sustratos  parecen  ser  necesarios  para  que  ocurra  la  tram

sici6n.     En  efecto,   si  bien  €sta  se  produce  a  bajas  concen-

traciones  de  cualquiera  de  los  sustratos,  no  es  completa    a

memos  que  tanto  glucosa  como  MgATP  est€n  presentes  en  alta

concentraci6n.     La  isomerizaci6n  EG  +  E'G  ha  sido  considera

da  porque  la  cooperatividad  con  MgATP  en  condiciones  de  pre

transici6n   (®±)   depende  de  la  concentraci6n  de  glucosa,   lo

que  podrfa  indicar  que  glucosa  afecta  la  distribuci6n  inicial
de  la  enzima.     La  isomerizaci6n  del  complejo  binario  con

ATP   (EA  +  E'A)   se  incluy6  por   la  dependencia  de   la  Kin  apare±

te  para  glucosa  con  respecto  a  la  concentraci6n  de  MgATP  en

condiciones  de  pretransici6n.
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Shill  y  Neet   (1975)   consideran  que  debido  al  hecho  que  ca

da  sustrato  puede  adicionarse  a  dos  formas  diferentes  de  en

zima,   la  cooperatividad  en  regimen  estacionario  puede  verse

afectada  por  los  niveles  fijos  del  otro  sustrato.

Mediante  estudios  cineticos,   Peters  y  Neet   (1976)   han  pos

tulado  que  a  un  pH   inferior  a   7   la  glucosa  y  el  Cr(NH3)2 ATP

inducen  un  desplazamiento  lento  en  la  distribuci6n  de  las

formas  enzimaticas  de  la  hexoquinasa  PIE  que  favorece  a  la

memos  activa   (E') .     ASI,   la  preincubaci6n  a  pH   6,5   en  pre-

sencia  de  Cr(NH3)2ATP  y  un  azacar   (lixosa  o  glucosa)   logra

eliminar  el  estallido  en  la  curva  de  progreso,   lo  que  no

ocurre  al  preincubar  con  Cr(NHS)2ATP  hasta  por   48   h.

Estudios  de  f luorescencia  y  de  espectroscopf a  en  ultravio

leta  ham  mostrado  que  existe  un  cambio  conformacional  indu-

cido  por   la  uni6n  de   glucosa  y  de  Cr(NH3)2 ATP  a   la   isoenzi-

ma  PIE,   el  cual  es  diferente  de  los  inducidos  por  cada    li-

gando  separadamente      (Peters  y  Neet,1978).     Por  otra  parte,

estudios  de  filtraci6n  en  gel     de  Wilkinson  y  Rose   (1979),

tendientes  a  determinar  si  la  perdida  hister€tica  de  la  ac-

tividad  esta  asociada  a  una  dimerizaci6n, ham  mostrado  que

el  cambio  conformacional  puede  ocurrir  a  nivel  del  mon6mero.

Todos  estos  estudios  son  consistentes  con  lo  postulado  pre-

viamente  que  la  transici6n  observada  durante  el  ensayo  sea
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causada  por  una  interconversi6n  lenta  de  dos  conformaciones

con  diferente  actividad, pero  igual  estructura  cuaternaria.

En  el   caso  de   la   6-gulmotrjpsjna, que  es   una  enzima  monom€

rica  con  un  solo  sitio  catalltico,   se  conocfa  que  podfa  ex-

perimentar  una  isomerizaci6n  lenta  inducida  por  cambios  de

pH,   con  cambios  de  reactividad  hacia  una  variedad  de  sustra

tos   (Garel  y  Labouesse,1973;   Fehrst,1972).     Puesto  que

las  transiciones  lentas  entre  dos  o  mss  formas  de  enzima  que

tienen  diferentes  propiedades  cin€ticas  pueden  producir  una

cin€tica  cooperativa,  Ainslie  y  Neet   (1979)   exploraron  la

posibilidad de  que, con  algtin  sustratoy en ckertascondiciones

experimentales, ocurriera  cooperatividad.     Efectivamente,  a

pH  9,0  y  usando  como  sustrato  el  €ster  del  N-carbobenzoxil-
-L-tript6fano  con  p-nitrofenol  encontraron  cooperatividad

negativa  con  un  coeficiente  de  Hill  de  alrededor  de  0,6.

A  concentraciones  altas  de  este  sustrato   (   >1,0   uM)   se  ob-

serv6  inhibici6n  por  sustrato.     I-os  datos    obtenidos  a  con-

centraciones  de  sustrato  en  que  no  existe  inhibici6n,   pudie

ron  ajustarse  a  un  mecanismo  de  transici6n  lenta  semejante

al  esquematizado  en  la  figura  63.     La  conducta  cinetica  no

fue  igual  con  otros  sustratos.
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La  j]exoguinasa   Lz   de   trigo  es  una  Protefna  Constituida

por  una  sola  cadena  polipept±dica  de  50.000  D,   con  un  solo

sitio  de  uni6n  de  glucosa.     Presenta  una  cin€tica  michaelia

na  con  respecto  a  MgATP  y  una  cooperatividad  cin6tica  nega-

tiva  con  glucosa,   que  se  muestra  en  un  grafico  de  dobles  re

cfprocos  como  una  llnea  curva  de  concavidad  inferior.       El

grado  de  cooperatividad  es  evaluado  a  trav6s  de  un  parame-

tro   (1') ,   que  corresponde  a  la  segunda  derivada  de  la  funci6n

de  dobles  recfprocos  a  concentraci6n  infinita  de  sustrato.

r  es   independiente  de   la  concentraci6n  de  MgATP  y  de  MgADP

y,   en  cambio,   crece  fuertemente  con  la  concentraci6n  de  g1±

cosa-6-P   (Meunier  et   aJ.,1974)  .     La  conducta  cinetica  de

esta  enzima  se  ha  interpretado  en  base  al  modelo  de  transi-

ci6n  mnem6nica   (Ricard  et   al. ,1974)  ,   esquematizado  en   la

figura  64.     La  enzima  libre  existirla  en  dos  estados  con for

macionales   (clrculo  y  rombo) .     La  colisi6n  de  cualquiera  de

estas  formas  con  la  glucosa   (primer  sustrato)   inducirla  una

nueva  conformaci6n   (cuadrado) ,   igual  para  ambos  estados.

Despu€s  de  la  uni6n  de  MgATP   (segundo  sustrato)   y  la  libera

ci6n  de  MgADP   (primer  producto) ,   la  enzima  presenta  una  de

las  conformaciones  iniciales   (rombo) ,   la  cual  es  estabiliza

da  por  glucosa-6-P   (dltimo  producto) .     Este  ligando  se
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unirla  s6lo  a  uno  de  los  dos  estados  conformacionales  de  la

enzima  libre   (rombo) .     La  cooperatividad  negativa  para  glu-

cosa  surgirla  porque   le6   serfa  menor  que   le„   de  modo  que,   al

aumentar  la  concentraci6n  de  glucosa,   aumentarfa  la  partici

paci6n  de   la  especie  memos  reactiva   (rombo)   en  el  ciclo  ca-

talftico   (Meunier  et   al.,1974) .

Mediante  estudios  cin€ticos  del  estado  transitorio  de  la

reacci6n  catalizada  por  hexoquinasa  L[,   se  han  obtenido  pru±

bas  de  la  existencia  de  la  transici6n  mnem6nica.     ASI,   usan-

do  un  sistema  de  flujo  detenido,   se  ha  observado  un  estalli-

do   (burst)   en  la  curva  de  progreso,   el  cual  se  ha  interpre-

tado  como  indicador  de  un  desplazamiento  progresivo  desde

una  especie  enzimstica  mss  reactiva   (cfrculo)   a  otra  con  me-

nor  capacidad  de  unir  glucosa  en  forma  productiva   (rombo)

@icard  et   az.,1977) .     Por  otra  parte,   estudios  de  salto  de

temperatura  han  indicado  que  en  ausencia  de  ligandos  el  equi

librio  estarfa  muy  desplazado  hacia  la  forma  mss  reactiva

(Buc   et   al.,1977)  .     En  cambio,   si   la  enzima   se  preincuba

con  glucosa-6-P  y  luego  se  mezcla  con  los  reaccionantes,   la

reacci6n  presenta  un  retardo   (Jag)   en  vez  de  un  estallido

(burst) .     Este  estado  transitorio  de  retardo  corresponderla

al  desplazamiento  desde  una  forma  poco  reactiva   (rombo)     a

una  mss  reactiva   (clrculo) ,   ya  que  al  preincubar  con  glucg

sa-6-P  se  estabilizarfa  la  forma  rombo   (Meunier  et  al.,

1979)  .
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El  analisis  de  los  datos  cin€ticos  del  estado  transitorio,

en  t6rminos  de  espectr6s  de  rela.iaci6n,   indica  que  la  uni6n

de  glucosa  seria  un  proceso  r6pido,   que  iria  seguido  luego

por  el  paso  de  transici6n  conformacional,   que  seria  lento

(Ricard  et   al.,1979) .   El  hecho  que  en   la  hexoquinasa  L[   la

transici6n  conformacional  inducida  por  el  sustrato  sea  lenta,

apoya  mis  comentarios  en  la  secci6n  anterior,   al  comparar  el

modelo  de  transici6n  lenta  con  el  de  transici6n  mnem6nica.

£a  octopjna  desj]idrogrer2asa    (  EC   1.5.1.11)    es   una   enzima    que

cataliza  la fisi6n oxidativa  dela  octopina  para  dar, via la formaci6n
de  una  base  de  Schiff,   arginina  y  piruvato   (Doublet et:. al.,1975)  .

/NH2    CH3fHCcOH
NIT-C                          NH
\1

NH(CH2)3CHCOOH

+   NAD       +    H20 CH3fic°°H   +  NH=C<:cH2)3:::OOH    +  NADH   +  H

0

Se  la  ha  encontrado  en  masculo  de  invertebrados  marinos

yen teiidos  veqetales  cancerosos.   En  los  invertebrados  donde

se  la  ha  descrito,   parece  desempefiar  un  papel  metab6lico  se-

mejante  a  la  lactato-deshidrogenasa,   la  cual  es   muy   poco

activa   o    esta  ausente  (Thoaiet   aJ.,1969).

La  octopina-deshidrogenasa  de  masculo  de  Pecte]]   maxjmus   I.

es   una  enzima  monom6rica,   cuyo  peso  molecular  es   de   38.000.

Se  ha  establecido  que  se  trata  de  una  proteina  monom6rica

por  varios  m6todos  experimentales:   sedimentaci6n  en  equili-

brio  en  presencia  de  hidrocloruro  de  guanidina   (6M) ,   electro-

foresis  en  poliacrilamida  con  dodecilsulfato  de  sodio  y  por
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el   ntimero   de  p€ptidos   obtenidos   por   digesti6n   trlptica

(   Olomucki   et   aJ.,1972).

Los  estudios  espectrofom6tricos   (Pho  et   al.,1970)   y  cin€-

ticos  ham  mostrado  que  la  adici6n  de  los  sustratos a laenzima

sigue  un  mecanismo  en  secuencia  ordenada,   en  la  cual  NAD  es

el  primer  sustrato,   seguido  por  octopina;   en  cuanto  a  la  libe-

raci6n  de  los  productos,L-arginina  es  el  primer  producto    y

NADri2   el   dltimo   (Doublet  y  Olomucki,   1975) .   Los   estudios   en

velocidad  inicial  muestran  una  cooperatividad 'cin6tica  nega-

tiva  respecto  a  NAD.   El  grado  de  cooperatividad,   evaluado  a

trav6s  del  parametro   I   (pag.   263) ,   es   independiente  de  la

concentraci6n  del  segundo  sustrato  octopina,   pero  dependiente

del  tiltimo  producto  NADH,   cuya  presencia  incrementa  el  grado

de  cooperatividad  negativa   (Monneuse-Doublet  et   aJ,. ,   1978) .

Estos  autores  interpretan  la  cooperatividad  cin€tica  respecto

a  NAD  sobre   la  base  de  un  modelo  de  transici6n  mnem6nica  muy

semejante  al  aplicado  para  la  hexoquinasa  L|   (Meunier  et   al. ,

1974) .     La  existencia  de  un  segundo  sitio  de  uni6n  de  NAD  esta

descartada  por  estudios  de  uni6n  de  NAD  a  la  enzima   (Baici  et

al.,1974).     Por  otra  parte,   estudios  de  sedimentaci6n  en  la

ultracentrf fuga  muestrari  un  tinico  pico  sim6trico  para  la  apo-

enzima  y  para  el  complejo  binario Et}zima-NAD, con  coeficientes

de  sedimentaci6n  iguales,   3,09S   y  3,02S    respectivamente.

(Monneuse-Doublet  et   al.,1978  ) .     Este  resultado  descartarfa

una  asociaci6n de la  enzima por NAD,   pero  no  descarta la posibi-

lidad  de  una  asociaci6n  en  las  condiciones  de  ensayo.



3.    PROPOSICIONES   DE   MODEI,OS   PARA   GI,UCOQUINASA

Dada  su  estructura  monom€rica    bajo  todas   las  condiciones

de  ensayo,   es  obvio  que  las  desviaciones  de  la  conducta  cin€-

tica  de  la  glucoquinasa  no  pueden  deberse  a  las  interacciones

entre   subunidades    (Monod  et   al.,1965;   Koshland   et   al.1966),

puesto  que  la  enzima  esta  constituida  por  una  sola  cadena  po-

lipeptfdica.   Por  la  misma  raz6n  tampoco  pueden  ser  explicadas

por  una  posible  asociaci6n  reversible  de  la  enzima   (Frieden,

1967;   Nichol   et   al.,1967).

La  posibilidad  de  existencia  de  dos  o  mss  sitios  activos

interactuantes  por  mol€cula  de  glucoquinasa,  puede  descartar-

se   por   experimentos  de  marcaci6n  por  afinidad  en  los  cuales,

al  usar  el  derivado  N-(N-bromo[ 1-]4C]acetil)-6-aminohexanoil-

glucosa, se  ha  mostrado  la  existencia  de  un  dnico  sitio  activo

(Connolly  y  Trayer,1979).   En  efecto,   aunque  dos  moles     de

reactivo  pueden  incorporarse  por  mol  de  enzima,   solo  uno  de

ellos  parece  hacerlo  en  el  area  del  sitio  activo.   Esta  con-

clusi6n  surge  porque, al  hacer  los  experimentos  de  marcaci6n

en  presencia  de  concentraci6n  saturante  de  N-acetilglucosa -

mina   (70  mM) ,   hay  incorporaci6n  de  un  mol  de  reactivo  sin

p6rdida  de  la  actividad  catalitica.   La  uni6n  al  segundo  sitio

parece  ser, en  opini6n  de  los  autores, bastante  inespecffica.

Hemos  propuesto  explicaciones  para  la  conducta  cin6tica

de  la  glucoquinasa  que  han  ido  evolucionando  con  el  tiempo.

285
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Asi  han  surgido  los  modelos   I,   11  y  Ill  que  analizaremos  a

continuaci6n.   Presentaremos   tambi€n  el  modelo  mnem6nico  pos-

tulado  por  Storer  y  Cornish  Bowden   (1977)   para  la  conducta

cin€tica  de  la  glucoquinasa,   el  cual  tambi€n  se  ha  visto  mo-

dificado  con  el  transcurrir  del  tiempo.

a)    Modelo    I

Debido  a  las  caracteristicas  estructurales  ya  comentadas,

la  conducta  cooperativa  de  la  glucoquinasa  con  glucosa  y  con

manosa    debe  ser  explicada  en  t6rminos  puramente  cin6ticos.

En  un  comienzo  consideramos   simplemente  un  modelo  en  regimen

estacionario  con  uni6n  al  azar  de  sustratos   (Cardenas  et   al. ,

1976;   Cardenas   et   al.,1977)  ,   basado  en   los  planteamientos  de

Ferdinand   (1966)    (Modelo   I,   Fig.   66).   Este  modelo   surgi6   como

consecuencia  de  la  observaci6n  de  que  el  grado  de  sigmoidici-

dad  de  la     funci6n  de  saturaci6n  de  la  glucoquinasa  con  glu`-_

cosa,   era  dependiente  de   la  concentraci6n  de  MgATP.   Como  se

recordara,   en  el  capitulo  4  de  Resultados   se  mostr6  que  a  ba-

jas  concentraciones  del  sustrato  nucleotfdico  la  funci6n  de

saturaci6n  se  hace  hiperb6lica.

En  el  modelo  I   la  reacci6n  glucoquinasica  operarfa  median-

te  un  mecanismo  al  azar  en  regimen  estacionario, donde  habrf a

dos  vfas  para  formar  el  complejo  ternario  que  llevaria  a  los

productos.   Una  a  trav€s  del  complejo  binario  enzima.glucosa

y  otra  a  trav€s  del  complejo  enzima.MgATP.  La via cineticamente
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Figunn  66.      Modefro   I   pob±uhado   pann  Q.x.pkAc.an  ha  a,clopQhahividad  cAyLOuc.cL

de.  Ztl  g£LLC.oqufl¢CZ4CI   Covl  g£Ltc.o6C[.      E-Gc   complejo   binario   enzima.glucosa.

E-ATP,   complejo  binario   enzima.MgATP.     E-Gc-ATP,   complejo   ternario   enzima.

91ucosa.MgATP.      P,   productos   (glucosa-6-P   y  MgADP).
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preferida  seria  aquella  que  implica  la  uni6n  de  glucosa  como

primer  sustrato.   La  cooperatividad  surgiria  porque  la  glucosa

podria  unirse  a  dos  especies  enzimaticas  no  equivalentes,   la

enzima   libre  y  el   complejo  binario  enzima.MgATP.   A  alta  con-

centraci6n  del  sustrato  nucleotidico,   la  enzima  existiria  en

su  mayor  parte  como  complejo  binario  E.MgATP.   En  estas   condi-

ciones,   al  ser  baja  la  concentraci6n  de  glucosa,   la  ruta  de

reacci6n  seria  fundamentalmente  la  siguiente:

E ---- i-i E.MgATP  ~ E.MgATPGlc   -productos

A  medida  que   la  concentraci6n  de  glucosa  fuera  en  aumento,

la  otra  ruta,   cin6ticamente  preferida   (mss  rapida)   empezaria

a  cobrar  importancia  y  esto  producirla  un  aumento  en  la  velo-

cidad    de   la  reacci6n,   mayor  que  el  esperado  en  una  funci6n

hiperb6lica,   originando  una  curva  sigmoidea.     Cuando     la

concentraci6n    de  MgATP  fuera  suficientemente  baja,   alrede-

dor     de  0,2  veces     su  valor     de  Ko.5    o  menor,     la  concentr±

ci6n  delcomplejo  binario  E.MgATP    serfa  despreciable.     Este

hecho  permitiria  que     la  glucosa  a6n  a  bajas  concentraciones

podria    unirse  a  la  enzima    libre  que    ahora  serla    la  espe

cie    predominante.     De  esta  manera  operarfa  s6lo  la  ruta  ci

n6ticamente    preferida,   lo    que    resultarla  en  una  funci6n

de  saturaci6n  hiperb6lica  para  glucosa.

Si  bien  cuando  surgi6  este  modelo  no  se  conocf a  el  posible

mecanismo  cin€tico  de  la  glucoquinasa,   la  postulaci6n  de     un

mecanismo  al   azar,   con  uni6n  de  glucosa  a   la  enzima  como  via
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preferencial,   era  posible  dado  que  un  mecanismo  semejante

parece  operar  en  hexoquinasas   (Colowick, ,1973) .

Porotra  parte,   la  observaci6n  de  que  Trit6n  X-100  y  urea

no  lograran  modificar  la  cooperatividad  de  la  glucoquinasa,

no  obstante  ser  agentes  que  en  general  alteran  la  conforma-

ci6n  de  proteinas,   sugerfa  que  la  enzima,   como  especie  libre,

existirfa  basicamente  en  una  conformaci6n  anica.   De  existir

dos  conformaciones  con  diferentes  propiedades  cin€ticas,   se

podria  haber  esperado  que  en  presencia  de  trit6n  y  urea  se

hubiera  alterado  el  grado  de  cooperatividad,   puesto  que  con

mucha  probabilidad  ellos  podr±an  haber  alterado  diferente-

mente  ambas  conformaciones.   La  glucoquinasa  aparecfa  asi

bastante  diferente  a  la  hexoquinasa  de  trigo  L],   en  la  cual,

como   se  coment6   anteriormente   (pag.150   ) ,   una  pequefia  concen-

traci6n  de  urea  elimina   la  cooperatividad   (Meuniered  al.,1974).

Los  autores-  plantean  que  este  hecho  es   "probablemente  la  evi-

dencia  mss  directa  en  favor  del  concepto  de  enzima  mnem6nica".

El  hecho  que  tratamientos  de  la  glucoquinasa,   como  fotooxi-

daci6n  y  calentamiento, tampoco  fueran  capaces  de  modif icar eJ.

grado  de  cooperatividad,   contribufa  tambi6n  a  apoyar  la  idea

que  la  enzima  libre  existiria  basicamente  en  una  conformaci6n,

e  inducia  a  pensar  que  el  fen6meno  de  cooperatividad  era  inhe-

rente  al  mecanismo  catalftico.   En  efecto,   segan  se  mostr6  en

Resultados    (capftulos   2  y   3),,   en   la  medida  en  que   la  gluco-

quinasa  permanecf a  activa  retenia  la  conducta  cin6tica
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cooperativa.   Esta  situaci6n  parecla  compatible  con  el  modelo I.

El  modelo  I  permitia  dar  una  explicaci6n  intuitiva  de  la

disminuci6n  de  la  cooperatividad  en  presencia  de  los  inhibi-

dores  competitivos  de  la  glucoquinasa  respecto  a  glucosa,   como

son  el  sustrato  alternativo  manosa  y  el  analogo  N-acetilgluco-

samina.   Al  aumentar  la  concentraci6n  de  los  inhibidores  debe

aumentarse  tambi6n  la  concentraci6n  de  glucosa  para    definir

la  funci6n  de  saturaci6n  de  la  enzima  con  este  sustrato.   En

estas  condiciones   la  enzima  se  hace  menos  accesible  al  ATP, cu-

ya  concentraci6n  se  mantiene  constante.   Es  decir,   1a  via   a

trav6s  del  complejo  binario  E.MgATP  se  harfa  menos  probable  y

la  contribuci6n  de  ella  a  la  formaci6n  de  productos  disminui-

ria  a  medida  que  aumenta  la  concentraci6n  del  inhibidor.

Se  intent6  el  analisis  matematico  de  las  ecuaciones  de  ve-

locidad  inicial  con  intervenci6n  de  los  inhibidores.   Se  bus-

caba  verificar  una  alteraci6n  de  las  relaciones  de  los  para-

metros   cin€ticos   de   la  ecuaci6n  IJ    (pag.  255-256     ) .   De  produ-

cirse  una  alteraci6n,ella  podria  dar  cuenta  de  la  desaparici6n

del  efecto  cooperativo  de  la  glucosa.   Con  este  objeto,   se  de-

rivaron  ecuaciones  en  velocidad  inicial  para  el  sistema   en

presencia  del  inhibidor  competitivo  N-acetilglucosamina  o  del

sustrato  alternativo  manosa.   La  derivaci6n  se  hizo  segdn   el

m€todo  grafico  de  King  y  Altman   (Segel,1975) ,  y  se  conside-

raron  las  especies  enzimaticas  correspondientes  a  los  esquemas

de   la  figura  67.     Se  obtuvieron  ecuaciones  del  mismo  tipo  que
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Figunx  67.     Ebquana  de  un  mQ.cawiAimo  ae  aza}L  de  ttwl:6n  de  bub±natob   en  pr.e-

6e"c{fl  de  u"  {nhib{cfo4  c.ompe±{Ztuo   (I).     EG,   complejo  binario  E.GIG;

EA,   complejo   binario   E.MgATP;      EGA,   complejo   ternario   E.Glc..MgATP;   EP,

complejo   ternario   E.Glc-6-P.MgADP;   P,   productos   (glucosa-6-P,   MgAI)P).

a/   y  b/   I,   N-acetilglucosamina,   EI,   complejo  binario  E.GlcNac;   EIA,

complejo   ternario  E.GlcNAc.MgATP.

a/   I,   manosa;   P*,   manosa-6-P   y  MgADP;      EI,   E.Man;   EIA,   E.Man.MgATP.
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la ecuaci6n IJ ,  en lag cuales los coeficientes cin6ticos eran fun-

ciones  complejas de las concentraciones de  lo-s analogos  de  glucosa.

En  el  caso  en  que  el  inhibidor  se  une  solo  a  la  enzima  li-

bre   (Fig.   67a)   se  obtiene   la  ecuaci6n  I8,i

V                 CiAG   +   C2AG2    +   C3A2G-=
Eo C7   +   CBG   +   C9A   +   CioAG   +   CiiG2    +   Ci2A2    +   Ci3G2A

+   Cit+GA2    +   C|5I   +   C|6GI   +   CL7AI   +   C]8AGI

' 1 8 `'

donde,   A  es   MgATP,    G    es   glucosa  y  Ci   a  Ci8   son  Combina  -

clones  de  constantes  de  velocidad.   Al  considerar  constante  la

concen.traci6n  de  MgATP,   la  ecuaci6n   18   se  reduce  a

u               iG2   +]G-=
k*   +   |G +m*G

i   =   C2A

j    =   CiA   +   C3A2

k*   =   C7   +   C9A   +   Ci2A2+Ci5I   +   Ci7AI

i   =   Cl1    +   C13A

m*   =   C8   +   CioA   +   CihA2   +   Ci6I   +   Ci8AI

(19)

Si  el  inhibidor  puede  unirse  tanto  a  la  enzima  libre  como

al   complejo  binario  E.MgATP   (Fig.   67b)   se  obtiene   la  ecuaci6n

2o,   la  cual  se  reduce  a  la  ecuaci6n  21   al  considerar  constante

la   concentraci6n  de  MgATP.
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CiAG   +   C2A2G   +   C3A3G   +   C4AGI   +   C5A2GI   +   C6AG2   +  C.7A2G2

Eo             C8    +   C9A+   CioA +   ci2I   +   ci312  +  citrAI   +

+   Ci5A2I   +   Ci6A3I   +   Ci7A12   +   Ci8A212   +   CigG   +   C2oAG

+   C2iA2G   +   C22A3G   +   C23GI   +   C2+AGI   +   C25A2GI   +   C26G2

+   C27AG2    +   C28A2G2

u               i,G2      +*j'G

Eo             *k'       +      |'G2      +      *m'G
(21)

±'    =   C6A   +   C7A2

*j'    =   CiA   +   C2A2   +   C3A3   +   C4AI   +   C5A2I

*k'    =   C8   +   C9A   +   CioA2   +   CiiA3   +   Ci2I   +   Ci312   +   Ci|+AI   +Ci5A2I

+   Ci6A3I      +   Ci7A12   +   C[8A2|2

C26    +   C27A   +   C28A2

Cig    +   C2oA   +   C2iA2    +   C22A3    +   C23I   +   C24AI   +   C25A2I

El  *  indica  que  esos  coef icientes  cin€ticos  dependen  de  la

concentraci6n  del  inhibidor.

En  el  caso  de  manosa   (Fig.   67c)     que,por  presentar  la  mis-

ma  conducta  cin€tica  que  glucosa    deberia  unirse  tanto  a  la

enzima   libre  como  al  complejo  binario  E.MgATP, se  obtiene  la

ecuaci6n  22,   la  cual  se  reduce  a  la  ecuaci6n  23  al  considerar

constante   la  concentraci6n  de  MgATP.
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+  C 7A2G 2

/22/             Eo             C8    +C9A+C]oA2   +C][A3    +C]2I      +C]3|2   +C]trAI+

+   Ci5A2I   +   Ci6A3I   +   Ci7A12   +   Ci8A212    +   CigG   +   C2oAG   +

+   C2i_A2G   +   C22A3G   +   C23GI   +   C2hAGI    +   C25A2GI   +   C26G2    +

+   C27AG2    +   C28A2G2

(23) I     =        i-G2_+     *j-G
Eo           -*k"      +   i"G2      +      *m'.G

i"      =      C6A+C7A2
*j"    =      CiA   +   C2A2   +   C3A3   +   CbAI   +   C5A2

*k"    =      C8   +   C9A   +   CioA2   +   CiiA3   +   Ci2I   +   Ci312   +   CitrAI

+Ci5A2I   +   Ci6A3I   +   Ci7A12   +   Ci8A2|2

i"       =      C26   +   C27A   +   C28A2
*m"    =      Cig   +   C2oA   +   C2iA2   +   C22A3   +   C23I   +   C2trAI   +   C25A2I

Como  ya   se   coment6,   las   ecuaciones   19,   21  y   23   son   seme-

jantes  a   la  ecuaci6n  11   (pag.   255).   En  los   tres  casos,    la

presencia  del  inhibidor  afecta  ambos  t6rminos  deo la    expre-

si6n  |2  (pag.  256  ) ,   lo  que  hace  dificil  predecir  su \efecto.

Podria  pensarse  que,   dado  que  ambos  t€rminos  de  la  desigualdad

dependen  de  la  concentraci6n  de  inhibidor,   6ste  no  debiera

suprimir  la  cooperatividad,   pues  la  desigualdad  se  mantendria.

Sin  embargo,   es  necesario  considerar  que,   por  los  valores  re-

lativos  de  los  coeficientes  cin6ticos,   el  peso  de  la  concentra-

ci6n  de  inhibidor  en  ambos  t6rminos  podrla  ser  diferente.
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Se  trat6  de  ajustar los  datos experimentales  a la  ecuaci6nll

a  fin  de  obtener  los  valores  de  los  coeficientes  I,  j,  k,   I  y

]7i,   y  determinar  la  variaci6n  de  estos  en  funci6n  de  la  concen-

traci6n  de  ATP  o  de  los  inhibidores  competitivos  respecto  a

glucosa.   La  idea  era,   por  una  parteiverificar  si  los  valores

obtenidos  para  los  coeficientes  cumplfan  la  desigualdad  12

(kj  > mj;   im > jJ)   y,   por  otra,   determinar  si  6sta  se  alteraba

al  disminuir  experimentalmente  la  concentraci6n  de  ATP  o  afia-

dir  inhibidores  al  media  de  reacci6n  de  la  glucoquinasa,   con-

diciones  ambas  en  las  cuales  se  tenia  una  cin6tica  hiperb6lica.

Esta  operaci6n,   sin  embargo  no  result6  satisfactoria.    Si

bien  se  logr6  obtener  valores  para  los  coeficientes  i,  j,  k,   I

y  in,   los  cuales  cumplfan  la  desigualdad  12  a  alta  concentraci6n

de  ATP  y  en  ausencia  de  inhibidores,   ellos  no  ajustaban  adecua-

damente  los  datos  experimentales   a  la  ecuaci6n  IJ.

No  se  prosiguieron  estos  intentos  porque  surgi6  el  modelo  11

y  porque  se  pens6   ,   ademas,   que  serfa  preferible  tratar    de

realizar  una  simulaci6n  directa  del  sistema.   Como  se  ver6  mss

adelante,   esta  simulaci6n  se  realiz6  en  el  modelo  Ill.

b)    Modelo    11

La  primera  proposici6n   (modelo  I)   fue  modificada  mss  adelan-

te,     introduci6ndose  un  cambio  conformacional    en  la  enzima

que  condujo  a  la  formulaci6n  del  modelo   11.
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Este  cambio  se  produjo  porque,   por  una  parte,   se  tom6  con-

ciencia  que  desde  el  punto  de  vista  molecular,   es  diffcil  ex-

plicar  una  diferencia  de  velocidad  entre  las  dos  vias    si  se
consideran    solo  las  constantes  de  asociaci6n  de  sustratos  a

la  enzima  libre  o   a   complejos   binarios.    En  efecto,   parece

ser  que  los  procesos  de  asociaci6n  son  muy  rapidos  y  aparen-

temente  solo  controlados  por  difusi6n   (Frieden,   1970;  Gutfreund,

1975) .   Experimentalmente  se  ha  determinado  que  en  general  lag

constantes  de  asociaci6n  bimoleculares  son  del  orden  de  107

a   109   M-1s-1     (Eigen   y   Hammes,1963).

Por  otra  parte,   la  falta  de  inhibici6n  por  N-acetilgluco-

samina   y   por  manosa  a  bajas  concentraciones  de  glucosa  pare-

cia  explicarse  mejor  como  la  consecuencia  de  dos  efectos  simul-

taneos:   por  un  lado,   la  inhibici6n  competitiva  y,   por  otro,

una  estimulaci6n  debida  a  la  inducci6n  de  una  conformaci6n  mss

activa.

En  el  modelo  11  la  glucoquinasa  existirfa  en  dos  conforma-

ciones:   E[    (circulo)   y  E[[    (cuadrado)    (Fig.   68)    (Cardenas,1978;

Cardenas  et   al.,1979).     En  ausencia  de  ligandos,   se  encontra-

ria  basicamente  en  una  conformaci6n  E[  y  la  conformaci6n  E][

seria  cuantitativamente  despreciable.     E±  podrla  unir  ambos

sustratos,   glucosa  o  MgATP,   para  formar  los  complejos  binarios

respectivos.     La  uni6n  de  glucosa  inducirfa  un  cambio  confor-

macional,   originando  la  conformaci6n  E]].     Este  cambio  ocurri-

ria  tanto  cuando  la  glucosa  se  une  a  la  enzima  libre  E[,   como
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cuando   se  une   al   complejo  binario  E]MgATP.   En  cambio,  elMgATP

inducirla  solo  la  pequefia  reorganizaci6ndel  sitio  activo  de  la

glucoquinasa    que  cualquier  sustrato  puede  inducir  en su enzima

(Koshland,1959).     E[]   tendria     una  mayor  afinidad  que  E[  por

glucosa  y  sus   analogos.   Sin  embargo,   ambos  conf6rmeros  tendrfan

la  misma  afinidad  por  MgATP.     El  cambio  conformacional   indu-

cido  por  la  glucosa  serla  necesario  para  la  catalisis  y  cons-

tituirfa  el  paso  limitante  de  la  reacci6n;      serfa  mss  rapido

cuando  la  glucosa  se  une  a  la  enzima  libre  E]  que  cuando  lo

hace   al   complejo  binario  E[MgATP,   es   decir,   k7  > k3  > k6.   Dado
•que   la  velocidad  del  cambio  conformacional  serfa  men-or (o   seine-

..jante)   que  la  constante  catalitica,  las  vias  de  formaci6n  del

complejo  ternario  productivo  E[[GlcMgATP  no  estarian  en  equi-

librio  rapido,   sino  en  regimen  estacionario.     Habria  dos  ca-

minos  no  equivalentes  conducentes  a  la  formaci6n  de  los  pro-

ductos.     Uno  operarfa  a  trav6s  del  complejo  E[Glc  y  el  otro

operarfa  a  trav6s  del  complejo  E[MgATP.     La  distribuci6n  rela-

tiva  de  ambos  complejos  binarios  en  el  regimen  estacionario

seria  una  funci6n  de  la  concentraci6n  relativa  de  ambos  sus -

tratos,   expresada  como  fracci6n  de  saturaci6n.     Ambas  vias  no

serian  equivalentes  desde  el  punto  de  vista  cin6tico  debido  a

la  diferencia    de  velocidad  en  el  cambio  conformacional  indu-

cido  por  la  glucosa,  que  constituirfa  el  paso  limitante  de  la

reacci6n.

Por  razones  de  simplicidad  se  omiti6  de  este  modelo    el
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complejo  binario  E]]MgATP,   asi   como   la  uni6n  de  MgATP   al   com-

plejo  binario  E]Glc.

La  cooperatividad  cin€tica  con  glucosa  resultaria  del  hecho

que  cuando  la  concentraci6n  de  este  sustrato  es  pequefia  con

respecto  al  valor  de  su  Ko.5,   la  glucosa  se  uniria  principal-

mente  al  complejo  binario  E]MgATP.     Este  complejo  existirfa

en  una  concentraci6n  relativamente  alta  a  niveles  saturantes

de  ATP,   y  asl  el  paso  mss   lento  predominaria.     Sin  embargo,

a  medida  que  la  concentraci6n  de  glucosa  aumenta,   el  camino

mss  rapido  adquiriria  mayor  importancia,   pues  la  glucosapodrfa

competir  exitosamente     con  MgATP  por  la  enzima  libre  y lareac-

ci6n  operar±a  cada  vez  mss  a  trav6s  de  la  formaci6ndel complejo

binario  E]Glc.     De  esta  manera,   a  medida  que  la  concentraci6n

de  glucosa  crece,   se  origina  una  cooperatividad  positiva,   pues

la  fracci6n  del  camino  mss  rapido  se  hace  mayor.

Con  el  objeto  de  satisfacer  restricciones  termodinamicas,

1as  constantes  de  velocidad  en  las  asas  cerradas   (closec!-loops)

no  pueden  ser  independientes  y  deben  cumplir  el  requisito  que

el  producto  de  las  constantes  de  velocidad  en  un  sentido  sea

igual  al  producto  de  las  constantes  de  velocidad  en  sentido

inverso :

k8kgk_3k-1   =  kik3k_9k-8

kio kH ki2k-8  =   k8 k-12 k-11 k-io

ki k3  k5 k_6 k-4 k-2  =   k2 k4 k6 k-5 k-3 k-1

k8 kg k5k-6k-4 k-2  =  k2 k4 k6 k-5 k-9 k-8
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kio k w ki2 kg k-3 k-1  =  ki k3 k-9 k-t2 k_" k-io

k`o kii ki2 kg k; k-6 k-4  k-2  =  k2 k4  k6 k-5 k-9 k-12 k-" k-io

Estos  requisitos  se  satisfacen  si  suponemos  que:

i/     La  constante  de  transici6n  del  cambio  conformacional  de

la  forma  libre  de  enzima   (Elf/E])   favorece  la  existencia  de  E[.

fr8

-<<1
A_8

il/   La  uni6n  de  glucosa  o  sus   analogos   (manosa,   2-desoxigluco-

sa,   fructosa,   N-acetilglucosamina)   aumenta  la  velocidad  de  la

transici6n  conformacional  de  E[  a  E||  y  disminuye   (o  no  modi-

fica)   la  velocidad  de  conversi6n  de  Elf  a  E[,   lo  que  se  tra-

duce  en  un  aumento  del  valor  de  la  constante  de  transici6n.

k8           k6           k3           kn
<,,

k_8          k_6          k_3          k-LL

iji/   La  uni6n     de  MgATP    disminuye  la  velocidad  de     inter-

conversi6n  de  los  conf6rmeros   inducida  por  glucosa  o  manosa.

k6<k3     Jkii                      k-6    <k_3     ;k_ii
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Iv/   La  afinidad  de  E][  es  mayor  que  la  de  E[  para  glucosa  y

sus   analogos.

k-9       k-`        k-l
<,
kg               k\               kL+

kk
12                    -10

k-12          klo

v/     La  afinidad  de    E[  y  de  Elf.GIC     por  MgATP  es   la  misma.

k-2.         k-5

k2.             k5

La  enzima  que  se  libera  al  final  del  ciclo  catalitico  vol-

veria  r5pidamente  a  la  conformaci6n  E[,   por  lo  que  la  enzima

libre  existiria  predominantemente  en  esta  conformaci6n  a  con-

centraciones  bajas  de  glucosa.

Un  punto  clave  serfa  poder  discernirsi   la  cooperatividad

surge  principalmente  porque   al aumentar  la  concentraci6n  de

glucosa  incrementa  la  fracci6n  de  la  via  que  opera  a  traves
del  complejo  binario  E].GIG,   o  porque  al  aumentar  la  concen-

traci6n  de  glucosa  aumenta  la  probabilidad  de  que  este  ligando

atrape  la  especie  Elf  antes  que  ella  sufra  la  transici6n  a  E],

o  porque  ambas  circunstancias  se  dan  conjuntamente  con  dife-

rente  grado,   segtin  las  condiciones  del  experimento.
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La  presencia  de  analogos  de  glucosa,   N-acetilglucosamina,

manosa,   2-desoxiglucosa  y  fructosa,   suprimirfa  la  cooperativi-

dad  como  consecuencia  de  un  desplazamiento  en  la  distribuci6n

de  conformaciones  de  la  enzima.     En  efecto,   en  presencia  de

concentraciones  suficientemente  altas  de  estos  inhibidores,   la

mayor  parte  de  la  enzima  libre  existiria  como    Elf,  pues  aque-

llos  serian  capaces  de  inducir  el  cambio  conformacional  de  E[

a  Elf.     Luego,   glucosa  y  MgATP  competirian  por  esta  forma,   ori-

ginandose   los   complejos  binarios  E][Glc  y  E[[MgATP,   que  serfan

equivalentes  desde  el  punto  de  vista  cin6tico,  debido  a  que  el

paso  de  transici6n  lenta  estarfa  sobrepasado.   Como  consecuencia

la  funci6n  de  saturaci6n  con  glucosa  se  harfa  hiperb6lica.    Por

otra  parte,   el  hecho  que  en  presencia  de  los  inhibidores sedeba

incrementar  la  concentraci6n  de  glucosa,  hace  que  este  sustrato

compita  efectivamente  con  MgATP  por  la  enzima  libre.

Los  estudios  cin6ticos  de  fosforilaci6n  de  2-desoxiglucosa

en  presencia  de   analogos   de  ATP   (Niemeyer   et.  al. ,.1978  ;

Monasterio,   1980)   son    compatibles    con  un   mecanismo    al  azar

con  una   ruta   preferencial  marcada,   que   operarfa   a  trav6s  del

complejo   binario   E.dGlc.     Dependiendo   de  las    concentraciones
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relativas   de   ambos  sustratos,    podrfa   operar  la   ruta   a

trav6s  del  complejo   E.MgATP,    el  cual  serfa   cataliticamente

activo .

El  hecho  que  MgATP,   en  ausencia  de  glucosa,   proteja  a  la

glucoquinasa  de  la  fotooxidaci6n  con  Rosa  de  Bengala  (Monaste-

rio,   1980) ,    apoya    la  idea  de   la  existencia  de  un  complejQ

E.MgATP.   Del  mismo  modo,   el  efecto  protector  del  MgATP   frente

a  la  modificaci6n  por  DTNB,   aunque  leve,   contribuye  a  apoyar

la  existencia  del   complejo  binario E.MgATP  (Heberlein,   1979;

Monasterio  et   al.,1979;   Monasterio,1980).     La  existencia  de

dicho  complejo     serla  compatible  con  la  operaci6n  de  un  meca-

nismo  al  azar  con  una  ruta  preferencial  donde  dGlc  fuera  el

primer  sustrato   (Monasterio,1980).     Un  mecanismo  semejante

podria  operar  en  el  caso  de  glucosa.

El  hecho  que  la  glucoquinasa  presente  cin6tica  hiperb6lica

con  fructosa  y  con  2-desoxiglucosa, podria explicarse  suponiendo

que  con  estos  sustratos    hay  diferencias  respecto  a  glucosa  en

la  velocidad  de  las  transiciones  conformacionales.     Asi,   podrfa

suponerse  que  en  el  caso  de  2-desoxiglucosa,   la  velocidad  de

transici6n  conformacional  E]dGIC  +  E]]d.GIG   (k'3)   fuera  igual  a

la  velocidad  de   transici6n     E[MgATpdGlc  +  E[[MgATpdGIC   (k'6)  ,

y  menor  que   la  velocjdad  de   transici6n  E[GIC  +  E][GIC   (k3   ) .
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Es   decir  k'3=k.6<jc3  .    Con   fructosa  en  cambio,   la   transici6n

E]Fru  +  E[]Fru  podria  ser  igual  a  la  transici6n  E[MgATPFru  +

E[[MgATPFru,   pero  mayor  que  la  velocidad    de    transici6n

E[Glc   +  E][Glc.      Es   decir,   k'3  =  k'6  >  jc3.

Estas  diferencias  podrian  explicar  ademas'   el  que  la  Vmax

con  2-desoxiglucosa  fuera  menor  que  la  obtenida  con  glucosa

(Monasterio,   1980) ,   en  contraposici6n  a  lo  que  ocurre  con  fruc

tosa  en  que   la  Vmax    es   mayor   (esta  Tesis,   capitulo  1  de   Resul

tacros,   figura   13,   pag.   82).

c)    Modelo   Ill

En  vista  de  la  complejidad  del  comportamiento  cinetico  de

la  glucoquinasa,  hecho  que  dificultaba  una  soluci6n  analftica

del  sistema,   pareci6  conveniente  intentar  su  simulaci6n.     Con

este  objeto,   se  decidi6  ampliar  el  modelo  11  y  tomar  en  cuenta

todos   los  complejos  posibles.     Surgi6,   as£,   un  modelo  de  ocho

estados,   Modelo   Ill,   que  se   esquematiza   en  la  figura   69

(Olavarrfa   et   al.,1979).

En  el  modelo  Ill,   resultante  de  la  simulaci6n, al igual  que

en  el  modelo  11,1a glucoquinasa  existe  basicamente  en la con-

formaci6n   I   (circulo)   en  ausencia  de  ligandos.   Ambos  modelos

comparten  las  presunciones  iJ,   jiJ,   iv/  yv/   que,expresadas  en

t6rminos  de  las  constantes  cin6ticas  del  modelo  Ill,   serfan:
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I/     La  constante  de  transici6n  conformacional  favorece  la

existencia  de  E[.

kg

-<<1
A-9

11/   La  uni6n  de  glucosa  o  sus  analogos  desplaza  el  equilibrio

conformacional  hacia  la  forma  E[].

k9                  klo            kl2

<,

k_9               k-|o         k-12

iv;   La  forma  E]]  presenta  mayor  afinidad  por  glucosa  y  sus

analogos  que  la  forma  E].

k5            k8                  k\            k+>-,-
k_5         k-8               k_I         k_4

v/     EI  ATP  no  altera  el  equilibrio  conformacional  de  la

glucoquinasa,   pues  la  afinidad  de  ambos  conf6rmeros  por  este

ligando,   es   la  misma.

k6                  k2               k7                  k3
_-             ,               -_
k_6              k-2           k-7              k-3

No  comparte  la  presunci6n  iij/   que  establece  el  efecto

nega€ivo  clel  MgATP  previamente  unido  a   la  enzima,   para    la

transici6n  conformacional  inducida  por  glucosa  o  manosa.
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En  el  modelo  Ill  el  cambio  conformacional  no  serfa  requi-

sito  indispensable  para  la  catslisis,   pudiendo  la  constante

catalftica   (kc)   del  complejo  ternario  E[GlcMgATP  ser  menor  o

incluso  igual  a  la  del  complejo  E[]GlcMgATP.     El  €nfasis  es-

tarfa  en  este  modelo    en  la  diferencia  de  af inidad  por  gluco-

sa  y  sus  analogos   (manosa,   2-desoxiglucosa,   fructosa   ,   N-ace-

tilglucosamina   )   de  la  forma  11  con  respecto  a  la  forma  I.

A  concentraciones  bajas  de  glucosa  y  altas  de  MgATP   se

formaria  el  complejo  binario  E[MgATP,   el  cual  tendrla    una

mayor  probabilidad  de  unir  glucosa  y  formar  el  complejo  ter-

nario  E[GlcMgATP,   que  de  sufrir  la  transici6n  y  luego  unir

glucosa  para  originar  el  complejo  E[]GlcMgATP.     El  complejo

E]GlcMgATP  liberarfa  despu6s  de  la  catalisis  la  forma  I  y  el

complejo  E]]GlcMgATP   la  forma  11.     De  la  diferente  afinidad

de  ambas   formas  por  glucosa  surgiria  el  fen6meno  de  coopera-

tividad.     Al  aumentar  la  concentraci6n  de  glucosa,   6sta  podria

competir  exitosamente  con  MgATP  por   la  forma  E].     Se   formarfa

asi  el  complejo  binario  E]Glc,   que  podrla  sufrir  la  transici6n

con  mayor  probabilidad  que  E]MgATP,   y  unirfa   luego  MgATP.   Asi,

se  formarfa  el  complejo  E[[GlcMgATP,   el  cual  liberar±a  despu€s

de  la  catalisis  la  forma  E[],   con  mayor  afinidad  por  glucosa

que  EI.

El  modelo  Ill   fug  simulado  en  una  computadora  construida

especialmente  para  la  simulaci6n  directa  de  modelos  enzima -

ticos  estocssticos,  por  el  Dr.   J.  M.  0lavarria,   en  el  Insti-

tuto  de  Investigaciones  Bioquimicas,   Fundaci6n  Campomar,
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Buenos  Aires,  Argentina.     Este  equipo  permite  representar  en

forma  de  una  matriz  de  transiciones     un  modelo  enzimatico  de

hasta  ocho  estados,   en  el  Cual los  cambios  de  estados   (isome-

rizaciones,   asociaciones  o  disociaciones)   son  representados

por  sefiales  aleatorias  de  probabilidad  prefijable.     Estas

sefiales  aleatorias  representan    los  parametros  del  modelo  y

son  producidas  por  generadores  aleatorios  independientes.

Los  resultados  de  las  simulaciones  permitieron  reproducir

cualitativamente  algunos  de  los  resultados  experimentales.

Asi,   se  reprodujo  la  cooperatividad  positiva  con  glucosa  y

con  manosa,   obteni€ndose  valores  de  nH  equivalentes  a  los

experimentales.     Con  MgATP  en  cambio   la  cin€tica  fue  michae-

liana  a  semejanza  de   lo  que  ocurre  experimentalmente.

El  hecho  que  la  cooperatividad  de  la  enzima  frente  a  glu-

cosa  fuera  dependiente  de  la  concentraci6n  de  MgATP,   se  podfa

atribuir  al  efecto  de  este  ligando  sobre  la  velocidad  del cam-

bio  conformacional  de  la  enzima.     Al  hacer  la  simulaci6n  del

modelo  Ill  se  encontr6  que,   si  se  supon€a  que  el  ATP  unido  a

la  enzima  aumentaba  la  velocidad  de  transici6n  conformacional

en  ambos  sentidos,   por  un  factor  de  10,   se  obtenfa  un  efecto

de  este  ligando  similar  al  observado  en  el  sistema  real.   Al

reducir  la  concentraci6n  de  MgATP  se  disminuf a  gradualmente

el  nH  y  el  Ko.5   Para  glucosa.   A  Concentraciones   suficiente-

mente  bajas  de  ATP  se   logr6  obtener  valores    de     nH ipr6ximos

a  1,0   (1,1.a `,.0,9) ,   reproduci€ndose  cualitativamente las cufvas
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de  la  ficrura  34,   sobre  dependencia  de  los  Darametros  cineti-

COS   Ko.5   y  nH   respecto  a   la   Concentraci6n  de  MgATP.      En   la

simulaci6n,   al  aumentar  la  concentraci6n  de  ATP  muy  por  enci-

rna  de  las  concentraciones  experimentales  usadas  en  esta  Tesis,

se  observ6  que  el  nH  vuelve  a  reducirse,   pero  no  el  Ko.5    para

glucosa.     La  reducci6n  del  coeficiente  de  Hill  a  altas  con-

centraciones  de    ATP     no  se  ha.         observado  experimentalmente,

posiblemente  debido  a  que  las  concentraciones  usadas   (±  20

veces  el  Ko.5  Para  ATP)   no  fueron  suficientemente  altas  en

comparaci6n  con  las  concentraciones  de  ATP  usadas  en  la  simu-

laci6n   (   sobre   100   veces   el   Ko.5  Para AIP).

Para  simular  el  efecto  de  inhibidores  competitivos  habria

sidonecesario  considerar  un  modelo  de  12  estados.     Dado  que

el  instrumento  solo  permitia  usar  un  m6dulo  que  representa

un  elemento   (una  mol6cula  de  enzima)   y  las  transiciones  entre

ocho  estados  posibles  como  maximo,   se  tuvo  que  simplificar  el

modelo  para  el  estudio  de  inhibidores.     Se  consider6  una  con-

centraci6n  muy  alta  de  ATP  y,   aceptando  que  el  sistema  esta

permanentemente  saturado  con  ATP,   se  pudo  disminuir  a  seis

en  vez  de  doce,   el  ndmero  de  especies  enzimaticas  en  juego

(Fig.   70) .   La  simulaci6n  de  este  modelo  permiti6  comprobar

que  un  inhibidor  competitivo   (sustrato  o  no)   modif icaba  el  nH

para  la  glucosa  tal  como  en  el  sistema  real.   El  modelo  supone

que  el  inhibidor  competitivo,   al  igual  que  la  glucosa, desplaza

el  equilibrio  conformacional  hacia  la  forma  E][.   La  figura  71
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muestra  los  resultados  de  la  simulaci6n.   El  valor  de  nH  de

1,3  del  control  es  menor  que  el  experimental,   por  haberse

hecho  la  simulaci6n  con  concentraciones  muy  altas  de  ATP  para

cumplir  la  restricci6n  en  el  ntimero  de  estados.

El  comportamiento  hiperb6lico  de  la  glucoquinasa con  2-desg

xiglucosa   se   pudo  explicar  suponiendo  que  la  velocidad  con

que  ocurre   la  transici6n  del  complejo  E[dGlc   (k'io)  esta dirmi-

nuida  con  respecto  a  la  velocidad  de  transici6n  del  complejo

E[Glc  o  E]Man   (kio).    Suponiendo  un   factor   a   de   reducci6n  en

la  velocidad  de  cambio  conformacional  y  usando  el  modelo  de

8   estados,   se  vi6  que  a  medida  que   8   se  hacia  mss  pequefio  el

nH  para  la   2-desoxiglucosa  se  aproximaba  a  1,0.     Con  un  valor

de   a  de   0,01   el  valor  de  nH  es  de   1,28   y  con  un  valor  de   8   de

o,ool  es  de   1,19.   En  condiciones  en  que   la   2-desoxiglucosa

mostraba  una  cin6tica  hiperb6lica,   ella  tambien  fue  capaz  de

suprimir la  cooperatividad con glucosa,  como  se  muestra  en  la

figura   71.

El  modelo  Ill  result6  asf    cualitativamente  adecuado  para

reproducir  por  simulaci6n    gran  parte  de  los  datos  experimen-

tales.   Estos  estudios   se  hicieron  en  conjunto  con  el  Dr.   J.   M.

0lavarrf a  del  Instituto  de  Investigaciones  Bioquimicas  de

Campomar,   Argentina.



313

a)    Modelo   mnem6nico

Mientras  estabamos  en  la  btisqueda  de  una  explicaci6n  para

la  cooperatividad  cin€tica  de  la  glucoquinasa  con  glucosa  y

con  manosa,   Storer  y  Cornish-Bowden   (1977)   propusieron  una

interpretaci6n  basada  en  el  modelo  mnem6nico  de  Ricard  et:   al.

(1974) .     En  esta  interpretaci6n  la  enzima  libre  existiria  en

dos  conformaciones,   E  y  E' ,   con  diferentes  propiedades  cin€-

ticas   (Fig.   72) .   La  cooperatividad  con  glucosa  surgirfa  por

la  uni6n  diferente  de  la  glucosa   (primer  sustrato)   a  las  dos

formas  de  enzima  libre,   las  cuales,   a  alta  concentraci6n  de

MgATP,   no  estarlan  en  equilibrio  sino  en  regimen  estacionario.

Por  otra  parte,   el  MgADP   (altimo  producto)   y  la  glucosa

podrfan  unirse  simultaneamente  a  la  enzima,   constituyendo  un

complejo  no  productivo.

En  ausencia  de  productos,   la  velocidad  inicial  para  el  me-

canismo  de   la  figura  72  esta  dada  por  una  ecuaci6n  de  la  forma

siguiente :

(1   +    BIG)B£A

(24) 1    +    83A    +     (1    +    84A)85G    +     (1    +    86A)87G2

donde,   G  es   la  concentrac.i.6n  de  glucosa,   A  es   la  conceritraci6n

de  ATP  y   Bi   a   87   son  constantes  que  es  necesario  estimar  para

ajustar a los  datos  experimentales  los  valores  de  velocidad

dados  por  la  ecuaci6n.     Esta  ecuaci6n  predice  una  conducta

cinetica  michaeliana  para  MgATP  y  en  cambio  una  de  segundo  or-

den  para  glucosa.
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Flgum  72.     ModQlo  mvIei'n6wico   pobundo  pann  a,x,pkAc.an  ha  a.oopefrahivLda:d

Of"e±tcc[  de.  £cL  g£Ltc.oqu{/1flAcl  a.oyl  gftlc.o6C[.      E'   representa   la   forma   enzima-

tica  predominante  en  ausencia  de  glucosa.   E  es  la  conformaci6n  resultante

de  la  catalisis.     De  Storer  y  Cornish-Bowden,1977.
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La  dependencia  del  grado  de  sigmoidicidad  de  la  glucoqui-

nasa  con  glucosa  respecto  a  la  concentraci6n  de  MgATP,   la  ex-

plican  los  autores  suponiendo  que,   al  ser  suficientemente  baja

la  concentraci6n  de  MgATP,   su  uni6n  al  complejo  enzima-glucosa

serfa    limitante    de   la   velocidad.  Al  ocurrir  €sto,   las  dos

formas  enzimaticas  se  equilibran  y  no  habrf a  cooperatividad

en  la  uni6n  de  la  glucosa.   En  cambio,   a  altas  concentraciones

de  MgATP,   1a  conversi6n  del  complejo  enzima-glucosa  a  produc-

tos  puede  ser  lo  suf icientemente  rapida  como  para  impedir  el

logro  de  un  equilibrio  en  la  uni6n  de  la  glucosa,   de  modo  que

las 'leyes  de  equilibrio  no  se  aplicarian  y  la  cooperatividad

serfa  posible.

Storer  y  Cornish-Bowden  piensan  que  estas  consideraciones

se  aplican  igualmente  al`modelo  mnem6nico  propuesto  por  Meunier

et   al.  (1974)   para  la  hexoquinasa  L[  de  trigo,   por  lo  cual   les

llama  la  atenci6n  que  en  este  caso  no  se  observe  dependencia

de  la  cooperatividad  negativa  con  glucosa,   respecto  a  la  con-

centraci6n  de  MgATP.   Atribuyen  este  hecho  al  parametro   r,   usa-

do  para  estimar  la  cooperatividad,   el  cual  serfa  de  menor  sen-

sibilidad  que  el  coeficiente  de  Hill.

Hay  que  considerar, sin  embargo,   que,. dado  que  las  constan-

tes  cin6ticas  de  asociaci6n  son  altas,   no  es    claro   que   una

disminuci6n  en  la  concentraci6n  de  ATP    de  la  magnitud  usada

experimentalmente,   sea  suficiente  para  permitir  un  equilibrio

de  las   formas  enzimaticas.   Habrfa  que  hacer  una  simulaci6n.
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El  producto  MgADP  disminuiria  la  cooperatividad  de   la  glu-

coquinasa  con  glucosa  debido  a  que  impediria  la  rapida  conver-

si6n  del  complejo  enzima-glucosa  en  productos,   al  secuestrarlo

en  forma  de  un  complejo  ternario  no  productivo   (Storer  y

Cornish-Bowden,1977).

Siguiendo  el  analisis  de   la  primera  secci6n  de   la  Disousi6n,

si  en  la  ecuaci6n  24   se  considera  constante   la  concentraci6n

de  MgATP,   se   obtiene   la  ecuaci6n   25:

J4G    +     oG2

p    +    qG    +    AG2

(25)

M,     =      82A

o     =     Bi82A

p     =     '     +83A

q     =      ('     +     84A)85

A    =      ('     +     86A)87

La   ecuaci6n   25   es   ansloga`a   las   ecuaciones   11,13   y   J6

examinadas   anteriormente.

De  acuerdo  al  analisis  de  Ferdinand,   cabe  la  posibilidad

de  que   se  produzca  o  no  se  produzca  un  punto  de   imf lexi6n  en

la  curva  de  velocidad  en  funci6n  de  la  concentraci6n  de  glu-

cosa,   dependiendo  de   la  concentraci6n  de  MgATP.   Serfa  posible

entonces  predecir  una  dependencia  de  la  cooperatividad  respec

to  a  la  concentraci6n  de  este  sustrato.   Habrfa  que  determinar

si  a  las  concentraciones  de  MgATP  que  segdn  este  analisis
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permiten  la  existencia  de  una  conducta  cin6tica  hiperb6lica,

se  equilibran  o  no  las  dos   formas  de  enzima,   y  cuan  cerca  de

las   concentraciones  experimentales  que  permiten  una  conducta

cin€tica  hiperb6lica     se  encuentran  las  concentraciones  que

permiten  el  equilibrio.

Un  punto   importante  es  que,   segdn  el  modelo,   la  forma  E

resultante  de  la  catalisis  unirla  la  glucosa  conmayor afinidad.

En   presencia  de  bajas   concentraciones   de  MgATP  ambas   formas

podrian  equilibrarse,   es  decir  la  forma  E  se  relajarla  a  E'.

Dado  que   la   forma  E'   tiene  menor  afinidad  que   la  forma  E  por

glucosa,   se  deberia  esperar  que  al  disminuir  la  concentraci6n

de  MgATP   el   Ko.5   para  glucosa   aumentara.      Sin  embargo,   expe-

rimentalmente   se  observa   lo  Contrario   (capftulo  4   de  Resultados).

Es  decir,   el  modelo  no  predice   la  disminuci6n  en  el  Ko.5   para

glucosa  al  disminuir   la  concentraci6n  de  MgATP.

En  el  modelo  mnem6nico   (Figura   72)   y   sobre   la  base  de  estu-

dios  cin6ticos  de  inhibici6n  por  producto,   se  postulaba  que

glucosa-6-P   serfa  el  primer  producto  y  MgADP  el   segundo.     EI

orden  de  salida  de  los  productos  era  compatible  con  el  hecho

que  MgADP  y  no  glucosa-6-P  disminuyera    la     cooperatividad

positiva  con  glucosa.     En  efecto,   de  acuerdo  con   lo  predicho

por  el  modelo  mnem6nico  el  altimo  producto  disminuye   la  coope-

ratividad  positiva  mientras  que  el  primero  no  tiene  efecto.

Con  el  f in   de   determinar  con  mayor  exactitud   el   orden  de

entrada   y   salida  de  sustratos  y  productos,   estos  autores
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realizaron  estudios  de  intercambio  isot6pico  los  que fueron

publicados  recientemente   (Gregoriou  et  aJ.,1981) .    Los  estu-

dios  de  intercambio  realizados  en  condiciones  de  equilibrio

qufmico  indicaron  que  existe  uni6n  al  azar  de  los  sustratos,

y  luego,   todos   los  pasos  mostrados  en  la  figura  66   (modelo I,

mecanismo  al  azar  de  uni6n  de  sustratos)   existir±an  realmente,

pues  ni  el   intercambio  isot6pico  entre  MgATP  y  MgADP  ni  el

existente  entre  glucosa  y  glucosa-6-P  fueron  inhibidos  a  con-

centraciones  saturantes  de  los  cuatro  reactantes.     Sin  embar-

go,   los  experimentos  de  intercambio  isot6pico  realizados  en

regimen  estacionario  mostraron  solamente  la  existencia  de los

complejos  E.Glc  y  E.Glc-6-P,   siendo  incapaces  de  detectar   los

complejos  binarios  E.ATP  y  E.ADP.     Estos  resultados  parece-

rfan  indicar  que  la  contribuci6n  de  estos  dltimos  complejos

a  la  velocidad  total  serfa  despreciable.     En  estas  condicio-

nes,   los  autores  piensan  que  la  via  alternativa  a  trav€s  del

complejo  binario  E.MgATP  no  contribuiria  a  generar  cooperati-

vidad  con  glucosa.     Cabe  sin  embargo  la  posibilidad  de  que

dados  los  diferentes  promedios  de  vida   (span  of  life)   de  los

complejos  E.Glc  y  E.MgATP,   la  probabilidad  de  su  detecci6n

en  regimen  estacionario  no  sea  la  misma  para  ambos.    (Los  es-

tudios  de  intercambio  isot6pico  en  equilibrio  muestran  que el

complejo  E.Glc  se disocia lentamente,  lo  mismo  que el .c6mplejo

E.GIG-6-P)  .

En  el  modelo  mnem6nico  dltimamente  propuesto   (Fig.   73)
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Figunn  73.      Modefro   mneiin6yLLc.a   a.oyL6Ldemndo   un  me.cayndmo   ak  a.zen  de  u.wi6yL

dQ.  6uA±indob   y  de.  ELbemcitn  dQ.  pr.oductob.     A,   gLucosa.,     8,  MgAITp..

P,   MgADP;     Q,   glucosa-6-P.   Los  pasos  mostrados  con  linea  cortada  repre-

sentan  reacciones  que  no  ser±an  cuantitativamente  importantes  en  condi-

ciones  de  regimen  estacionario.   De  Gregoriou  et  al.,1981.
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operaria  un  mecanismo  ordenado  de  uni6n  de  sustratos    con

91ucosa  como  primer  sustrato  y  glucosa-6-P  como  dltimo  pro-

ducto,   es  decir  un  orden  de  salida  de  productos  diferente  al

postulado  sobre  la  base  de  estudios  cin€ticos  de  inhibici6n

por  producto.     En  efecto,   Storer  y  Cornish-Bowden   (1977)   en-

contraron  inhibici6n  competitiva  por  glucosa-6-P  respecto  a

MgATP,   pero  mixta  respecto  a  glucosa,   es  decir  lo  opuesto  de

lo  que  se  esperarla  en  un  mecanismo  ordenado  en  que  glucosa

es  el  primer  sustrato  y  glucosa-6-P  el  dltimo  producto.     Los

resultados  obtenidos  en  esta  Tesis  respecto  a  la  inhibici6n

por  glucosa-6-P  concuerdan  en  general  con  una  inhibici6n  de

tipo  mixto  respecto  a  glucosa,   aunque  en  nuestro  caso  se  agre

ga  la  complejidad  de  que  la  inhibici6n  por  glucosa-6-P  es  de

naturaleza  cooperativa.

El  perfil  de  inhibici6n  obtenido  podrla  interpretarse,  y

asi   lo  hacen  los  autores,   suponiendo  que  glucosa-6-P  y  MgATP

compiten  por  un  sitio  especffico  para  el  fosfato,   es  decir

el  glucosa-6-P  no  entrarla  en  el  mismo  sitio  de  la  glucosa.

Casazza  y  Fromm   (1976)   dieron  esta  explicaci6n  en  el  caso  de

la  hexoquinasa  de  cerebro   (hexoquinasa  A)   sobre  la  base  de la

postulaci6n  cin6tica  de  un  complejo  E.Glc.Glc-6-P.     Es  nece-

sario  considerar,   sin  embargo,  que  la  existencia  en  hexoqui-

nasa  A  de  un  sitio  alost6rico  para  glucosa-6-P   (Lazo  et  al. ,

1980)   dificulta  la  interpretaci6n  de  los  datos  cineticos  de

Casazza   y  Fromm.
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Llama  la  atenci6n  en  el  modelo  de  la  figura  73  que   no

obstante  ser  glucosa-6-P  el  dltimo  producto  no  altere  la  coo-

peratividad   (esta  Tesis,   capftulo  6  de  Resultac]os;   Storer  y

Cornish-Bowden,1977).     En  efecto,   esto  no  ocurri6  experimen

talmente  ni  a6n  en  experimentos  en  que  se  preincub6  la  enzima

con  glucosa-6-P  por  un  tiempo  de  hasta  30  min  antes  de  partir

la  reacci6n  con  glucosa   (esta  Tesis) .     En  hexoquinasa  de  tri-

go  en  cambio,   donde  se  ha  postulado  un  modelo  mnem6nico  con

glucosa-6-P  como  tiltimo  producto,   la  presencia  de  6ste  inten-

sifica  la  cooperatividad  negativa,   concordando  con  lo  predi-

cho  por  el  modelo   (Meunier   et   al.,1974) .

Una  posible  explicaci6n  de  la  inef icacia  del  glucosa-6-P

para  alterar  la  cooperatividad  serfa  que  la  especie  resultan-
te  de  la  catalisis  fuera  equivalente  a  la  enzima  inicial.  Otra

posibilidad  sin  embargo,   serfa  que  se  requirieran  concentra-

ciones  de  glucosa-6-P  mucho  mss  altas  que las  usadas  en  esta

Tesis  y  por  Storer  y  Cornish-Bowden  (1977) .    Es  decir,  que  se

estuviera  en  una   situaci6n  semejante   a   la  presentada   por

N-acetilglucosamina,   donde  se  requiere  usar  una  concentraci6n

superior  a  10  veces   su  K±  para  empezar  a  observar  en  forma

clara  una  disminuci6n  en  la  cooperatividad,  y  alrededor   de

70  veces  su  K±  para  suprimirla.     Este  requerimiento,   de    ser

efectivo  haria  casi  imposible  los  estudios  con  glucosa-6-P,

pues  se  necesitarian  concentraciones  superiores  a  600  mM.
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e)   Comentario   final

Los  estudios  de  intercambio  isot6pico  parecerlan  descartar

los  modelos  presentados  en  esta  Tesis  y  apoyar  en  cambio,   el

modelo  mnem6nico.     Sin  embargo,   como  hemos   analizado  recien-

temente,   este  modelo  tampoco  da  cuenta  de  todos   los  hechos

experimentales .

Parecerf a  que  el  modelo  que  explique  en  forma  global  todos

los  hechos  experimentales    atin  no   ha  sido  formulado,    y   que

faltan  antecedentes  experimentales  y  tal  vez  la  utilizaci6n

de  nuevas  met6dicas.     Los  estudios  cin6ticos  en  regimen  esta

cionario  parecer±an  estar  agotados  en  su  mayor  parte.

Si  bien  es  cierto   que  el  efecto   de  inhibidores  competi-

tivos  sugiere  la   existencia   de  un  cambio   conformacional  de

la   glucoquinasa   ( esta  Tesis,   capltulo  5  de  ResuJtados  ) ,    y

que  la  existencia  de  este  cambio  conformacional  estarfa  apo-

yada  por  el  gran  efecto  protector   (100%) ,   ejercido   por   la

glucosa  y  analogos,   frente   a   la  modificaci6n  de  grupos  tio-

les  de   la  glucoquinasa   (Heberlein  et  al.,1979;   Monasterio

et  al. ,1979) ,   serfa  conveniente  aplicar  un  tipo  de  met6dica

que  pudiera  detectar   directamente   la  existencia   de  un   cam-

bio  conformacional.     Asi  por  ejemplo,    serfa  importante   apl±

car  a  la  glucoquinasa    un  enfoque  experimental  como  el  de
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la   realizaci6n  de  estudios  espectrosc6picos  en   presencia

de  sustratos   y   de   analogos,    a   fin  de  detectar  si   existe

realmente  un  cambio   cdnformacional  y  cual  es   su   naturaleza

con  los   diferentes   sustratos   y   analogos,  y   en  distintas

condiciones,    presencia  de   urea,   por  ejemplo.

Por  otra  parte,   serla  interesante  poder  realizar  estu-

dios  cin6ticos  en  estado  transitorio,   a  fin  de  obtener  prue

bas  sobre  la  posible  transici6n  mnem6nica.     La  idea  serfa

pesquisar  la  existencia  de  un  retardo  en  la  curva  de  progre-

so  y  determinar,   por  ejemplo  si  la  preincubaci6n  con  glucosa

o  con  glucosa-6-P  disminuye  el  retardo  o  incluso  lo  trans-

forma  en  estallido.     En  la  medida  que  la  transici6n  mnem6nica

fuera  importante  para  el  mecanismo  de  la  cooperatividad  de-

biera  esperarse  que  la  cin€tica  para  glucosa  fuera  hiperb6-

lica  al  considerar  las  velocidades  en  estado  transitorio.

Parece  asi,  que  la  dltima  palabra  sobre  la  cooperativi-

dad  cin6tica  de  la  glucoquinasa  con  glucosa  y  con  manosa  no

esta  atin  dicha,   y  queda  mucho  por  hacer.
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