
M E C A N I S M O  C I N E T I C O

ESTUDIOS EN VELOCIDAD INICIAL CON 2-DESOXIGLUCOSA    

      COMO SUSTRATO Y EFECTO DE INIHIBIDORES; MODIFICA-
CIONES QUIMICAS E INTERACCIONES ENZIMA - LIGANDOS

OCTAVIO MONASTERIO OPAZO

1 9 8 0
i





MECANISMO CINETICO DE LA GLUCOQUINASA

ESTUDIOS EN VELOCIDAD INICIAL CON 2-DESOXIGLUCOSA 

COMO SUSTRATO Y EFECTO DE INHIBIDORES; MODIFICA

CIONES QUIMICAS E INTERACCIONES ENZIMA-LIGANDOS

Tesis

Entregada a la 

Universidad de Chile

en cumplimiento parcial de los requisitos 

para optar al grado de

Doctor en Ciencias con Mención en Biología

- ' \

Facultad de Ciencias

por

OCTAVIO HERNAN MONASTERIO OPAZO 

Diciembre, 1980

Profesor Patrocinante: DR. HERMANN NIEMEYER



Facultad de Ciencias 

Universidad de Chile 

Sede Santiago-Oriente

I N F O R M E  D E  A P R O B A C I O N

T E S I S  D E  D O C T O R A D O

Se informa a la Comisión de Doctorado de la Facultad 
de Ciencias que la Tesis de Doctorado presentada Ror 
el Candidato

Octavio H. Monasterio Opazo

ha sido aprobada por la Comisión Informante de Tesis 
como requisito de tesis para el grado de Doctor en 
Ciencias con Mención en Biología, en el Examen de De
fensa de Tesis rendido el día 20 de Junio de 1980.

Patrocinante de Tesis

Comisión Informante de Tesis



Esta tesis fue realizada en el Laboratorio 

de Bioquímica y Biología Molecular de la Facul 

tad de Ciencias de la Universidad de Chile, ba 

jo la dirección del Or. Hermann Nieroeyer.



AGRADECIMIENTOS

D eseo e x p r e s a r  m is  s in c e r o s  a g r a d e c im ie n to s  a l a s  s i 
g u i e n t e s  p e r s o n a s :

A l D r. Hermann N iem eg er , q u ie n  me b r in d ó  su  o r i e n t a 
c ió n  o p o r tu n a  en e l  d e s a r r o l lo  de e s ta  t e s i s .  La d ia r ia  i n te r a c c ió n  
con su  p e r s o n a l id a d  como c i e n t í f i c o  y como fo rm a d o r  ha d e ja d o  h u e l la s  
i n d e l e b l e s  en mi v i s i ó n  de l a  c i e n c ia .

A la  S r t a .  E lia n a  R a b a j i l l e  p o r  s u  c o la b o r a c ió n  g en e 
ro sa  y e f e c t i v a  en  l a  r e a l i z a c i ó n  de to d o s  l o s  e x p e r im e n to s  c i n é t i c o s .

A C r i s t i n a  R o se , O scar León y U lr ik e  H e b e r le in  q u ie n e s  
c o n tr ib u y e r o n  con p a r t e s  e x p e r im e n ta le s  de e s ta  t e s i s  y que s ie m p re  s u 
p ie r o n  b r in d a rm e  s u  c o n f i a n z a .

A l D r. O sva ld o  A lv a r e z  p o r  su  c o n tr ib u c ió n  en l a  e l a 
b o r a c ió n  y p r o c e s a m ie n to  de l o s  program as de c o m p u ta c ió n .

A to d a s  l a s  p e r so n a s  d e l  D epartam en to  de  B io q u ím ica  
de l a  U n iv e r s id a d  de C oncepc ión  q u ie n e s  en l o s  co m ie n zo s  de e s ta  t e s i s  
c o n tr ib u y e r o n  a su  r e a l i z a c i ó n  y me b r in d a r o n  su  apo yo .

A to d o s  l o s  m iem bros d e l  D epartam en to  de  B io q u ím ic a  
de  l a  F a c u lta d  de M e d ic in a , Sed e  N o r te ,  p o r  p e r m itir m e  r e a l i z a r  la  t e 
s i s  m ie n tr a s  p e r te n e c ía  a e s e  D ep a rta m en to .

A la  S r a . S eren a  Mann p o r  la  c o n fe c c ió n  de  l o s  d ib u jo s  
y  a la  S r a . T i t i n a  Cerda p o r  t r a n s c r i b i r  e l  t e x t o  de e s ta  t e s i s .

Por ú l t im o ,  a to d o s  l o s  i n te g r a n te s  d e l  la b o r a to r io  
de B io q u ím ic a  y B io lo g ía  M o le c u la r  de e s ta  F a c u lta d  p o r  b r in d a rm e  su  
a m is ta d  y m a n te n e r  una c o n s ta n te  y c r í t i c a  d i s c u s ió n  d u r a n te  la  r e a l i 
z a c ió n  de e s ta  t e s i s .

O c ta v io  M o n a s te r io  O. 

D ic ie m b re , 1980

i i i



A m i s  p a d r e s

\
A m i e s p o s a

i v



INDICE DE MATERIAS

Pág.

LISTA DE TABLAS

LISTA DE ESQUEMAS Y FIGURAS ................ x ¡

LISTA DE ABREVIATURAS .................. xvi

RESUMEN
..................................................................................................................  X V I I I

ABSTRACT
...............................................................................  X X I V

INTRODUCCION   1

MATERIALES Y METODOS   n

REACTIVOS .............................................

PREPARACION VE LA GLUCOQUTNASA ..................................... n
1 . Fuente de ¿a enzima ............................. - • j j
2. Purificación de la  enzima. ....................... \ 2̂
VETERMINACION VE LA ACTIVTDAV FOSFOTRANSFERASJCA ........ u
/.  Enrayo espectro f otomCtnico pana determinar

glucosa-6-fosfato .............................................
2. Ensayo espectro f o tométrico pana deXenminar

AVJ> . . . . . ....................................  16
3. Ensayo radiactivo pana la  determinación de

AV? ................. . .................. . 17
CROMATOGRAFIA EN COLUMNAS .............................................. 19

7. Preparación de resinas y columnas cromato gráficas . .  19
2. Preparación de Sefarosa-6-amÍnokexanoil-2-amino-

2-desoxiglucopiranosa ....................................... 19
MODIFICACION QUIMICA ...................................................... 20

1. Modificación de gnupos t ic te s  con VTNB ................   20
2. Modificación de residuos de histidina por foto-

oxidación ...................................... ...............  21

v



DETERMINACION VE LA CONCENTRACION VE PROTEINAS
PETERMIA/ACIOW VE LA PUREZA V CONCENTRACION VE LOS 
KtAL I i VUS

ANALISIS ESLAVISTICO VE LOS RESULTAVOS ....

RESULTADOS ..................

PURIFICACION VE LA GLUCOQUINASA .................

Cro mato gna f ia  dz afinidad dz la  glucoquinasa........... .

Estudios sobre La estab ilidad  dz la  glucoquinasa .........
G licerol como e s ta b iliza n te ...............

H ccto zAta.blLLza.ntz del b isu lf i to  dz sodio ............

MODIFICACION QUTMICA
Fotooxldaclón dz residuos dz h is tid in a .............
Cinética dz la  fotooxldaclón .............
Protección por los su stra tos
Estadio dz Loa residuos dz c is te ln a ...........
Oxidación espontánea ...................

Reactivación por VTT y protección por su stra tos ..........
Protección por gLícerol ...................

Modificación por VTNB ....................

Cinética dz la  Inactivación ....................

Pérdida dz la  su scep tib ilid a d  a la  acción del VTNB.......
Efecto dz lo s su stra to s y productos sobre La Inac
tiva c ió n  por VTNB

CINETICA

Efecto dz lo s  su stra tos sobre la  velocidad I n i c i a l......
A nálisis dz la  velocidad in ic ia l  en presencia dz 
Inhibidores dz punto muerto, análogos dz lo s  su s tra to s___
Inhibición por N-acetilgLucosamlna a l  variar dGlc y MgATP..



Pág.

Inhibición po>i AMP a l variar MgATP y dGlc .............  103
Andlcsls de. la  vela ciclad In ic ia l en paciencia
de ¿o4> producto* ............. _ 113

Curva de progreso de la  ¿os{orllaclón de d G lc..........  113

Inhibición pon. 2-desoxlglucosa-6-¿oséalo ............ . 114
Inhibición pon MgAVP respecio a. MgATP ...............  117

Inhibición pon MgAVP respecto a dGlc ................  121
*

DISCUSION   124

Validez de la¿> constantes de disociación glauco- 
qulnasa-llgandos .........      125

Validez de la s  determinaciones de K, y II. cuando
no se  u t i l i z a  una preparación de enzima nomogínea...... 128

Relación enfrie e l  mecanismo cinético  y la  protec
ción pon. Ugandos contra la  Inactivación pon. VTNB___... 131
Orlen de adición de lo s  su stra tos ................ . 134

APENDICE A     JitQ

CINETICA ENZIMATICA .......................................................  ]40

ANALISIS VE LA REACCION EN C0NVICI0NES VE
VELOCTVAV INICIAL .................................. 142

Ecuación de velocidad I n ic ia l ........................  142

METOVOS VE LINEARI2ACI0N VE LA ECUACION VE
VELOCIVAV INICIAL .................    143

J. Método de Llneweaver-Burk .........................  143

2 . Método de Eadle-tíofatee; 3. Método de Hanes-ítJool¿. ....... 144

V1PERENC1AS EN LAS RELACIONES VE VELOCIVAV INICIAL
PARA MECANISMOS EN SECUENCIA V PING-PONG ............  146

ANALISIS VE LA REACCION CONSIVERANVO LA PARTICIPA
CION VE LOS PROVUCTOS ..................    148



Pág.

INHIBICION VE PUNTO MUERTO CON INHIBIVORES VE ES
TRUCTURA SEMEJANTE A LOS SUSTRATOS
Análisis del z\\zcto dz los Inhlbldonzs dz punto 
m uzA to

I. Mecanismo en secuencia ondznada...........
а. InkltU.dA.6n com petitiva con nespzcto a l

Sustnato A ..............
*

б. Inhibición no com petitiva pana e l  sustra to  
8

c. Inhibición com petitiva pana e l  S ü S ln a t o  B . . . .
d. Inhibición Incom petltlva pana e l  sustnato A ...

IT. Mecanismo en s zcuzncla a l azan en zqullibnlo  
nípldo ............... 7.........

a. Inhibición com petitiva pana e l  sustnato A . .
b. Inhlblclo'n no com petitiva pana e l  sustnato 8

c. Innlblclon com petitiva pana 8 z Inhibición
no com petitiva pana A ....................

AnÁlltuÁ d e l efecto  dz un Inhlbldon dz punto muento, 
análogo dz B, que s z  une débilmente a l  s i t i o  A . . . .
Inhibición nespzcto a l  sustnato A 
Inhibición nespzcto a l  sustnato 8

MODIFICACION QUIMICA ...............................

foto oxidación con nosa dz bengala ....................

Cálculo dz ¿0 6  constantes dz velocidad dz In activac ión .. .
Reacción dz lo s  gnupos t io l e s  con VTNB ...............

Cln&tlca dz Inactivación pon VTNB ....................

Mecanismos dz Inactivación ...........................

Cinética dz in activación  pon VTNB en pnes encía dz 
un ligando pnotzcton ..... ..........................

Mecanismo a ....... ....................

Mecanismo b . . .

150

152

152

152

155

159

162

164

164

166

167

168

169

170

172
172
172

174

175 

175

178

179 

183

v f r i



Pag.

APENDICE B   J87

PROGRAMAS DE COMPUTACION ...............................................  187

Programa 1   187

Programa 2   188

LTSTA VEL PROGRAMA 1    190
LISTA VEL PROGRAMA l ...........   192

BIBLIOGRAFIA   194



LISTA DE TABLAS

Pag.
Tabla I. PuAl^lcaclón dz la  glucoqulnasa de hígado de

h a b a ..........................  4o

Tabla II. Vh.otzccX.on poh Susthatos de ¿a ¿ otooxldaclón
dz glucoqulnasa dz hígado dz hala ........ 52

Tabla III. Vhotzcclón poh. ligando4 dz la  Inactivación dz
la  glucoqulnasa phoduclda poh. VTHB .........  84

Tabla IV. Constantes cinéticas paha glucoquXna&a dztzh
minadas en estudias dz velocidad In ic ia l . . . 7  93

Tabla V. Constantes dz Inhibición paha glucoqulnasa dz 
tzhmlnadas desde lo s  estudios dz Inhibición  
poh N-acztll-glucosanUna ........ ....... 101

Tabla VI. Constantes dz Inhibición paha glucoqulnasa dz 
tzhmlnadas dzsdz lo s estudios dz Inhibición ~ 
poh AMP .......................  107



LISTA DE ESQUEMAS Y FIGURAS

Esquema I. Sistema pana, la  {¡otooxidación .....
Esquema 1 1. Secuencia de adición de los sustratos a la



Fig. 11 Cinética de Inactivación de la  glucoqulnasa pon 
foto oxidación con no6a de bengala, en pnesencla 
y ausencia de lo¿ 6ustnato6 ............ 51

Fig. 12 Efecto pnotecton de lo6 6ustnato6 6obne la  fo to -
oxidación de la  glucoqulnasa pon no¿a de bengala 54

Fig. 13 Cinética de la  Inactivación espontánea de la  glu  
coqulnasa en ausencia de pnotectones de lo¿ gnu- 
po6 t lo le s ........V.%......... 57

Fig. 14 C inética de Inactivación espontánea en ausencia 
de VTT y necupenaelón de la  ac tiv idad  de gluco- 
qulnasa ...................  58

Fig. 15 Efecto de lo¿ 6ustnato¿ 6obne la  c in é tica  de Inac
tlva c ló n  espontánea de la  glucoqulnasa ...... 60

Fig. 16 Efecto d e l g llcen o l 6obne la  c in é tica  de Inactiva  
clón espontánea de la  glucoqulnasa en ausencia de 
pnotectones de gnupo¿ t lo le s  . . . . ........... 61

Fig. 17 Inactivación de glucoqulnasa de hígado de nata
con VTNB   63

Fig. 18 Reactivación pon VTT de la  glucoqulnasa Inactiva
da pon VTNB   65

Fig. 19 Inactivación de la  glucoqulnasa a dlfenentes tem
penatunas   68

Fig. 20 Vanlaclón en e l  tiempo de la  activ idad  de la  glu 
coqulnasa y de 6u 6u scep tlb llldad  a la  acción 
del VTMB   71

Fig. 21 Modificación de la  glucoqulnasa en pnesencía de
I06 6ustnato6 de la neacclón que c a ta liza ...........  75

Fig. 22 Modificación de la  glucoqulnasa en pnes encía de
I06 pnoducto¿ de la  neacclón que c a t a l i z a .....  77

Pag.

x¡ i



Pag.

Fig. 23 Edicto de la  concentnación de glucoua ¿obne la
co rutante de velocidad de inactivación pon VTNB 78

Fig. 2k Efecto de ¿a concentnación de 2-deuoxiglacoua 
¿obste ¿a corutante de velocidad de inactivación  
pon. VTNB ................  7g

Fig. 25 Efecto de la  concentnación de AV? ¿obste la  eon¿
tan te  de velo cridad de inactivación pon, VTNB ..7 81

Fig. 26 Efecto de la  concentnación de AMP ¿obste la  con¿
ta n te  de velocidad de inactivación pon VTNB ..7 82

Fig. 27 Gnómico de HUI de la  {¡unción de ¿atunación de 
glucoquina¿a cuando 2-deuoxiglacoua como ¿u¿- 
tsiato    85

Fig. 28 Gnd{¡ico¿ de dobleu necipswco¿ donde. 2-deuoxi- 
gluco¿a e¿ e l ¿uutnato vaniabJüe a di{¡enente¿ 
concentnacioneu {¡ija¿ de MgATP . . . ...... 87

Fig. 29 Gnd{ico de doble¿ necipnoco¿ donde MgATP e¿ e l  
¿uutnato vaniable a di{enente¿ concentnacioneu 
{¡ijau de 2-deuoxigluco¿a .......... 88

Fig. 30 Efecto de la  concentnación de 2-deuoxigluco¿a 
¿obste la  velocidad in ic ia l  déla neaeción cata  
tizada  pon. glucoquinaua ............. 7  90

Fig. 31 Efecto de la  concentnación de MgATP ¿obste la  
velocidad in ic ia l  de la  neaeción catalizada  
pon glucoquinaua .....................  9]

Fig. 32 GnÁ{¡ico de dobleu necipnocou donde lau corteen 
tnacioneu de 2-deuoxiglacoua (o glucoua) y 
MgATP ¿e vanianon en nazón conutante ...... 91*

Fig. 33 GnÁ{¡ico de dobleu neclpnoco¿ pana la  inhibición  
de glucoquinaua pon N-acetilgluco¿amina cuando 
2-deuoxiglacoua e¿ e l  ¿uutnato v a n ia b le...... 97



Fig. 34 Gnómico de dobleb neclpnocob pana, la  Inhibición de
giucoquinaba pon. M-acelllglucobamlna cuando MgATP 
eb e l  bublnalo vanlable   99

Fíg. 35 Inhibición de giucoquinaba pon. M-acelllglucoba-
m ln a ............................ 100

Fig. 36 Gnómico de Vlxon pana la  Inhibición de g luco qui
naba pon AMP cuando MgATP eb e l  bubInalo vanlable 104

Fig. 37 Gnómico de dobleb neclpnocob pana la  Inhibición 
de giucoquinaba pon AMP cuando MgATP eb e l  bublna 
lo  vanlable   106

Fig. 38 Gnómico de dobleb neclpnocob pana la  Inhibición de 
giucoquinaba pon AMP cuando 2-desoxlglucoba eb e l  
bub Inalo vanlable a bajab concenlnaclo neb de 
MgATP ........... .... .........  109

Fig. 39 GnA.ilc.ob de dobleb neclpnocob pana la  Inhibición  
de giucoquinaba pon AMP cuando 2 -debüxlglucoba 
eb e l  bub Inalo vanlable a a lia s  concenlnaclo neb 
de MgATP     110

Fig. 40 Gnómicos secundanlob de la  Inhibición de gluco- 
qulnaba pon AMP cuando 2-deboxlglucosa eb e l 
Inalo vanlable ...........................  112

Fig. 41 Cunvab de pnognebo de la  neacclón de iobionlla-
clón de 2-deboxlgluc.osa ...................  115

Fig. 42 Gnómico de Vlxon pana la  Inhibición de glucoqui
naba pon e l  pnoduclo de la  neacclón 2-deboxlglu- 
cosa-6-iosiaXo cuando MgATP eb e l  bublnalo vanla 
ble    116

Fig. 43 GnAilco de dobleb neclpnocob pana la  Inhibición  
de giucoquinaba pon e l pnoduclo MgAVP cuando 
MgATP eb e l  bublnalo vanlable .............  119

Pag.

X I V



Fig. 44. Inhibición de ghicoquinasa pon e l producto
MgAVP cuando MgATV es e l  sustnato v a n ia b le..... 120

Fig. 45. Inhibición de glucoquinasa pon e l  pnoducio 
MgAPP cuando 2-dcsoxiglucosa es e l  sustnaio 
vaniable   122

Fig. A-1 Viagnamas de inhibición de punió muenio pana
un mecanismo en secuencia ordenada Bi B i ....... 154

Fig. A-2 Viagnamas de inhibición de punió muenio pana 
un mecanismo en secuencia ordenada Bi Bi, 
donde I se  combina con E .................  156

Fig. A-2 (continuación] ............................ 157

Fig. A-3 Viagnamas de inhibición  de punió muenio pana
un mecanismo en secuencia ondenada Bi Bi, 
donde I se  combina con EA   161

Fig. A-4 Viagnamas de inhibición  de punió muenio
pana un mecanismo en secuencia ondenada 
Bi Bi, donde I se  combina con EA ............  163

Pag.

xv



LISTA DE ABREVIATURAS

xv



PMSF : Fenilmet¡1sulfon¡1 fluoruro

POPOP : (1,4-bis 2(5-feníloxazol¡1) benceno

PPO : 2,5-dífenNoxazol

TNB : 5-tío (2-nítrobenzoato)

TNBS : Trínitrobencenosulfonato

Tris : Trís-(h¡drox¡metil)-amínometano

xv í í



RESUMEN

La glucoquinasa (ATP:D-glucosa-6-fosfotransferasa EC 2.7.1.2.), 

una de las cuatro isoenzimas fosfor¡1 antes de glucosa presentes en el 

hígado de rata, fue purificada parcialmente. Una etapa importante fue 

la cromatografía de afinidad con Sepharose-6-amino-hexanoi1-2-amino-2- 

desoxiglucopiranosa, mediante la cual se eliminó la N-acetilglucosamina- 

quinasa. El comportamiento cinético de la glucoquinasa de esta prepara

ción (actividad específica 36 U/mg de proteína) con 2-desoxiglucosa 

(dGlc) como sustrato glucídico, fue similar al de la enzima proveniente 

de Sephadex G-100 (actividad específica 2 U/mg de proteína). Sin embar_ 

go, la enzima de esta última preparación era más estable y se prefirió 

para realizar la mayoría de los estudios presentados en esta tesis.

La glucoquinasa es una enzima monomérica que presenta cinética 

sigmoidea para glucosa y mañosa; la sigmoid ici dad desaparece a bajas 

concentraciones de MgATP. Sin embargo, con dGlc la cinética es hiper

bólica en un amplio rango de concentraciones de dGlc (0,1 a 9 veces K̂ )

y de MgATP (0,5 a 40 veces K ). Los valores de K para dGlc y MgATPm m

fueron 19,2 ± 2,3 mM y 0,56 ± 0,05 mM respectivamente. En vista de la 

conducta cinética con 2-desoxiglucosa, se estudió el mecanismo cinético 

de la glucoquinasa con este sustrato.

Los gráficos primarios de dobles recíprocos (1/v en función de 

1/S) y de S/v en función de S, como asimismo los gráficos secundarios,

xv i i i



fueron lineales para amhos sustratos en un rango de concentraciones de 

1 a 9 veces para el azúcar y 0,5 a 6,5 veces para el nucleótido.

En ambos gráficos primarios las líneas se intersectaron en un punto a 

la izquierda de la ordenada, indicando una adición consecutiva de los 

sustratos a la enzima. Cuando se usó una razón constante de concentra

ción de ambos sustratos y se hizo el gráfico de dobles recíprocos con
*

respecto a cualquiera de ellos, se obtuvo una parábola, lo que apoyó el 

mecanismo en secuencia. La velocidad máxima con dGlc fue 73% de la ob

tenida con glucosa (Glc).

Para conocer el orden de interacción de los sustratos con la en

zima se usaron los inhibidores de punto muerto N-aceti 1g 1ucosamina 

(GlcNAc) y AMP. GlcNAc, inhibidor competitivo de dGlc (K. = 0.63 ± 0,04 

mM), se comportó como inhibidor mixto respecto a MgATP en un amplio ran̂  

go de concentraciones de ambos sustratos. Por otro lado, AMP un inhibi

dor competitivo respecto a MgATP (Kj= 10,56 ± 0,52 mM), fue incompetiti

vo respecto a dGlc en presencia de MgATP 0,41 mM. Estas observaciones 

son compatibles con un mecanismo ordenado en el cual dGlc es el primer 

sustrato. Sin embargo, la inhibición de AMP respecto a dGlc cambió de 

carácter cuando la concentración de MgATP fue aumentada por encima de 

su Km . Así, con MgATP 1,2 y 3,6 mM la inhibición fue claramente mixta. 

El conjunto de resultados podría ser compatible con un mecanismo al a- 

zar, donde ocurriría un flujo principal con dGlc como primer sustrato 

y solo al aumentar el nucleótido se haría reconocible la vía, en la que

x i x



MgATP pasaría a ser el primer sustrato. Una explicación alternativa, 

que no hemos encontrado descrita, puede ofrecerse para el cambio del ti 

po de inhibición por AMP. El AMP se uniría a la enzima libre, a pesar 

de la operación de un mecanismo ordenado estricto, con dGlc como primer 

sustrato. De este modo AMP competiría tanto con ATP como con dGlc.

Los estudios de inhibición por el producto 2-desoxiglucosa-6- 

fosfato no fueron pos iblesdebido a su baja afinidad por la enzima. El 

producto MgADP mostró inhibición no competitiva pura respecto a MgATP 

e inhibición mixta, con un considerable componente competitivo, respec

to a dGlc. Esto sugiere que ADP es el último producto en un mecanismo 

ordenado, o uno de los productos en un mecanismo al azar en equilibrio 

rápido, con formación de complejo de punto muerto.

Con el propósito de apoyar los resultados cinéticos se hicieron 

estudios de protección contra la inactivación de la enzima por modifica

ción química por medio de sustratos, productos y análogos. La cinética 

de la inactivación por fotooxidación de la glucoquinasa más purificada

fue bifásica, con una kl (constante de inactivación de seudo-i correg.

primer-orden de la primera fase, correg ida por la segunda fase) de 0,1*4 

min \  ATP y MgATP, pero no glucosa, protegieron a la enzima de la fo

tooxidación. En esta misma preparación se observó que, en ausencia de 

protectores de tioles, se perdía espontáneamente la actividad glucoqui- 

násica. Esta inactivación era dependiente de la concentración de pro

teínas y, por ser revertida por DTT, se interpreta como consecuencia de

xx



la formación de puentes de disúlfuros intramoleculares.

En la modificación con DTNB se utilizó la glucoquinasa de activi 

dad específica de 2 U/mg de proteína, por su mayor estabilidad en ausen_ 

cía de protectores de tioles. La cinética de inactivación era multifá- 

sica y cada fase seguía una cinética de seudo-primer-orden. La primera

fase era responsable de un 70 a 80% de pérdida de la actividad en 1 - 3
%

min. La reactivación completa por DTT señala que la reacción de modif_i_ 

cación se producía mediante la oxidación de los grupos sulfhidrilos a 

disúlfuros. La linearidad del gráfico de Arrhenius en un rango de 0°a 

30° sugiere que una población homogénea de grupos tioles es responsable 

de la primera fase de la inactivación.

El carácter saturable de la inactivación de la glucoquinasa se 

mostró por la linearidad del gráfico de dobles recíprocos de k! en fu£ 

ción de la concentración de DTNB. La reacción puede entonces ser des

crita como sigue:

Durante el almacenamiento de la enzima se observó una inactiva

ción de la glucoquinasa y una pérdida de la susceptibilidad a DTNB. La 

pérdida de la susceptibilidad al DTNB precedía a la inactivación, la cual 

comenzaba aparentemente cuando k! alcanzaba un valor cero. La susceptiI /

bilidad al DTNB y la actividad catalítica eran parcialmente recuperadas



al incubar la enzima con DTT. Estos resultados sugieren que la pérdida 

de reactividad hacia DTNB es debida a la formación de enlaces disúlfuros 

intramoleculares en el sitio reaccionante, probablemente por oxidación 

con el oxígeno atmosférico. La disociación entre la actividad catalíti 

ca y la susceptibilidad a reaccionar con DTNB, indica que los grupos tio 

les comprometidos en la primera fase de inactivación no participan direc 

tamente en la función catalítica. No obstante, ellos serían importantes 

para estabilizar una estructura catalíticamente activa. El efecto pro

tector ejercido por diversos 1 igandos se interpreta por esto como la aj_ 

teración de una cierta conformación que impediría la formación del com

plejo enzima-DTNB o la subsecuente formación del disúlfuro mixto enzima- 

TNB. $

Los experimentos de protección por sustratos, productos y otros 

1 igandos, permitieron calcular las constantes de disociación aparentes 

(Kn ) de los complejos enzima-1igandos. Así para Glc, dGlc y ADP ,
U 3 p p

se obtuvieron valores de 2,53 mM, 28,9** mM y 3,10 mM, respectivamente

~3a una concentración de DTNB de 2x10 mM. A diferencia de los otros lj_ 

gandos, el AMP tuvo un efecto protector no lineal, por lo cual no se caj_ 

culo la constante de disociación. G1ucosa-6-fosfato 100 mM, aumentó le_ 

vemente la inactivación por DTNB. ATP y MgATP a concentraciones saturar^ 

tes tenían un pequeño, pero reproducible efecto protector (alrededor de 

10%). Experimentos en que se estudió la acción simultánea de ADP o AMP
O »

con ATP, en ausencia de Mg , mostraron que el nucleósido-tri fosfato no
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influía en la protección por ADP o AMP, lo que sugiere que no actúan de 

igual manera. Parece que el g lucosa-6-fosfato también ¡nteractúa con la 

enzima, pues provoca un pequeño aumento (20%) de la velocidad de inacti 

vación por DTNB. Si se acepta que la protección por los ligandos estu

diados corresponde a una interacción en el sitio catalítico de la enzima, 

la eficiente protección por los sustratos glucídicos y ADP sugiere la o- 

peración de un mecanismo cinético ordenado, donde los azúcares actuarían 

como primer sustrato y ADP como último producto. Sin embargo, si los e- 

fectos de MgATP o ATP solo y de g1ucosa-6-fosfato son considerados, to

dos los resultados serían compatibles con la operación de un mecanismo 

al azar con una ruta preferencia!, donde dGlc sería el primer sustrato.

X X  i i i



ABSTRACT

Glucokinase (ATP:D-glucose-6-phosphotransferase, EC 2.7.1.2.), 

one of the four glucose phosphorylat¡ng isozymes present ¡n rat liver, 

was partíally purified. A key purif ¡catión step was affinity chromato 

graphy on Sepharose-6-aminohexano¡1-2-amíno-2-deóxyglucopyranose, which 

eliminated N-acetylgIucosamíne kínase actívity. Using 2-deoxyg1ucose 

(dGlc) as sugar substrate the kinetic behavíor of glucokinase purified 

through this step (specific activity 36 U/mg protein) was similar to 

that of the preparations obtained at the Sephadex G-100 step (specific

activity 2 U/mg protein). The last one was preferred for most studies
\

s/nce it was more stable.

Glucokinase ¡s a monomeric enzyme exhibiting sigmoidal saturation 

function for glucose and mannose; the sigmoidicity disappears at low 

concentrations of MgATP. However, dGlc shows hyperbolic kinetics through

a wide range of concentrations of both dGlc (0.1 to 9 times K ) andm

MgATP (0.5 to ¡»0 times K^) . The Km valúes for dGlc and MgATP were 

19.2 ± 2.3 mM and 0.56 ± 0.05 mM, respectively. In view of this kinetic 

behavíor, a study on the kinetic mechanism with dGlc as substrate was 

performed.

Double recíprocal plots (1/v versus 1/S) and S/v versus S plots, 

as well as the secondary plots, showed straight lines for both substrates

in a concentrat¡on range of about 1 to 9 times K for dGlc and 0.5 toJ m
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6.5 times for the nucleotide. The lines of both primary plots inter_

sected around a point situated at the left of the vertical axis, indica^

ting a sequential mechanism. When a constant ratio of concentrations

of both substrates was used, a parabolic double reciprocal plot was

obtained, which further supported this view. V was 73% for dGlc asmax

compared to glucose (Glc).

The dead-end inhibitors N-acetylglucosamine (GlcNAc) and AMP were 

used to know the order of addition of substrates in the enzyme reaction. 

GlcNAc, a competitive inhibitor for dGlc (K. = O .63 ± 0.04 mM) behaved 

as a mixed inhibitor relative to MgATP in a wide range of concentrations 

of both substrates. On the other hand, AMP acted as competitive inhi

bitor for MgATP (K. = 10.56 ± 0.52 mM) and as un'compet i t i ve inhibitor 

with respect to dGlc at O.Al mM MgATP. These observations were compatible 

with an ordered mechan ism in which dGlc is the first substrate. However, 

the inhibition of AMP against dGlc changed in character as the MgATP

concentration ¡ncreased over its K . Thus, at 1.2 and 3.6 mM MgATP, them

inhibition was clearly mixed. Al 1 these results could be compatible with 

a random mechanism, with a principie reaction flux through dGlc as the 

first substrate. Only, when the nucleotide substrate concentration is 

relatively high, the alternative path in which MgATP is bound before 

dGlc would become recognizable. A non described alternative explanation 

for the change on the type of inhibition by AMP may be offered. AMP

would binds to the free enzyme, in spite of the operation of a
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compulsory ordered mechanísm with dGlc as the fírst substrate. Thus AMR 

could compete with both AMP and dGlc.

Product inhibition studies with 2-deoxyglucose-6-phosphate were 

not possible due to its very low affinity for the enzyme. The product 

MgADP showed puré noncompetiti ve inhibition relative to MgATP, and mixed 

inhibition, with an important competitive componen-t, respect to dGlc.

This result suggests that ADP is the last product in an ordered mechanísm, 

or is one of the producís in a rapid equilibrium random mechanísm, with 

dead-end complex formation.

In order to support the kinetíc results, studies on protection by 

substrates, producís and analogs against inactivation of the enzyme by 

Chemical modification were performed. The kinetíc of the inactivation by 

photooxidation of the most purified glucokinase, was biphasic with a 

k¡ cor (pseudo first order rate constant of the first phase, corrected 

by the second phase) of 0.14 mín ^. ATP and MgATP but not glucose, protec^ 

ted against photooxidation. The same enzyme preparation spontaneously 

lost the activity in the absence of thiol protectors, and the inactivation 

was dependent on the proteín concentration. The activity was recovered 

with DTT, suggesting the formation of intramolecular disulfides bridges.

DTNB modification was carried out with partíally purified gluco

kinase (specific activity 2 U/mg protein) because of its stability in the 

absence of thiol containing reagents. The kinetics of the inactivation
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was multiphasíc, each phase following pseudo-first-order kinetics. The 

fírst phase was responsíble for about 70-801 of the ínactivation in 1-3  

min. The ful 1 reactívation by DTT indicated that the modif¡catión invol 

ved oxidation of the enzyme sulfhydryl groups to disulfídes bridges. The 

línearity of the Arrhenius plot ¡n the range of 0o to 30° pointed out that 

a single population of thiol groups might be ¡nvolved in the first phase 

of ínactivation.

The saturable character of the enzyme ínactivation was shown by 

the línearity of double recíprocal plot of k! versus DTNB concentrations. 

The reaction of glucokinase with DTNB could thus be described as follows:

• * \
l<i k^

Enzyme + DTNB -— “ enzyme-DTNB — ► modified enzyme + TNB
k_.j complex

Inactivation of glucokinase and loss of susceptibi 1 ity to DTNB 

were observed during storage. The loss of susceptib i 1 ity to DTNB prece

ded the inactivation. In fact, ít appears that inactivation commenced 

when k! attained a valué of zero. Both the sensitivity to DTNB and the 

catalytic function were partially recovered by incubating the enzyme with 

DTT. These results suggest that the spontaneous loss of reactivity towards 

DTNB is due to the formatíon of intramolecular disulfídes at the reacting 

site, probably through oxidation by atmospheric oxygen. The dissociation
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of the catalytic actrvity and susceptibility to react w¡th DTNB provides 

evidence that the first phase-reacting thiol groups of glucokinase do 

not dírectly particípate in the catalytic function. Notwithstanding, 

they would be important for stabilizing a structure cata 1 ityca11 y active. 

The protection exerted by several 1igands is thus interpreted as the al- 

teration of a given conformation that would present either the formation 

of the enzyme-DTNB complex or the subsequent formation of the mixed disul

fide enzyme-TNB.

Apparent dissociation constant (K_ ) could be estimated foruapp

various 1igands due to their protective effect on DTNB inactivation. Thus, 

for Glc, dGlc and ADP the KDapp valúes were 2.53, 28.94 and 3.10 mM, 

respecti vely, at 2 x 10  ̂mM DTNB. AMP had al so a protective effect 

which was not linear and the KDapp valué was ^wtrest imated. 100 mM glu- 

cose-6-phosphate increase slightly the inact i.vat ion by DTNB. ATP and 

MgATP at saturating concentrations had a small but reproducible effect 

(about 10%). Experiments performed in the absence of Mg2+ showed that 

ATP did not alter the protective effect of AMP or ADP when they were 

present together, suggesting that there is no interference of ATP on 

putative changes of conformation induced by the other nucleotides. It 

appears that glucose-6-phosphate ¡nteracts al so with the enzyme, since 

a slight increase (20%) in the rate of inactivation by DTNB was observed. 

If it is accepted that the ligand protection correspond to the interac- 

tion on the active site of the enzyme, the protective effect of the sugar

!V
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substrate and MgADP ¡s compatible with an ordered mechanism in which dGlc 

is the first substrate and MgADP the last product. However, if the effects 

of MgATP or ATP alone and glucose-6-phosphate are also considered, all 

results would be compatible with the operation of random mechanism, with 

a preferred ordered path, where dGlc is the first substrate.
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INTRODUCCION

La fosforilación de la glucosa es la primera etapa metabólica ne

cesaria para iniciar su metabolismo, sea hacia la vía gl¡eolítica, la 

síntesis de glicógeno, la vía de las pentosas o la de los ácidos uróni- 

cos. Las enzimas denominadas hexoquinasas (E.C. 2.7.1.1.) catalizan en 

la mayoría de las células la siguiente reacción:

D-glucosa + MgATP — °-qulnasa . D-g 1 ucosa-6-P + MgADP + H+

Poco después del reconocimiento de dos enzimas fosforilantes de 

glucosa en el hígado de rata en los laboratorios de Weinhouse (Di Pie- 

tro y col., 1962), Walker (Walker, 1963) y Sois (Vihuela y col., 1963), 

en nuestro laboratorio González y col. (196A) describieron cuatro iso- 

enzimas fosforfiantes de glucosa que, según su orden de elución en cro

matografía en DEAE-ce1u1 osa, denominaron A, B, C y D. Se llaman también 

I* N, NI y IV de acuerdo con su migración electroforét ica (Katzen, So- 

derman y Nitowksky, 1965). La ¡soenzima D se ha encontrado también en 

el hígado de la mayoría de los mamíferos, en los anfibios y en los rep

tiles inferiores (Ureta, 1975). La isoenzima D ha sido denominada glu- 

coquinasa (E.C. 2.7.1.2.) debido a su especificidad algo más restringi

da para la glucosa (y mañosa) (Salas y col., 1965) que la especificidad 

de las otras ¡soenzimas llamadas en grupo hexoquinasas (Vihuelas y col.,

1
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19^3) y que utilizan muy bien fructosa (González y col., 1964; González 

y col., 1967). Usaremos esta nomenclatura aunque adolece de serios de

fectos (Ureta, 1975).

La glucoqu inasa representa aproximadamente el 85% de la capac_i_ 

dad del hígado para fosforilar glucosa (González y col., 1964) y tiene u- 

na respuesta adaptativa frente al contenido de hidratos de carbono de la 

dieta y al nivel de las secreciones del sistema endocrino, especialmente 

insulina y glucagón (para revisiones ver Niemeyer y Ureta, 1972; Niemeyer 

y col., 1975a; Weinhouse, 1976).

La glucoquinasa difiere de las otras ¡soenzimas en su localización

tisular y en sus características cinéticas y estructurales. Las hexoquin£

sas A y B se encuentran en todos los tejidos de la rata, aunque en forma

predominante en algunos, por ejemplo hexoquinasa A en cerebro y hexoquina-

sa B en músculo (Katzen ySchimke, 1965). La cinética de saturación con

glucosa de las isoenzimas A y B es de tipo hiperbólica, con valores de Km

-5 -Ade alrededor de 10 y 10 M respectivamente, y fosforilan fructosa con 

eficiencia (González y col., 1964, 1967). Presentan un peso molecular 

de alrededor de 100.000 (para revisión ver Purich y col., 1973). La 

¡soenzima C ha sido bien identificada en sólo algunos tejidos como hígado 

riñón y músculo cardíaco, su Km es alrededor de 10  ̂ M y es inhibida por 

exceso de sustrato glucídico; el peso molecular es como el de las hexo- 

quinasas A y B de 100.000 (para revisión ver Ureta, 1975). La gluco

quinasa, en cambio, parece ser una típica enzima del hepatocíto y presen

ta una cinética de saturación sigmoidea con respecto a glucosa (n^ 1,5),
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su Kq j. es alto, de 7,5 x 10  ̂M, (pH 7,5) (Niemeyer y col., 1975b) po

see aparentemente una baja capacidad fosforilante de fructosa (González 

y col., 1967) y un peso molecular de alrededor de 50.000 (Cárdenas y col., 

1978; Holroydc y col., 1978b). Además de glucosa, la glucoquinasa y las 

hexoquinasas son capaces de fosforilar otros azúcares como mañosa y 2-d£ 

soxiglucosa (para revisión ver Niemeyer y col., 1975a).

La purificación de la glucoquinasa ha sido un problema durante cer_  

ca de 15 años debido, por una parte, a su inestabilidad y, por otra, a la 

pequeña cantidad existente; se añade la dificultad de separarla de otras 

enzimas fosforilantes de glucosa. Si bien la cromatografía en DEAE-celu_

losa y la filtración en Sephadex G-100 permiten una satisfactoria separa_
\

ción de la glucoquinasa con respecto a las hexoquinasas, la contaminación 

por N-acetilglucosamina-quinasa y g1ucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, (Cár

denas y Rabajille, no publicado), capaces de fosforilar glucosa, no se 

evita del todo con estos procedimientos. Las etapas más avanzadas de p£ 

rificación se han conseguido en el último tiempo al utilizar cromatogra

fía de afinidad (Mace ion i, 1975; Holroyde y col., 1976b).

La difícil obtención de glucoquinasa homogénea, estable y en cant_¡_ 

dades suficientes, ha sido el gran escollo para obtener información so

bre la relación entre su estructura y su función.

Los objetivos de esta tesis han sido:

a) Estudiar la reacción de fosforilación de 2-desoxiglucosa, para 

intentar dilucidad el orden de interacción de los sustratos glucídicos y 

del MgATP con la glucoquinasa, a través de estudios cinéticos en veloci

dad inicial y de inhibición de punto muerto.
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b) Procurar conocer a través de la modificación química (de resi

duos histidina y cisterna) las interacciones que se establecen entre la 

enzima y los sustratos, productos e inhibidores análogos de los sustra

tos. Además de contribuir a explicar las propiedades cinéticas de la 

glucoquinasa, este estudio permitirá conocer la naturaleza de su sitio 

activo, en cuanto a los aminoácidos esenciales para la catálisis.

c) Estudiar las interacciones de la glucoquinasa con derivados de 

la glucosamina unidos a Sepharose, que eventualmente conducirían al per 

feccionamiento de los métodos de purificación.

Comentaremos brevemente estos objetivos y las principales conclu

siones derivadas de esta tesis.

El mecanismo cinético de la glucoquinasa se ha tratado de diluci

dar desde el descubrimiento de la enzima (González y col., 1967; Parry 

y Walker, 1967). Sin embargo, sólo cuando en este laboratorio se descu 

brió que la saturación de la enzima con glucosa era sigmoidea (Niemeyer 

y col., 1975b), se comprendieron las anomalías que se encontraban al a- 

na1 izar la glucoquinasa como enzima michaeliana. Otros investigadores 

han confirmado este comportamiento sigmoideo de la glucoquinasa (Storer 

y Cornish-Bowden, 1976). La explicación del comportamiento sigmoideo 

de la glucoquinasa para glucosa y mañosa no ha sido tarea fácil, ya que 

es una enzima monomérica y la sigmoidicidad depende de la concentración 

de MgATP. Así,a bajas concentraciones de MgATP la cinética se hace hiper 

bólica (Storer y Cornish-Bowden, 1976; Cárdenas y col., 1979). Además, 

la presencia de sustratos alternativos y análogos de glucosa también
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hace hiperbólica la función de saturación (Cárdenas y col., 1979).

Para explicar el carácter sigmoideo de la glucoquinasa se han pro 

puesto dos mecanismos de reacción. Una interpretación ha sido dada por 

Storer y Cornish-Bowden (1977), quienes, al realizar estudios cinéticos 

a concentraciones de glucosa mayores que la concentración de semisatura 

ción (.Kq _5) , concluyen que operaría un orden estricto de interacción de 

los sustratos y los productos, siendo glucosa el primer sustrato y MgADP 

el último producto. Un cambio conformaciona1 favorecido por el proceso 

de catálisis daría cuenta de la sigmoidicidad. La otra interpretación 

de la cinética sigmoidea de la glucoquinasa ha sido dada por Cárdenas y 

col. (1977), qu ¡enes después de estudios cinéticos en un amplio rango 

de concentraciones de glucosa, postulan un mecanismo cinético consecuti 

vo al azar en régimen estacionario, en el cual existiría una ruta prefe 

rencial. El modelo fue modificado posteriormente con la postulación de 

al menos dos conformaciones de enzima (Cárdenas y col., 1979). En am

bas interpretaciones mecanísticas se postula la presencia de más de una 

forma de enzima, diferenciándose fundamentalmente en la manera como los 

sustratos interactúan con la enzima. De aquí que conocer el orden de 

adición de los sustratos a la enzima podría ser clave para aplicar uno 

u otro modelo al comportamiento sigmoideo. Para tratar de resolver el 

problema, en este trabajo se usó 2-desoxiglucosa, aprovechando la ob

servación de que la glucoquinasa presenta una función de saturación h¡ 

perbólica con este sustrato (Cárdenas y col., 1979)
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El análisis en velocidad inicial de la reacción de la fosforila

ción de la glucosa por hexoquinasas, ha demostrado que la interacción 

de los sustratos con la enzima es consecutiva (para revisiones ver Cra- 

ne, 1962; Walker, 1966; Colowick, 1973; Purich y col., 1973). Saber si 

existe un orden estricto o al azar de entrada de los sustratos y salida 

de los productos ha sido un tema de controversia. ■> Para diferenciar en

tre un mecanismo ordenado y uno al azar en el c^so de varias quinasas, 

se ha empleado la inhibición de punto muerto, por inhibidores competiti

vos análogos de los sustratos (Bartana y Cleland, 197^; Brostrom y Bro- 

wing, 1973; Danenberg y Cleland, 1975; Raushel y Cleland, 1977). N-ace- 

ti 1g 1ucosamina, un inhibidor competitivo respecto a glucosa y AMP, un ¡n̂  

hibidor competitivo respecto a MgATP, han sido usados como inhibidores de 

punto muerto en el caso de hexoquinasa de cerebro de bovino (Fromm y Ze- 

we, 1962b) y de hexoquinasa de levadura (Bachelard y col., 1971).

Nuestros resultados no han sido de fácil interpretación, por cuan^ 

to han escapado a los esquemas simples descritos en la literatura. En 

efecto, si bien los estudios en velocidad inicial son claramente compa

tibles con un mecanismo consecutivo, sea al azar u ordenado, el análi

sis de la acción de los inhibidores de punto muerto (N-acetilglúcosa- 

mina y AMP) y de la inhibición por un producto (ADP) es complicado. En 

efecto, los resultados pueden interpretarse si se acepta un orden de a- 

dición obligatorio, con dGlc como primer sustrato y probablemente ADP 

como último producto, siempre que AMP sea capaz de unirse a la enzima



7

en ausencia de 2-desoxiglucosa. También pueden explicarse si existe 

un orden variable de adición de los sustratos: preferentemente ordena^ 

do, con 2-desoxig1ucosa como primer sustrato, cuando las concentracio 

nes de MgATP son bajas (alrededor de la Km) y al azar, en presencia 

de concentraciones altas de ATP (mayor que la Km).

El papel de los grupos tioles en la actividad fosfot ransferásj_ 

ca ha sido estudiado ampliamente en hexoquinasas de mamíferos y de le

vadura (para revisión ver Colowick, 1973). Las hexoquinasas de mamífe 

ros más estudiadas son la de cerebro de bovino (Redkar y Kenkare, 1972; 

Redkar y Kenkare, 1975) y de cerebro de rata (Chou y Wilson, 1974).

Los grupos tioles de estas enzimas fueron caracterizados utilizando 

DTNB, que es un reactivo altamente selectivo para residuos SH (Ellman, 

1959). La titulación de la enzima bovina mostró tres poblaciones de 

tioles de diferente reactividad y sólo los de reactividad intermedia 

fueron importantes para la actividad catalítica, pues su velocidad de 

reacción con DTNB era semejante a la de la inactivación de la enzima 

(Redkar y Kenkare, 1975).

Para investigar el papel de los grupos tioles en la hexoquinasa 

A de cerebro (Kenkare y Swamp, 1978) y en la hexoquinasa B de músculo 

(Connolly y Trayer, 1979a), se ha utilizado la marcación por afinidad 

con N-bromoaceti 1-D-g1ucosamina, que es un análogo de la glucosa. En 

ambos casos se concluyó que existía un único residuo de cisteína esen

cial para la actividad catalítica. En estudios similares se demostró 

que en la hexoquinasa de levadura también existía un grupo t i o 1 esencial
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para la catálisis (Otieno y col., 1977; Otieno y col., 1977).

La modificación química de residuos de aminoácidos no sólo ha si

do útil para el conocimiento del número y la naturaleza de los residuos 

involucrados en la actividad catalítica. También ha sido utilizada con 

éxito en el cálculo de constantes de disociación enzima-1 igandos de pr£ 

paraciones semipurif¡cadas (Mildvan y Leigh, 196^0 y en la detección de 

cambios conformacionales inducidos por la interacción de la enzima con 

sus sustratos u otros 1igandos (Wilson, 1978; Wilson, 1979). Esto es 

posible ya que un pequeño cambio en la estructura de la proteína puede 

producir un cambio en la reactividad de algunos grupos que se desea mo

dificar. La protección contra uno u otro de varios agentes inactivantes, 

(quimiotripsina, glutaraldehído, calor y DTNB), ‘por los sustratos y prio 

ductos, ha permitido a Wilson (1978, 1979) relacionar diferentes confo£ 

maciones inducidas por estos 1 igandos con el mecanismo cinético de la 

reacción catalizada por la hexoquinasa de cerebro.

Existe muy poca información acerca de la importancia de los grupos 

tioles para la actividad catalítica de glucoquinasa. Se sabe que hay 9 

residuos de cisteína, tanto en la glucoquinasa de hígado de rata (Hol- 

royde y col., 1976b) como en la de hígado de perro (Maccioni, (1975). 

Además, se sabe que preparaciones semipurif ¡cadas de glucoquinasa hepát_¡_ 

ca pierden su actividad al ser tratadas con reactivos modificadores de 

grupos tioles, como organomercur¡a 1 es (p-cloromercur¡obenzoato, acetato- 

fenilmercúrico y p-cloromercuriofeni Isulfonato) y reactivos alquilantes 

(iodobenzoato y N-eti 1male¡mida) (Salas y col., 1965; Parry y Walker, 1977
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PMkís, 1972). Recientemente se ha comunicado la modificación de gluco 

quinasa de hígado de rata con reactivos alquilantes de estructura seme

jante a la de la glucosa (Connolly y Trayer, 1979b). La enzima pierde 

a actividad en presencia de alguno de estos reactivos y la inactivación 

es evitada por la presencia de glucosa y análogos en el medio de reacción. 

Sin embargo, la relativa independencia de la reacción de modificación con 

respecto al pH en que se realiza, hace suponer que los residuos de cisteí 

na no son los modificados (Connolly y Trayer, 1979b).

En nuestro trabajo hemos detectado que la reacción con el oxígeno 

y con DTNB conducen a una inactivación parcial de la glucoquinasa, que es 

revertida por dftíotreítol. El estudio con DTNB permitió postular su me

canismo de reacción y determinar las constantes de disociación aparentes 

de algunos 1 igandos, sustratos y productos, que protegen con diferente 

eficiencia a la enzima de la inactivación. Los resultados contribuyeron 

a ¡a mejor comprensión del mecanismo cinético de la reacción glucoquiná- 

s ica.

La modificación de los residuos de histidina ha sido muy poco es 

tudiada en las hexoquinasas de mamíferos. Se ha observado que tanto la 

hexoquinasa C de hígado de rana (Ureta, 1976), como la glucoquinasa solû  

ble (Cárdenas y col., 1977) y la glucoquinasa microsomal (Berthillier y 

Got, 1972) de hígado de rata, pierden actividad al fotooxidarlas en pre

sencia de azul de metileno. La fotooxidación de la glucoquinasa micro

somal produce ademas un cambio en el coeficiente de Hi 11 para glucosa de 

2,8 a 1,2, y elimina la inhibición por ATP; disminuyendo el peso molecu

lar desde 120.00Q a 55.000 (Berthillier y Got, 1972). La disociación de
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la enzima parecería ser la causa de la pérdida de la cooperati vi dad y 

del efecto inhibitorio del ATP (Berthillier y Got, 1972). La fotooxida 

ción con azul de metileno y el tratamiento con anhídrido etoxifórmico 

llevan a una inactivación parcial de la hexoquinasa de levadura, lo que 

sugiere a Menezes y Pudles (1976) que los residuos de histidina no son 

esenciales para la actividad de la enzima.



MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS

Clorhidrato de glucosamina, hidroclorhidrato de 1-et i 1~3-(3~ 

dimetilaminopropil)carbod¡¡mida, CH-Sepharose, CNBr-Sepharose-4B, Seph£ 

dex G-100, 2-mercaptoetanol, Ditiotreitol, ATP, ADP, AMP, NADH, NADP, 

Tris, ácido etilendiaminotetraacético, fosfoenolpiruvato, g 1ucosa-6-fo£ 

fato,glucosa 2-desoxiglucosa, N-acetilglucosamina, ácido 5,5'~ditiobis 

(2-nitrobenzoico), g1ucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (tipo Vil de levadu^ 

ra), piruvato-qu¡nasa (tipo II de músculo de conejo) y 1actato-deshidr£ 

genasa (tipo II de músculo de conejo), fueron obtenidos de Sigma Chemi

cal Co. (St. Louis, Mo., USA.). Anhídrido acético, etilendiamina y las 

sales inorgánicas fueron obtenidos por Merck AG Darmstadt. Trinitroben^ 

cenosulfonato fue obtenido de Eastman Chemical. DEAE-celulosa (DE- 

52) y papel cromatográf¡co DEAE-celulosa (DE-81) fueron obtenidos de 

Whatman Biochemica1s. Tetra-iodo-tetracloro-f1uoresceína como sal de 

potasio (rosa de bengala) fue obtenida de Aldrich Chemical Co., Inc., 

[u-i*d ATP (50 yC/mmol) se obtuvo de New England Nuclear.

PREPARACION VE LA GLUCOQUINASA

1. Ftien te, de. ¿a. en z im a .. La glucoquinasa fue obtenida de hígado de ra

ta. Las ratas utilizadas eran albinas, de origen Wistar. 24 horas antes

11
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del sacrificio se sometía a las ratas a una dieta rica en hidratos de 

carbono, adicionando al agua de bebida sacarosa o glucosa (100 g/1).

El número de ratas sacrificadas variaba según los requerimientos de en 

zima, pero normalmente se mataban entre 30 y 60 ratas, por decapitación 

con una guillotina y se extraía la mayor cantidad de sangre posible.

Una vez obtenidos los hígados se depositaban sobre papel filtro para
%

sacarles el máximo de tejido conectivo y se almacenaban en un vaso de 

precipitados en hielo.

2. P u /u ,tf¿ca .c¿ó n  d e  Za. enzZ /na. Los hígados se homogeneizaban al 50% pe- 

so/volumen, en una juguera Warfng Blender por 2 minutos con una solución 

que contenía: fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; KC1 150 mM; 

DTT 1 mM ó 2-mercaptoetanol 10 mM; glucosa 100 mM (solución A). El 

homogeneizado se centrifugaba por 30 minutos en una centrífuga Sorvall 

a 14.600 x g a 4o. El sobrenadante se filtraba a través de lana de vi

drio y se centrifugaba por 60 minutos en una centrífuga Spinco a 105.000 

x g a 4o. En esta etapa de purificación, la enzima poseía una actividad 

específica de alrededor de 0,0128 U/mg de proteína. La actividad en es

ta etapa se calculó con cierta aproximación restando la actividad hexo- 

quinásica de baja Km (determinación de la actividad con 0,5 mM glucosa) 

a la actividad hexoquinásica de alta Km (determinación de la actividad 

con 100 mM glucosa). La actividad resultante se dividió por 2 (factor 

calculado que corresponde a la actividad 6-fosfogluconato- deshidroge- 

nasa) (Babul, 1966).
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El sobrenadante se sometía a una cromatografía a través de una 

columna de DEAE-cel ulosa (53 cm de altura por 3,6 cm de diámetro), equ_¡_ 

librada con solución A sin glucosa (solución B). La muestra retenida 

en una columna se lavaba con la solución de equilibrio, aproximadamente 

con 4 volúmenes de columna, con un flujo de 112 ml/h. La actividad en- 

zimática se eluía con un gradiente de KC1 entre 150 y 500 mM con un vo

lumen de 4,3 veces el volumen de resina, al mismo flujo anterior. En 

esta etapa de purificación se determinaba además de la actividad hexo- 

quinásica, la actividad N-aceti 1glucosamina-quinasa que aparece habitual 

mente como contaminante de la glucoquinasa con actividad fosforilante

de glucosa; esta actividad es del orden del 15%, determinada con N-ac£
\

ti 1glucosamina como sustrato.

La fracción con actividad glucoquinásica obtenida del fracción^ 

miento en DEAE-celulosa se sometía a una precipitación con sulfato de 

amonio entre 50 y 80% de saturación en presencia de glucosa 100 mM. El 

precipitado se guardaba a 4o, quedando como reserva de enzima para ser 

utilizada durante un período de aproximadamente 3 meses. Este fraccio

namiento eliminaba en gran parte la actividad N-aceti 1glucosamina-quin£

sa.

La enzima precipitada con sulfato de amonio se disolvía en un 

mínimo de volumen de solución B y se filtraba a través de una columna 

de Sephadex G-100, equilibrada con la misma solución B y con KC1 varia

ble. La actividad específica de esta etapa dependía de la concentración



de KC1 utilizada: para 100 y 300 mM se obtenía una actividad específica 

de 0,A y 2,0 U/mg de proteína, respectivamente. La estabilidad de la en̂  

zima también dependía de la concentración de KC1: a baja concentración 

la actividad de la enzima caía bruscamente en un mes y a alta concentra

ción (300 mM) sólo a los tres meses no presentaba actividad. Parte de 

la actividad era recuperada, en ambos casos, al tratar la enzima con DTT, 

entre 5 y 10 mM.

La enzima obtenida de la etapa anterior se diluía con solución 

B sin KC1 hasta una concentración final de KC1 50 mM y se cromatografía 

ba en una columna de Sepharose-6-aminohexanoi1-glucopiranosa (sefarosa- 

glucosamina), eluyendo la actividad con una concentración de glucosa 1 M. 

La purificación de la enzima en esta etapa se describirá con mayor deta

lle en la sección correspondiente a Resultados.

PETERMIWACI0W VE LA ACTIVIVAV F0SF0TRAÑSFERAS1CA

La actividad de la enzima se determinó por medio de tres métodos 

y en todos, la reacción se inició al agregar la preparación enzimática.

1. Enóai/o e¿pe.cÜLO  ¿ o to m é & U c o  pas.a. dcX cA m ínaA  g tu c .06a .-6 ~ {,06 { ¡a t o. Este 

ensayo aprovecha la propiedad del glucosa-6-fosfato de ser sustrato de 

la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, la cual cataliza la siguiente reac

ción:

n . ¿  n ■ iiAnD Glucosa-6-P-deshidrogenasa , n , „ . .tAPiriuGlucosa-o-P + NADP ----------------------2----- « 6-P-gluconato+ NADPH2
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La producción de un mol de NADPH2 por mol de glucosa-6-fosfato 

se aprovecha para cuantificar la cantidad de producto de la reacción ca

talizada por la glucoquinasa (Slein y col., 1950). Esto se hace midien

do el aumento de absorbancia a 3^0 nm y calculando el número de moles de 

NADPH2 Pr°duc1 dos, utilizando el coeficiente de extinción molar (6220 

M Vcm) (Kornberg y Horecker, 1953). Al ser utiVizado en la primera e- 

tapa de purificación, este ensayo se afecta por la presencia de 6-fosfo 

g1uconato-deshidrogenasa que también utiliza NADP como segundo sustrato, 

teniendo como productos ribulosa-5-fosfato, C02 y NADPH2.

La determinación de la actividad enzimática para hexoquinasas 

y glucoquinasa se hacía en cubetas de 1 mi con una mezcla de reacción 

que contenía: Tris-HCl 80 mM, pH 8,0; MgC12 12 mM; EDTA 1 mM; DTT 2,5 mM; 

KC1 100 mM; NADP 0,5 mM; glucosa a concentración variable; ATP 5 mM;

0,2 unidades internacionales de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa y enzi

ma, para ensayar en un volumen final de 0,5 mi (Niemeyer y col., 1975b). 

Para la determinación de la actividad hexosa-fosfotransferasa total en 

extractos crudos, la concentración de glucosa era de 100 mM, y para me

dir hexoquinasas era de 0,5 mM. La diferencia daba una medida aproxima

da de la glucoquinasa. Este método se utilizó para determinar la activi 

dad enzimática en las etapas de purificación de la enzima. Para caracte_ 

rizar la enzima por sus propiedades cinéticas, con glucosa como sustrato 

glucídico, también se prefirió este método, variando, cuando correspondía, 

la concentración de los sustratos.
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2. E n ra y o  (L&p£.ctA.o£otomítAA,c.o paJio. dzí^AiriLnoJi AVP. Este ensayo aprove

cha el hecho que el ADP, formado en la reacción hexosa-fosfotransferasa, 

es sustrato de la piruvato-quinasa, reacción a la cual se le acopla la 

reacción catalizada por 1actato-deshidrogenasa, que tiene como cosustra- 

to NADH2 (Kornberg y Pricer, 1951). La concentración de este último se

conoce al medir espectrofotiométr¡camente la absorbancia a 340 nm. Las
%

reacciones son las siguientes:

piruvato + NADH2 l3£ tato-deshidro9enasa . NAD + |actato

El cálculo de la concentración se hace de manera similar al del 

ensayo descrito anteriormente.

La mezcla de reacción sin la enzima fue preincubada por 3 minu

tos a 30 para convertir el ADP contaminante en ATP, en un preincubador 

diseñado por Niemeyer, Cárdenas y Díaz (no publicado). La mezcla de reac 

ción, en un volumen final de 0,5 mi, contenía: Tris-HCl 100 mM; pH 8,0; 

MgCl2 12 mM; EDTA 1 mM; KC1 100 mM; PEP 2,5 mM; NADH 0,4 mM; DTT 2,5 mM; 

0,4 unidades de lactato-deshidrogenasa y 1 unidad de piruvato-quinasa; 

las hexosas y el ATP estaban a concentraciones variables de acuerdo con 

los propósitos del ensayo. Para la determinación de la actividad de la 

N-aceti 1glucosamina-quinasa en extractos semipurificados se utilizaba ñor 

malmente ATP 5 mM y GlcNAc 2 mM.
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La determinación de la actividad enzimática en ambos ensayos es- 

pectrofotométricos se hacía en cubetas de 1 mi en un espeetrofotórnetro 

Gílford 2400 provisto de aditamentos que permiten trabajar a temperatu

ra constante de 30°.

3. E n ra y o  na.d¿a.(i£sL\)0 pasia. &a deXeAirU.na.cX.0n de. AVP. La separación de ADP 

desde la mezcla de reacción se hacía por medio de una cromatografía en 

papel de intercambio aniónico (DE-81). Se cuantificaba directamente de£ 

de el papel, para lo cual se contaba su radiactividad en un contador de 

centelleo líquido (Morrison y Cleland, 1966).

a 30° en una mezcla de reacción con un volu
\

men final de 0,25 mi, que contenía: Tris-HCl 80 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM;

KC1 100 mM; dGlc y ^C-ATP en concentración variable de acuerdo a los 

requerimientos del ensayo; la concentración de MgC12 se mantuvo constan

te 1 mM sobre la concentración de los nucleótidos. Durante el transcur- 

so de la reacción se tomaban muestras de 10 yl a tiempos variables y se 

sembraban en papel, deteniendo la reacción con etanol. La cromatografía 

se corría a continuación con un solvente que contenía formiato de amonio 

0,6 M, pH 3,1, y EDTA 5 mM, a temperatura ambiente. La corrida de las 

muestras duraba normalmente entre dos y tres horas.

Los valores de Rf encontrados en estas condiciones fueron: 0,16, 

0,1*4 y 0,70 para ATP, ADP y AMP, respectivamente. La región del papel 

que contenía el ADP se visualizaba mediante luz ultravioleta de onda 

corta. Los trozos de papel (2,2 x 3,5 cm) que contenían el ADP se
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secaban por 10 minutos en una estufa, se ponían en mezcla de centelleo 

(10 mi) que contenía k g de PPO y 50 mg de P0P0P por litro de tolueno 

y se contaban. El tamaño y la forma del papel no influía en el número 

de cuentas obtenidas. Para calcular la velocidad se restaba al valor 

obtenido para un tiempo t el valor a tiempo cero minuto. Se hacía la 

conversión a nanomoles de ADP de acuerdo a la radiactividad específica 

usada. De cada curva de progreso se calculaba la velocidad a partir de 

la pendiente.

Para observar si bajo las condiciones del ensayo el ATP se hidro^ 

1 izaba espontáneamente, se sometió una muestra de ^C-ATP a incubación 

en presencia de Tris-HCl 100 mM, pH 9,0, a 80°. Hasta los 20 minutos 

de incubación las cantidades de ATP, ADP y AMP presentes inicialmente, 

se mantuvieron constantes. Una muestra típica presentaba la siguiente 

composición: ATP 93%; ADP 4,5%; AMP 2,5%, calculados a partir de la ra

diactividad encontrada luego de separar los componentes por cromatogra^ 

fía en las condiciones ya descritas. Los resultados obtenidos con esta 

nueva técnica para determinar actividad glucoquinásica serán presenta

dos en la sección correspondiente a Resultados.

Una unidad de enzima corresponde a la forforilación de 1 ymol de 

sustrato en 1 minuto en las condiciones de ensayo.
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CROMATOGRAFIA EN COLUMNAS

1 . P A epaA acÁ ón d e  >ie¿¿yiou> y  co tu m n cu , cao  m ato  g t á { í¿ccL&. En la preparación 

y regeneración de las resinas se siguieron las instrucciones señaladas 

por los fabricantes.

*

2. ?tiep < v u icÁ 6n  d e  S e p h a A o ¿ e - 6 - a i n í n o l ie m n o ¿ i - 2 - c u n í n o - 2 - d e ¿ o K ¿ g Z u c o - p Z A a -  

n o ó a . 4 g de CH-Sepharose 4B (matriz de Sepharose que ya posee unido

el ácido 6-aminohexanoico) se lavaron sucesivamente con un litro de NaCl 

1 H y un litro de agua destilada a pH 4,5 y se mezclaron con 20 mi de

agua destilada (volumen final 40 mi) que contenía glucosamina y EDC, am-
■ ’ \

bas 0,1 M a pH 4,5. La reacción se dejó transcurrir por 24 horas a 30° 

con agitación suave. El gel se lavó con una solución de acetato de so

dio 0,1 M, pH 3,5 en NaCl 1 M, y luego con NaCl 1 M (100 mi). Esta pr£ 

paración d¡5 reacción positiva con trinitrobenceno sulfonato (TNBS) y 

se denominó Sefanosa I. Con el objeto de acetilar los grupos amino li

bres, que reaccionaban con TNBS, el gel se suspendió en 20 mi de agua 

(volumen final 40 mi) y se trató con anhídrido acético (2 mi de anhídr_i_ 

do acético por mi de gel aproximadamente), manteniendo el pH sobre 6,0 

con NaOH al 20% y la temperatura a 4o, agregando hielo al baño de reac

ción. Finalizada la reacción el gel fue lavado con NaOH 0,2 H. La acê  

tilación se repitió hasta que el gel no dió reacción positiva con TNBS 

y se lavó posteriormente con un litro de HC1 0,2 M durante 30 a 60 mi

nutos. A este derivado se le llamó Sefarosa III (León, 1977).
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MODIFICACION QUIMICA

1. Mod¿tf¿cxiCs¿ón. d e  gsiu p o ¿ £ t o Z e ¿  con. DTNB. Para eliminar el DTT presen 

te en la preparación de enzima se usaba una columna de DEAE-celulosa

(DE~52) (volumen de resina entre 0,5 y 1 mi) equilibrada con una solu-
*

ción que contenía: glici 1-glic¡na 20 mM, pH 8,0; EDTA 0,1 mM y KC1 

150 mM. Se cargaba la columna normalmente con 0,4 unidades de enzima 

y se lavaba con 20 mi de la solución de equilibrio. La enzima se eluía 

con una solución semejante a la de equilibrio, pero con 300 mM de KC1.

Se colectaban fracciones de 0,75 mi. ‘

La mezcla de reacción para modificar la¿,enzima contenía en un 

volumen final de 1 mi: glici1-gl¡ciña 50 mM, pH 8,0; KC1 400 mM; EDTA 

0,22 mM; aproximadamente 0,4 unidades de enzima; concentraciones varia 

bles de DTNB y de algunos lígandos cuando se señala. A diferentes tiem 

pos de iniciada la reacción se retiraban alícuotas (50 ul) para medir 

la glucoquinasa remanente por el método de la g 1ucosa-6-fosfato-deshi - 

drogenasa, utilizando glucosa 100 mM y ATP 5 mM. La curva de progreso 

de la actividad enzimática era lineal durante los primeros 8 minutos de 

la reacción a todas las concentraciones de DTNB usadas, lo que consti

tuía una prueba de que la dilución de 10 veces del medio de modificación 

para el ensayo de actividad y la alta concentración de sustratos dete

nían la acción del DTNB.
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2. MocU^Ccaciión de. fieA¿du.o¿> de k¿&tccUna pc»i 6otoox¿dac¿6n. La foto- 

oxidacion de residuos de histidina fue efectuada en presencia de rosa 

de bengala (tetraiodo-tetracloro-f1uoresceína) como catalizador 

(Westhead, 1965). La modificación se efectuó en el aparato descrito 

en el esquema I, que corresponde a la adaptación de un evaporador rota 

torio. La fuente luminosa (ampolleta de 150 watts) se situó a 10 cm 

de la solución y la temperatura se mantuvo a 0o con hielo fundente. La 

mezcla de reacción contenía en un volumen final de 1 mi: Tris-HCl 50 mM, 

pH 8,0; fosfato de potasio 2 mM; KC1 60 mM; DTT 0,2 mM; EDTA 0,3 mM; ro 

sa de bengala y concentraciones variables de glucosa y ATP donde se in

dica. Las muestras (aproximadamente 100 yl) tomadas a los diferentes 

tiempos eran extraídas con una jeringa (0,5 mi) a través de la conexión 

al exterior del aparato. Las muestras se depositaban en un tubo mante

nido en hielo y desde allí se tomaban alícuotas de 50 yl para determi

nar la actividad de la enzima. Para la medición de la actividad enzi- 

mática se utilizaba g 1ucosa-6-fosfato-desh¡drogenasa como enzima auxi

liar. Las curvas de progreso en el ensayo eran lineales, indicando que 

durante la medición de la actividad no continuaba el proceso de inacti

vación.

DETERMINACION VE LA CONCENTRACION VE PROTEINAS

La concentración de proteínas se determinó por los métodos de:

1. Lowry y col. (.1951) y Mi 11er (1959) y 2. Warburg y Christian (19^1).
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esquema l. S ¿ ¿ t e .m a .  p a s ia  ¿ a  i o t o o x i .d a L C .¿ 6 n . . Las partes del sis
t e m a r o n  las siguientes: J. Matraz de reacción Cl5 ral); 2. Co- 
e-xion al exterior; 3. Solución reaccionante; 4. Baño con hie- 
o fundente; 5. Fuente laminosa (J50 watts); 6. Motor de eva- 

sorador rotatorio.
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VETERMJNACJON PE LA PUREZA / CONCENTRACION VE LOS REACTIVOS

1 • V Á jtiotK & Á X ot (PTT). La eventual presencia de la forma oxidada se 

determinó midiendo la absorbancia a 280 nm en el espectrofotómetro G¡J_ 

ford. El coeficiente de extinción utilizado fue de 273 M  ̂ (Cleland, 

1964). La contaminación por DTT oxidado era de aproximadamente 5% en 

soluciones recién preparadas.

2 . ATP. Su pureza fue determinada a través de cromatografía en papel 

de intercambio iónico (DEAE-celulosa, DE-81), descrita anteriormente.

Su concentración se determinó espectrofotométr¡camente a 259 nm, pH 7,0 

utilizando un coeficiente de extinción molar de 15,4 x 10  ̂ M~ /cm 

(Dawson y col., 1972), en el espectrofotómetro Gilford. La contamina

ción por ADP y AMP era aproximadamente de un 5% y 3% respectivamente.

3. R0 6 a  d z  b z n g a Z a . Este reactivo se purificó pasándolo a través de 

una columna de Dowex 50-X-4 (10 mi) (Hoffee y col., 1967). El coloran^ 

te eluye en el frente. El espectrograma de la solución eluída desde

la columna mostró un máximo a 545 nm, leído contra agua en un espectro^ 

fotómetro Cary 17, lo que corresponde al compuesto puro. El coeficíen^ 

te de extinción molar utilizado fue de 9,5 x 10** M"Vcm a 545 nm para 

determinar la concentración del reactivo (Westhead, 1965).
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4 . AcÁ.d.0 5 , 5 ' -cL C tío b iA  [2 -v U & io b e .n z o ¿ c .o ) [ V T N B ) . Para caracterizarlo se 

hizo un espectrograma en la zona ultravioleta (220-340 nm) y del vis^ 

ble (340-600 nm), observándose un máximo a 323 nm como en el compuesto 

puro. Su concentración se determinaba espectrofotométricamente a 412 

nm, utilizando un coeficiente de extinción molar de 13,6 x 10  ̂ M~Vcm 

(Janatova y col., 1968), después de tratarlo con DTT 10 mM.

5. (3-cU m e^ tc¿am ¿nopA op-¿¿) c a A b o d ¿ ¿ m ¿ d a  [E V C]. La pureza de 

este reactivo se determinó registrando su espectro en el infrarrojo y 

comparándolo con el del reactivo puro y del derivado de urea correspon_

diente. (Sadtler Standard Spectra). No se encontró contaminación del
\

reactivo por su derivado de urea. El espectrograma se registró en un 

espectrofotómetro Cary 17.

ó. G¿uc.0¿CL. Se determinó su concentración con el método de Somogy-Nel son 

(Somogy, 1945).

7. l-deAOXÁQÍu.C.O&OL. Las diferentes concentraciones del azúcar fueron 

obtenidas por dilución a partir de una solución concentrada (1 M) pre

parada por pesada del reactivo. La concentración de cada una de las 

soluciones se comprobó con el método del 3,5 dinitrosalicilato (Bern- 

feld, 1955).
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S. W-ace^¿¿g£oco¿(móia y AMP. Las soluciones de estos compuestos tam

bién se prepararon a partir de una solución 1 M. La concentración de 

AMP se confirmó espectrofotométr¡camente, midiendo su absorbancia a

259 nm (pH 7,0), utilizando un coeficiente de extinción molar de 
3 “1

15,3 x 10 M /cm (Dawson y col., 1972) en el espectrofotómetro Gi 1 - 

ford.
%

GZuC-OqUsínciAa.. Antes de usar la enzima se comprobaban sus parámetros 

cinéticos con glucosa como sustrato variable y a una concentración de 

HgATP 5 mM.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La mayoría de las determinaciones experimentales están sometidas 

a fluctuaciones impredecibles dadas por los aparatos de medida utiliza- 

eos o por la variabilidad inherente al fenómeno que se está investigan

do. Por esto se puede decir que las determinaciones experimentales 

varían al azar". Para obtener estimaciones seguras con sus medidas de 

precisión se ha empleado el análisis de la varianza. El método más em- 

cleado es ajustar los datos experimentales para dos variables por el 

~>étodo de los mínimos cuadrados. La principal crítica que se puede ha 

cer a esta método es que supone una población normalmente distribuida 

(Cornish-Bowden y Eisenthal, 197A).
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En nuestros estudios cinéticos, las medidas de la velocidad fue 

ron hechas en triplicado y siempre tratando de obtener una pendiente 

en la curva de progreso de alrededor de A5°, para calcular la veloci

dad inicial directamente desde el papel. Las velocidades también fue 

ron estimadas directamente desde el espectrofotómetro por medio de un 

microcomputador Alta ir 8800b, provisto de un programa con el método de 

'egresión lineal, que permitía estimar el valor de la pendiente con su 

error estándar.

En cada preparación se analizaron las características cinéticas 

de la enzima, con glucosa como sustrato, estimando el coeficiente de 

Hill (n^) y el valor de semisaturación (Kq r ) a través de un programa, 

para el microcomputador, que calculaba estos valores por un método ite_ 

'ativo (ver programa 1 del Apéndice B). Se aceptó como normal un va- 

or para el n^ entre 1 ,A y 1,6 y un valor para el Kq j.) entre 3.5 y

5 mM.

El análisis de los resultados cinéticos con dGlc como sustrato, 

se hizo a través de métodos gráficos, empleando las transformaciones 

ineales de Lineweaver-Burk (Lineweaver y Burk, 193*0 y de Hanes-Woolf 

Woolf, 1932) y sus respectivos gráficos secundarios. Las curvas se 

=justaron a los valores experimentales por medio del método de regre

sión lineal (Wilkinson, 1961), y de aquí se estimaron los valores de 

as constantes cinéticas. El análisis a través del método de regresión 

se hizo empleando un programa de computación (ver programa 2 del Apén- 

:ice B) . En todos los casos se le asignó al peso de los puntos un
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valor 1 (Dowd y Riggs, 1965).

El análisis anterior permitió seleccionar la ecuación para cada 

uno de los resultados cinéticos obtenidos en velocidad inicial, tanto 

en ausencia como en presencia de los productos y de inhibidores de pun̂  

to muerto.

El cálculo de las constantes de disociación enzima-ligando, en 

os estudios de protección a la inactivación por DTNB, se hizo emplean^ 

do el método de regresión lineal, adaptando el programa 2 (ver Apéndi

ce B) para la ecuación de velocidad de inactivación utilizada en cada 

caso.



RESULTADOS

PURIFICACION VE LA GLUCOQUINASA

La necesidad de contar con una enzima que no tuviese contaminación 

:on otras actividades enzimáticas que interfirieran en el ensayo de la 

:1ucoquinasa, nos llevó a hacer los estudios en las etapas avanzadas de 

purificación, para eliminar la contaminación con hexoquinasas, glucosa- 

í-fosfato-deshidrogenasa, adenilato-quinasa, adenosina-trifosfatasa y N- 

acetilglucosamina-qu¡nasa (G1cNAc-quLnasa), enzimas que en eJ laboratorio 

se ha mostrado que acompañan frecuentemente a la glucoquinasa en el pro

ceso de purificación (Oguchí y col., 1975; Vera y col., 1976; Davagnino 

• Ureta, 1980; C. Toro y X. Espinoza, comunicación personal). La enzima 

:Dtenida después de la etapa de Sephadex G-100 (ver Materiales y Méto- 

:os) mostró ocasionalmente una contaminación con GlcNAc-quinasa y gluc£ 

sa-6-fosfato-deshidrogenasa. Para eliminar actividades contaminantes 

se establecieron las condiciones que se describen a continuación para 

a purificación por cromatografía de afinidad, preocupándonos especial

mente de la eliminación de GlcNAc-quinasa.

l'-om ato  g u a n t e  de. a f i n i d a d  de. la . g l u c o q u i n a s a . . Con el objeto de establ£ 

:er la fuerza iónica óptima para la retención de glucoquinasa, se hacía 

a elución de la enzima retenida con un gradiente de KC1 entre 0 y 0,3 M.

28
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En la figura 1 se puede apreciar que con el frente aparecen proteínas sin 

actividad g 1ucoquinásica en tanto que a una concentración aproximada de 

KC1 de 60 mM comienza la elución de la enzima junto con un pico de prote£ 

ñas. El pico máximo de actividad (KC1 150 mM), no coincide con el de las 

proteínas, lo que sugiere un probable arrastre de la glucoquinasa por e- 

sas proteínas. La recromatografía del pico de proteínas, contaminado con 

glucoquinasa confirmó esta suposición, ya que, la actividad glucoqu¡nás_¡_ 

ca podía separarse parcialmente de las proteínas restantes (Fig. 2).

En la figura 3 se muestra que la glucoquinasa de rana (C a u d C v eA b z  

fia c a u d ¿ v e A b e A a ) , enzima también estudiada en el laboratorio (Ureta, 1976), 

era retenida por el derivado acetilado equilibrado con KC1 50 mM y era 

eluído con glucosa 1 M. La enzima eluída se purificó bastante llegando 

a una actividad específica de 33,1 U/mg de proteína. La elución con KC1 

0,5 M hace aparecer proteínas sin actividad glucoquinásica. Un comporta^ 

miento semejante se observa con glucoquinasa de hígado de rata, por lo 

que se ha adaptado el método como rutina en la purificación de esta enz_¡_ 

ma en el laboratorio.

En la figura A se observa que la GlcNAc-quinasa también era rete

nida en Sefarosa III equilibrada con KC1 50 mM. La elución se intentó 

con varios procedimientos. Con glucosa 1 M eluía tardíamente una peque

ña porción de la enzima y con GlcNAc 0,02 M eluía una fracción mayor. Só 

lo al agregar KC1 0,5 H a la columna, eluía el resto de la enzima reten_j_ 

da. Para analizar mejor el efecto del KC1 sobre la elución de la enzima
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rigura 1. C r o m a t o g n a ¿ ¿ a  d e  g l u c o q u Z n a ¿ a  e n  S e h a . n o ¿ > a III y e l u -  
c .Z 6 n  m e d Z a n t e  u n  g n a d . Z e . n t e  d e  K C Z . 0 , 6 2 unidades de glucoqui- 
nasa (actividad específica 0,2 U/mg de proteína) en 7 mi de 
solución A (fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; 2-mer 
captoetanol 10 mM) fueron cromatografiadas en una columna de 
Sefarosa III, equilibrada con la misma solución. La enzima 
'ue eluída aplicando un gradiente de K C 1 de 0 a 0,3 M en solu
ción A.
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Figura 2. R e . c s i o m a £ o g s i a á ¿ a  de g Z u c o  q u ¿ n a ¿ a  en S e ¿ a A . o ¿ a  III. 
0,23 unidades de g lucoqu ¡nasa provenientes del pico proteico 
eluido con el gradiente de K C 1 (ver figura 1), fueron desala
das en una columna de Sephadex G-25 equilibrada en solución 
A y cromatograf i adas en Sefarosa III equilibrada con la m i s 
ma solución. La enzima fue eluída aplicando un gradiente de 
K C 1 como se describe en la figura 1.
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¿n9Se.t J ¿ a* ^  de g¿ucoqu¿na¿a de u n a
E J Í Í Í 5 '  a ( a c t t U a d a ) .  0 , 5  u n i d a d e s  de g l u c o q u i n a s a

A ' / ad e ®Pe c i f | ca 0 , 2  U/mg de p r o t e í n a )  en 12 mi de s o l u -  
g r f f í a d l r i n  } ^ " t e n i e n d o  KC1 50 mM, f u e r o n  c r o m a t o -

* *  * "  S ; ! í r ? s ;  111 e q u i l i b r a d a  con la mi sma s o l u c i ó n .
l i h r ?  1 M  Y ,KC1  0,5  M  se i n c l u y e r o n  en l a  s o l u c i ó n  de e q u i -  

i b r i o  como e l u y e n t e s ,  donde se i n d i c a .  V



Figura 4. C n .o m a .t o g s i a { ¿ a  de Glc.UAc.-qmX.Yia.Aa en S t i a n . o A a  I I I  
0,5 unidades de G 1cNAc-qui nasa (actividad específica 0,26 
U/mg de proteina) en 8,5 mi de solución A (ver figura 1) 
teniendo K C 1 50 mM fueron cromatografi a das en una columna 
Sefarosa III, equilibrada con la misma solución. Glucosa 
GlcNAc 0,02 M y K C 1 0,5 M se incluyeron en la solución de 
equilibrio como eluyentes, donde se indica.
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se aplicó, en otro experimento, un gradiente de KC1 de 0 a 0,3 M, obser

vándose que la elución de la GlcNAc-quinasa se iniciaba con KC1 80 mM 

aproximadamente y salía en un pico muy amplío con un máximo a 150 mM KC1 

(Fig. 5).

Con el objeto de conocer el comportamiento de una mezcla, a 0,5 

unidades de glucoquinasa se agregaron 0,2 unidades de GlcNAc-quinasa y 

el conjunto se cromatografió. En la figura 6 se observa que ambas enzi

mas fueron retenidas a una concentración de KC1 50 mM. Pero mientras la 

glucoquinasa era eluída con glucosa 1 M, la GlcNAc-quinasa quedaba reten_[ 

da y era eluída en una pequeña proporción con QlcNAc 0,2 M y en su tota

lidad con KC1 0,3 M.
• ' \

Resultados que no se muestran probaron que en las condiciones en 

que la glucoquinasa y la GlcNAc-quinasa eran retenidas en la columna, las 

nexoquinasas A y B no lo eran (León y col., 1977), de modo que el proced_i_ 

miento servía también para purificar glucoquinasa de estos contaminantes.

La glucoquinasa obtenida de la etapa de Sefarosa presentó en ele£ 

troforesis en acrilamida al menos tres bandas nítidas. Al ensayar la a£ 

tividad fosfotransferásica se observó que sólo una de estas bandas prese£ 

taba actividad.

La etapa de cromatografía de afinidad ha sido clave en la purifica^ 

ción de la glucoquinasa (Holroyde y col., 1976b; León, 1977) y se ha co£ 

seguido separarla de las hexoquinasas y de la GlcNAc-quinasa (Monasterio 

y col., 1977).
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Figura 5. C / i o m a t o g f i a r í a  d z  G l z U k z - q u i n a b a .  z n  S z { ¡ a t i o b a  III y  
z l u z i ó n  m z d i a n t z  u n  y n a d i z n t z  d z  K C ¿ . 0,75 unidades de GlcNAc- 
quinasa (actividad específica 0,7 U/mg de proteína) en 8,5 mi 
de solución A (ver figura 1), fueron cromatografiadas en una 
columna de Sefarosa III equilibrada con la misma solución. 
Luego se aplico un gradiente de concentración de K C 1 prepara
do en solución A .
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Figura 6. C r o m a t o  g s i a á  ¿ a  d& g Z u c o q u ¿ n a ¿ a  y G l c N A c . - q u ¿ n a ¿ a  en 
S z ^ a A . o ¿ a . III. 0,5 unidades de glucoquinasa (actividad espe
cífica aproximada 33 U/mg de protefna) y 0,2 unidades de 
G 1cNAc-qui nasa (actividad específica aproximada 3 8,4 U/mg de 
proteína) en 15 mi de solución A (ver figura 1) conteniendo 
KC 1 50 mM fueron cromatografi a das en una columna de Sefarosa 
III equilibrada con la misma solución. Glucosa 1 M, GlcNAc 
0,2 M y K C 1 0,3 M fueron incluidos en la solución de equili
brio como eluyentes, donde se indica. ( • ) glucoquinasa,
( ■ ) G 1cNAc-qu i na sa.
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Las hexoqu inasas, glucoquínasa y G1cNAc-quinasa poseen en común la 

propiedad de unir GlcNAc específica y reversiblemente, lo que se ha apro 

vechado para estudiar el comportamiento de estas enzimas frente a colum

nas de Sefarosa que poseen glucosamina inmovilizada a través de espacia

dores polimetilénicos (Holroyde y col., 1976al. '

Los resultados cromatográficos en Sefarosa i muestran interferen

cias, que causan una retención inespecífica de la glucoquínasa, que hace 

que la enzima no se eluya con glucosa, pero sí con altas concentraciones 

de KC1. (León y col., 1976). Las reacciones efectuadas en la preparación 

de Sefarosa I, permiten la presencia de grupos de aminos en el derivado 

SI los grupos carboxílos de la CH-Sepharose reaccionan con los hidroxilos 

en lugar del amino de la glucosamina. La reacción de la Sefarosa I con 

TNBS, reactivo específico para aminas primarias, comprobó la presencia de 

tales grupos. Al acetilar la Sefarosa I con anhídrido acético se obtuvo 

a Sefarosa III, en la cual la enzima, luego de ser retenida, era eluíble 

con glucosa. La Sefarosa III se comporta como el derivado utilizado por 

dolroyde y col (1976b), lo que se explica porque estos investigadores hi 

cieron la unión de ligando (glucosamina) al espaciador (ácido 6-aminohexa 

oico) libre y sólo después unieron el compuesto espaciador-ligando a la 

matriz.

La fuerte adsorción de la glucoquínasa en Sefarosa III y la sensi 

oi1 idad a la concentración de sales no pueden ser explicadas sólo por la 

afinidad de la enzima por el ligando 6-aminohexanoi1-2-amino-2-desoxiglu 

copiranosa (Holroyde y col., 1976a), lo que sugiere la presencia de
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fuerzas, inespecíficas que contribuyen a reforzar la unión de la enzima 

a la matriz sustituida. Los resultados con espaciadores menos hidrofób_i_ 

eos,ácido N-etilsuccinámico (León, 1977) y diglicina (Holroyde y col., 

1976b) sugieren que la naturaleza hidrofóbica del espaciador es importar^ 

te para la unión de la glucoquínasa. Una diferencia de las diversas Sef£ 

rosas empleadas debida a posibles interacciones iónicas que pueden esta

blecerse entre la proteina y los grupos ¡minos resultantes del acopla

miento de los espaciadores (Nis+iikawa y Bailón, 1975), no parece proba

ble. A pH 7-0 tales grupos se encontrarían cargados en los tres deriva

dos que comentamos.

La retención de GlcNAc-quinasa en Sefarosa III no parece¡ser sólo 

por afinidad respecto a su sustrato, sino más hien el resultado de una 

mezcla de efectos. En efecto, la enzima no es elufda con glucosa (un mal 

sustrato) y sólo una fracción de ella lo es con GlcNAc, requir¡endose aj_ 

ta concentración de KC1 (0,5 M) para elufr el resto. Esto indicaría prô  

bables interacciones con el espaciador de la Sefarosa.

Las hexoquinasas A y B no son retenidas en Sefarosa III a una con̂  

centración de KCl 50 mM (León y col., 1977). Este comportamiento permi

te fácilmente separar ambas hexoquinasas de glucoqu¡nasa y de GlcNAc- 

quinasa, pues éstas últimas son retenidas a esta concentración de KCl.

E ¿tu x U o ¿ ¿obste, ¿a. e ¿ ta .b ¿L ¿d a .d  d e  ¿ a  glucoquA naA CL. La rápida desaparición 

de la actividad glucoqu¡násica en las primeras etapas de purificación p£ 

dría deberse a la acción de enzimas proteolfticas. Sin embargo, la
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adición a extractos crudos de hígado de cerdo de feni 1 meti 1sulfonilf1uo- 

ruro (PMFS), que es un inhibidor de las ser ina-peptidasas, no fue efecti 

vo en la protección de la glucoquinasa (Rose, 1976). Para mantener la 

actividad de la glucoquinasa es necesaria la presencia de KC1, de gluco

sa y de protectores de grupos tioles (DTT, 2-mercaptoetanol ó N-acetil- 

cisteína) (Salas y col., 1965; Parry y Walker, 1966; Babul y Niemeyer, 

1966; González y col., 1967; Macciont, 1975). Sin embargo, la enzima es 

estable hasta por 3 meses cuando se guarda precipitada en sulfato de am£ 

nio a k ° , en presencia de glucosa. Otros investigadores (Babul y Nieme

yer, 1966; Parry y Walker, 1966), registrando la actividad sólo durante 

algunos días, también han encontrado una buena estabilidad de la enzima 

en estas condiciones. Debe tenerse cuidado en esta etapa de observar las 

propiedades cinéticas y de peso molecular de la enzima almacenada, yaque 

Niemeyer y col. (1975b) describieron polimerización y cambios en los pa

rámetros cinéticos (nH para glucosa) de la enzima envejecida.

En la etapa de purificación en Sephadex G-100 (ver Tabla t), la 

enzima es estable hasta por tres meses, si se almacena a k ° en la solución 

de elución de la enzima (ver Materiales y Métodos). La estabilidad es d£ 

pendiente de la concentración de KC1; si esta se baja a 100 mM, la activi 

dad se pierde en un mes. Preparaciones enzimáticas en esta etapa enveje

cidas por uno o dos meses presentaban insensibilidad al DTNB, aunque con

servaban su actividad (Monasterio y col., 1979a).
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TABLA I

PuA.Z¿Zca.cZffn de Za gZuco qu.Zna.4a. de kZgado de Kata.

Proced i mi ento
Un i dades 
totales

Proteínas 
tota les

Ac t i v i d ad 
espec í f i ca

Rend¡miento
%

Homogene i zado - -
%

-

Extracto crudo 287,0 22 370 0 . 0 1 3 1 -

DEAE-celulosa U 2 , 8 608 0,21» 50

Sulfato de amon i o •
¡ * 5 - 8 0 %

Sephadex G-100 77,5 10 1 0,77 -

Sefarosa3 6,5 - _ 2
83

Concent rac ion
DE AE -ce 1 u 1 os a 5 ,¡* 0,15 36 71

La actividad g 1ucoqui ñas ica en esta etapa es solo aproxima* 
da, pues se determina como la diferencia entre la actividad 
con glucosa J00 y 0,5 m M .
La actividad específica no se determinó en esta etapa de bi

do a la baja concentración de proteínas.
L a ^ g 1ucoquinasa era obtenida de hígado de rata, como se in

dico en Materiales y Métodos. Las tres primeras etapas de pu
rificación eran consecutivas y la enzima se almacenaba en la 
etapa de sulfato de amonio. La actividad de la fracción enzi- 
Tnatíca en sulfato de amonio no se medía. En la etapa de Se- 
phadex G-100 la actividad específica variaba entre 0 , ¡* y 2 
U/mg de proteína de una preparación a otra. La cantidad de 
enzima purificada por Sefarosa era usualmente entre 7 y 8 
un i dades .
Sepharose-6-aroi no he xa no ¡1-2-ami no-2-desoxiglucopi ranosa.
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En etapas más avanzadas de purificación aumentaba la inestabili

dad de la glucoquinasa. Así, después de Sefarosa (Tabla t), la enzima 

dilufda (0,15 U/ml) era estable sólo por pocas horas, aún en presencia 

de glucosa. En la figura 7 se muestra la curva de estabilidad correspon^ 

diente a una preparación concentrada proveniente de Sefarosa la cual se 

inactivaba rápidamente. En 15 días de almacenamiento a 4o perdió un 30% 

de la actividad inicial y al mes estaba totalmente inactiva. En otra pre 

paración, en la cual se midió por primera vez la actividad luego de una 

semana de almacenamiento en las mismas condiciones, se encontró sólo un

1% de pérdida de actividad, en vez del 17% de pérdida en el mismo tiempo
\

en la enzima de la figura 7. Estos resultados y otros que se presentarán 

más adelante, parecen indicar que la aireación de la enzima, al sacar las 

alícuotas para hacer las determinaciones de la actividad, aceleraba su 

inactivación.

2L ¿ceS io ¿  como Z Á ta b Á JJ ,z a .n tc . El glicerol ha mostrado ser un excelente es_ 

tabilizante de la enzima. La figura 8 ilustra el efecto del glicerol so- 

3re la estabilidad de una glucoquinasa de hígado de cerdo (actividad esp£ 

tífica 0,68 U/mg de proteína). La enzima fue purificada en columnas de 

^EAE-celulosa, equilibradas con soluciones salinas que contenían concen

traciones variables de glicerol (de 0 a 20%). Las fracciones con act¡vj_ 

:ad enzimática se guardaron por 8 días a 4o, haciéndose determinaciones 

t«ríodicas (Rose, 1976). A los 8 días la muestra con 5% de glicerol man- 

: j v o  aproximadamente el 68% de su actividad, mientras que en la con 20%



■igura 7. E s t a b i l i d a d ,  d a  l a  g l u c o q u l n a s a  de h í g a d o  de K a t a  
a s p á i s  de ¿ a  p u r i f i c a c i ó n  m e d i a n t e  c r o m a t o g r a f í a  de a f i n i d a d .  
~a gjucoquinasa proveniente de esta etapa de purificación 
.actividad específica 35,5 U/mg de proteína) se concentro 
‘asta 1,24 U / m 1 en una columna de DEAE-ce 1u 1 os a (D E-5 2) (vo- 
tjmen de resina 5 mi), y se mantuvo a 4o en una solución que 

contenía: fosfato de potasio 10 m M , pH 7,0; KC1 300 m M ; E DTA 
 ̂ mM y DTT 1 m M . La actividad enzimatica se detectó espectro- 
otometricamente, usando g 1ucosa-6-fosfato deshidrogé nasa 
.ver Materiales y Métodos).
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PORCENTAJE OUCEROC

Figura 8. E f e c t o  d e Z  g Z Z c . t A . o Z  & o b n . e  Z a  a e t Z \ ) Z d a . d  de.  Z a  g Z u c o -  
q u Z n a ¿ a  o b t e n Z d a  d e ¿ d e  c o Z u m n a ó  d e  V E A E - c e Z u Z o A a . Se prepara
ron 5 columnas equilibradas en Trís-HCl 10 m M , pH 7 , 5 ;  MgSO/j 
4 mM; 2-mercaptoetanol k m M ; EDTA 1 m M , conteniendo 0, 5 ,  10,
15 y 20% glicerol respectivamente. El gráfico indica el porcen
taje de actividad remanente respecto aI»,tiempo cero, al oc ta
vo día de haber obtenido las fracciones activas de dichas c o 
lumnas y de permanecer guardadas a k 0 .

Figura 9. E f e c t o  d e Z  g Z Z c e n . o Z  ¿>obA.e Za. a c t i v i d a d  g Z u c o q u . Z n d ¿ ¿ -  
c a . , Al medio de reacción de medida de la actividad (con gluco- 
sa-6-fosfato-desh ¡drogenasa) descrito en Materiales y Métodos, 
se agrego glicerol para obtener concentraciones finales en la 
cubeta de^5, 10 y 20%, determinándose la velocidad inicial de 
la reacc ¡6n.
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de glicerol su actividad no varió mayormente con respecto al tiempo cero. 

En las muestras con 10 y 15% de glicerol se obtuvieron valores interme

dios. El control sin glicerol no presentó actividad.

La presencia de glicerol, en el ensayo de la actividad glucoquin£ 

sica producía inhibición, como se observa en la figura 9. Una concen

tración de glicerol de 20% producía una inhibicióndb un 41% con respe£ 

to al control. Hay que hacer notar que la concentración de glicerol que 

se obtendría en el medio de ensayo no sobrepasaría el 1% si la prepara

ción a ensayar tuviera glicerol al 20% y se tomaran 25 pl para la medi

ción. A esta concentración la inhibición es despreciable.

El glicerol como agente estabilizante de enzimas es ampliamente 

conocido, sin embargo, el mecanismo de protección ha sido poco estudiado 

en cada caso. En la ribonucleasa, una enzima de estructura muy conocida, 

ha sido posible estudiar el efecto de este pol¡alcohol a través de la 

desnaturación reversible de la enzima (Gerlsma, 1968). El estudio ha pe£ 

mitido postular que el efecto estabilizante del glicerol se debería prin

cipalmente al reforzamiento de las interacciones hidrofóbicas y a la me

nor ruptura de enlaces de hidrógeno de la proteína ocasionada por el me

dio.

La estabilización de la glucoqu¡nasa por glicerol fue observada 

por primera vez en una preparación de hígado de cerdo por Rose (1976). 

Este efecto protector también ha sido observado en la glucoquinasa de 

hígado de rata por Holroyde y col. 0976b). En sus preparaciones más



purificadas (actividad específica 150 U/mg de proteína) observan sólo un 

10% de pérdida de la actividad después de almacenar la enzima de 6 a 8 

semanas a 4o en 20% de glicerol. En nuestro laboratorio se ha encontra

do que el glicerol al 5% no mejora el rendimiento de la etapa de purifi

cación en DEAE-celulosa de la glucoquinasa de hígado de rata, pero es ca_ 

paz de mantener su actividad aproximadamente durante una semana. El gl_í_ 

cerol al 20% ha sido probado durante la purificación en las etapas de $£ 

farosa, concentración a través de membranas de Amicon y cromatografía en 

DEAE-Sephadex, etapa posterior a la de Sefarosa, encontrándose en todos, 

los casos que el rendimiento es casi de un 100% (comunicación personal 

de C. Toro y X. Espinoza).

Si se acepta que el efecto del glicerol sobre la glucoquinasa re

side en un reforzamiento de las interacciones hidrofóbicas y de los puen_ 

tes de hidrógenos, se comprende que se favorezca una conformación más es_ 

table de la enzima que podría, por ejemplo, hacer a los grupos tioles me 

nos susceptibles a una oxidación espontánea y a la acción del DTNB (ver 

más adelante el efecto del glicerol en "Modificación Química"). La esta^ 

bilización de una única forma de la enzima podría explicar el cambio en 

el coeficiente de Hill para glucosa de 1,45 a 1 en presencia de glicerol 

al 30% (Connolly y Trayer, 1979b).



E f e c t o  c ¡> ta b ¿ lc z (u r f .c  d c í  b t& u Z ^ tto  d e  ¿o b L ío . En etapas tempranas de la 

purificación, el bisulfito de sodio, en presencia de N-acet i lcisteírva, se 

comportó como estabilizante de la glucoquínasa. En la figura 10 se mue£ 

tra el porcentaje de actividad remanente de una preparación cruda de gl£ 

coquinasa de hígado de perro en presencia de bisulfito 10 mM y en su au

sencia. Se observa que en presencia del reactivo se alcanzó a las 30 ho 

ras una activación de aproximadamente un 20X y luego decayó la actividad 

de la enzima con un t^^ aproximado de 22 hr. Este valor fue mayor que 

el del control, de alrededor de 11 h., indicando que aún después de la 

activación hay protección de la enzima.

La activación de la enzima puede ser explicada por el aumento del 

poder reductor en la solución de almacenamiento, que podría producir la 

ruptura de puentes S-S de la enzima oxidada durante la preparación del 

extracto. Ha sido descrito que el bisulfito en presencia de cantidades 

catalíticas de reactivos tioles y O2 produce la ruptura de enlaces disúj_ 

furos intramoleculares con la formación de derivados S-sulfonados (Colé, 

1967). La posible formación de estos derivados en la glucoquínasa podría 

explicar la mayor estabilidad de la enzima luego de la reactivación.

m m c A c m  química

La modificación química de residuos de aminoácidos ha sido emplea^ 

da ampliamente en la investigación de la estructura de proteínas, así co 

mo de las interacciones entre macromoléculas y de los mecanismos
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Figura 10. E f e c t o  p A o t e e t o A  d e  bÁ Jtu JL ^ Á to  d e  ¿> o d i.o  ¿ o b A e  ¿ a  a c  
t ¿ v ¿ d a . d  d e  ¿a . g t u c o q u ¿ n a ¿ a .  Se utilizó el líquido sobrenadan
te después de la centrifugación a 105.000 x £  de un homoge- 
ne izado al 50% v/v de hígado de perro que contenía: Tris-HCl 
100 m M , pH 7,5; K C 1 100 m M ; EDTA 1 m M ; N-aceti 1 cisteína 4 m M ; 
bisulfito de sodio 10 m M . En el control se omitió el bisulfi
to de sodio. El sobrenadante se mantuvo a 4o durante el trans 
curso del experimento.
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catalíticos de las enzimas. Ella ha permitido, mediante el uso de reac 

tivos selectivos, identificar residuos de aminoácidos en el sitio acti

vo o en sitios regulatorios de las enzimas (para revisiones ver: Shaw,

1970; Cohén, 1970; Sígman y Mooser, 1975). Además, la protección por
%

ligandos de la inactivación por modificación química de enzimas, ha sido 

aprovechada para precisar el mecanismo cinético de la reacción (Südi«.

1970; Wi1 son, 1978; WTlson, 1979).

FotooxÁducXÓYL d e  fieA-iduuOA d e  kÁ A tX xtína. El cambio de velocidad máxima y 

de Kq  ̂ de la glucoquinasa en función del pH (González y col., 1967; 0á£ 

denas y col., 1979) sugiere la presencia de un .grupo ácido de pK aproxi

madamente 7, importante para la actividad enzimática que podría ser his- 

tidina. Uno de los métodos para modificar residuos de histidina en una 

proteína consiste en su oxidación, catalizada por un colorante. Algunas 

enzimas fosforilantes de glucosa han sido estudiadas en cuanto a los efe£ 

tos de la fotooxidación, catalizada por medio del colorante catiónico azul 

de metileno, sobre algunas propiedades cinéticas. Así, la hexoquinasa C 

de hígado de anfibio pierde la capacidad a ser inhibida por exceso de gl£ 

cosa (Ureta, 1976); la forma pesada de la glucoquinasa microsomal (PM 

120.000) de hígado de rata se convierte en la liviana (PM 55.000) y pie£ 

3e la capacidad de ser inhibida por ATP y la sigmoidicidad para glucosa 

Berthillíer y Got, 1972); y la glucoquinasa soluble de hígado de rata 

disminuye la velocidad máxima, aumenta el K q ^ y no varía el
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coeficiente de H_i.ll (Cárdenas y col., 1979)..

El azul de metileno y otros reactivos han sido usados ampliamente 

con la intención de modificar residuos de histidina en varias enzimas

(para revisión, ver Cohén, 1968). Sin embargo, su selectividad ha sido
%

cuestionada, pues otros residuos, como cistefna, metionina, triptófano y 

tirosina, pueden también oxidarse, dependiendo de las condiciones del e£ 

sayo en cuanto a pH, temperatura, bloqueo de algunos grupos funcionales, 

etc. Otro inconveniente es la producción de reacciones laterales con 

reactivos del medio, como el amortiguador Tris-HCl y el EDTA, que pueden 

oxidarse lentamente, llevando a una interpretacion errónea de los resol

tados (Westhead, 1972). El colorante rosa de bengala muestra gran sele£ 

tividad hacia histidina, debido a su carácter aniónico, especialmente si 

se opera a pH neutro. A pH sobre 8 los grupos sulfhidrilos son especiaj_ 

lente susceptibles a la oxidación y la tirosina comienza a ser oxidable. 

sor otro lado, la forma protonada de la histidina es resistente a la ox_i_ 

dación (Westhead, 1965).

Zí y i&LLc ji d e  Zcl 6 o £ o o K ¿ d a .c ¿ ó n . La cinética de fotooxi dación de la gluco- 

cuínasa con rosa de bengala se estudió con una enzima purificada hasta la 

etapa de Sefarosa. Para analizar la cinética de fotooxidación se coloca

ban los datos experimentales en gráficos semilogarítmicos de la actividad 

'emanente en función del tiempo. Tanto en presencia como en ausencia del 

colorante, se observaba una rápida inactivación, que conducía hasta un 50% 

ce pérdida de la actividad en aproximadamente tres minutos. La rápida
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inactivación inicial puede deberse al efecto de algún metal pesado, pues 

al diluir la enzima en el medio de reacción sin EDTA, bajaba la concen

tración del quelante desde 1 mM en la preparación enzimática, a 0,06 mM. 

Resul tadosque no se muestran indicaron que al aumentar la concentración 

de EDTA en el medio de reacción a 1 mM la inactivación casi desaparecía. 

Por esta razón se omitió esta rápida inactivación inicial en el análisis

de la cinética de inactivación por fotooxi dación. El uso de amortigua

dor fosfato pH 7 o Tris-HCl pH 8 no tuvo influencia sobre la cinética de

inactivación. La figura 11 muestra que al iluminar en ausencia del col£

rante hay una ligera inactivación de la enzima, que es de seudo-primer- 

orden hasta los 60 minutos y tiene una constante de inactivación de 0,01 

min ^. El minuto cero corresponde al tiempo en que había concluido la 

rápida inactivación inicial dependiente de la concentración de EDTA. En 

presencia del colorante se observa una cinética bifásica, donde la prim£ 

ra fase dura aproximadamente 25 minutos y tiene una constante de inacti

vación de seudo-primer-orden k! ^ , sin corregir por la segunda, de 

0,045 min  ̂ y la segunda fase tiene una constante de inactivación de se£ 

do-primer-orden de k. ^  de 0,018 min . Al corregir la primera fase 

por la segunda, se obtiene un valor para k! de 0,14 min \

P A o ¿e .cc¿ó n  p o t i t o *  ¿ u A t n a Z o * . La presencia simultánea de ambos sustratos 

de la enzima, glucosa y MgATP, a concentraciones saturantes, tenía un e- 

fecto protector, tanto sobre el control sin colorante como sobre la fot£ 

oxidación de la enzima (Fig. 11). En la tabla Us e resumen los valores
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figura 11. C £ n < L t £ c a  d e  ¿ n a c t t v a c t ó n  de ,  Z a  g Z u c o g u . Z n a 6 a  p o n  ¿ o -  
‘- 0 0 x Z .d a .c £ ó n  c o n  h. 0 6 a  de .  b e . n g a . Z a ,  e n  p n e 6 e n c t a  y  a u . 6 e . n c Z a  d e  
C 06 6 u . 6 t H . a t o 6 . La mezcla de reacción contenía: Tris-HCl 90 m M , 
pH 8,0; rosa de bengala (R.B.) 6 x J O -5 m M ; EDTA 0,06 jdM; DTT 
3,06 m M ; K.C 1 60 juM y 0,1 unidades de glucoquinasa provenientes 
de la^etapa de Sefarosa Cactividad específica 31,1 U/mg de 
proteína). Las concentraciones de los sustratos MgATP y glu
cosa fueron 5 y 100 mM respectivamente. En los controles se 
lacia la iluminación en ausencia del colorante. El procedi
miento experimental se detalla en Materiales y Métodos.
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TABLA II

Pnotzcctdn pon ¿u.¿tnato¿ dz Za & otooxidación dz gZuco- 
qu.ina¿a dz hígado dz nata.

A d i c i ó n
Constante de inactivación 

k i obs en mí n" 1

Nada 0,010

MgATP + Glc 0,005

R . B .1 o ,045

R.B. + MgATP + Glc 0,016

Los ensayos de actividad fueron realizados como se 
describe en la figura 11. Las concentraciones de ATP 
y glucosa fueron 5 y 50 jnM respect i vainente. La c o n
centración de MgCl2 fue de 5 jnM . 
a R.B. = rosa de bengala.
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de las constantes de inactivación de seudo-primer-orden (k! ). La pro

teccion por los sustratos £ 100 (k! ^  con sustr. - k! ^  sin sustr.)/ 

k¡ obs sin sustrJ  fue de 65 %.

Para precisar si la protección se debía a sólo uno de los sustra- 

-os, se estudio la inactivación en ausencia de süstrato y en presencia 

cada uno por separado y en conjunto, comparándose los valores de la 

actividad residual a los 60 minutos de inactivación, con respecto a los 

controles con los mismos componentes en ausencia de rosa de bengala. En

a figura 12 se observa que ATP, pero no glucosa tiene efecto protector.
2+

parece no influir sobre la fotooxidación, pues MgATP presenta un 

efecto protector similar al de ATP. En otras quinasas no ha sido estu- 

*'ado, a nuestro conocimiento, el efecto del ATP sobre la fotooxidación. 

;in embargo, se ha encontrado que la fosfofructoquinasa (Setlow y Man- 

sour, 1970) y la glucoquinasa microsomal (Berthillier y Got, 1972), al 

ser fotooxidadas pierden su capacidad de ser inhibidas por ATP. Esto 

oodría sugerir una relación entre el residuo de aminoácido oxidado y la 

unión del ATP.

Como la glucoquinasa necesita para su estabilidad de la presencia 

ce KC1 y de protectores de tioles, entre otros, se probó si la baja con- 

wentracion de estos protectores en el medio de reacción podía contribuir 

2 la inactivación de la enzima por la fotooxidación. La concentración 

ce KC1 entre 60 y 300 mM no tuvo efecto significativo sobre la cinética 

ce inactivación. La incubación de la enzima con DTT 10 mM por 30 minutos,



N a d a  G l c + M g  A T P  Glc A T P  

A d i c i o n e s  al sistema básico

;gura 1 2 . E { ,e ,c .t o  p n o t e c t o n  d e  l o ¿  ¿ u ¿ t n a t o ¿  ¿ o b n e  l a  { o t o o x l -  
’- x z l  ó n ^ d e  l a  g  l u c o  q u i n a b a  p o n  n  o & a  d e  b e n g a l a . El medio de 
«acción y la concentración de los sustratos fueron iguales 

os descritos en la figura 11. La actividad remanente fue 
Tec'da a los 60 minutos de iniciada la reacción. El efecto 
-« la fotooxidaci on se expresa como el cuociente entre las 
íotividades remanentes en soluciones de igual composición 
-=n rosa de bengala (R.B.) y sin R.B.



55

al tiempo cero y después de 80 minutos de fotooxidacion, no produjo reac 

tivación de la enzima, indicando la ausencia de grupos tioles oxidados 

que fuesen reducidos por el DTT,

E¿tu.cLio d i  Lo¿> fiestduuOi> de. cÁ S teX n a ., Este estud.io se realizó utilizando 

dos preparaciones con diferente actividad específica. Inicialmente se u- 

só una enzima proveniente de la etapa de cromatografía de afinidad (Sefa- 

rosa)(activi dad específica alrededor de 30 U/mg de proteína), y más tarde, 

preparaciones provenientes de la etapa de purificación de Sephadex (acti

vidad específica alrededor de 1,5 U/mg de proteína). Esto resultó del 

necho que la enzima más pura se inactivaba espontáneamente al diluir la en 

zima en ausencia de los protectores de grupos tioles (DTT o 2-mercaptoet£ 

nol) que habían acompañado a la enzima durante su purificación. Se dedi- 

dió entonces realizar la modificación de residuos de cisterna con DTNB, 

en la preparación de menor actividad específica. En otros estudios sobre 

~odifi cae ión química, probablemente de residuos de cisterna, de glucoqui- 

iasa y de hexoquinasa B, altamente purificadas, ha debido realizarse el 

tratamiento de la enzima en presencia de glicerol (Connolly y Trayer,

'979b) o glucosa (Connolly y Trayer, 1979a), respectivamente. Mostraremos 

primero los resultados sobre inactivación por dilución, que parecen corres_ 

ponder a una oxidación por oxígeno.

OxXdacÁ.ón e s p o n t á n e a . En estos estudios preliminares se usó la glucoqui- 

iasa purificada hasta la etapa de Sefarosa. En ausencia de protectores
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de grupos tioles, se observa con esta preparación una rápida pérdida de 

la actividad glucoquinásica al diluir la enzima en un medio en que se 

haría eventualmente el tratamiento con reactivos de tioles. Esta inac

tivación se sobrepone a la inactivación de la enzima concentrada, como 

se observa en la figura 13. La reacción sigue una cinética donde puede 

distinguirse una fase rápida, de 4 a 5 minutos de duración, seguida de 

al menos otra fase lenta hasta alcanzar aproximadamente un 40% de la a£ 

tividad inicial. Las constantes de inactivación de la primera fase 

(k! , ), obtenidas de las diluciones hechas a los 9, 35, 61 y 86 minu-

tos después de la eliminación del DTT, fueron 0,058, 0,058, 0,048 y
-1 . '

0,070 min , respectivamente.

Zeac¿X.v a .c ¿ 6n pon. VTT y pnj0te.c.cÁ.6n pon. &oU>tnjxto&. La inactivación espon

tánea en ausencia de protector de tioles era revertida completamente al 

agregar DTT, lo que es un buen indicio de que ella corresponde a una oxj_ 

dación de residuos de cisteína de la enzima. En la figura 14 se observa 

que la inactivación realizada en presencia como en ausencia de glucosa 

es revertida por DTT. El ensayo de inactivación se hizo según un proto

colo similar al de la figura 13, lo que explica que en ausencia de glu

cosa la recuperación supere el 100% pues hubo una inactivación previa al 

ensayo, que también es revertida por el DTT. La inactivación fue bifás_i_ 

ca, con una constante de inactivación k! ^  en presencia de glucosa de 

0,095 min  ̂ y una kl ^ 5  del control de 0,088 min Estos resultados
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rigura 13. C ¿ n í £ ¿ c a  d e  ¿ a  ¿ n a c £ ¿ v ( i c ¿ 6 n  e ó p o n t á n e a .  d e  ¿ a  g ¿ u -  
z o q u ¿ n a . ¿ c i  e n  a u ¿ e n c ¿ a  d e  pn.o  £ e e £ o n . e ¿  d e  Q K u p o ¿  £ ¿ o l e ¿ .  El 
-■tedio de incubación contenta: gl icil-gl icina 6 k , 8  mM, pH 8,0; 
EDTA 0,7 mM ; K.C 1 570 mM y aproximadamente 0,2 unidades de e n 
zima proveniente de la etapa de Sefarosa (actividad e s p e c í 
fica 33,1 U/mg de protefna). La detección de actividad enzi- 
*a t ica se realizó como esta descrito en Materiales y Métodos 
:ara la inactivación por DTNB. La cinética de inactivación

inició por dilución (3,3 veces) de la enzima en los tiempos 
ndicados por el punto inicial de cada curva, luego de haber

- iminado el D T T . La línea punteada que une los puntos i n i —
- ales muestra la cinética de inactivación de la enzima sin 

I* luir y es el tiempo cero para cada experimento en que se 
I * i 1uyó la enzima.
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Figura J k . C i n é t i c a  de  I n a c t i v a c i ó n  e s p o n t á n e a  en a u s e n c i a  
de  V T T  y ti e c u p  e l a c i ó n  d e  l a  a c t i v i d a d  de  g l u c o q u l n a s a .  El 
protocolo experimental y el medio de reacción fueron simi
lares a lo descrito en la figura 13, excepto que en uno de 
los ensayos se usó glucosa 100 juM , y que en ambos ensayos 
se agregó DTT 10 mM al tiempo indicado. El minuto cero co
rresponde al momento de la dilución, como en la figura 13.
El control corresponde a la dilución hecha 9 minutos después 
de eliminar el DTT y el experimento con glucosa 25 minutos 
más tarde.
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luestran que no hubo protección debida al sustrato glucídico, lo que se 

confirmó en otros experimentos en los que se alternó el orden, haciendo 

primero el experimento con glucosa y a continuación el control sin sus

trato.

Se estudió también el posible efecto protector del sustrato nu-

cleotfdico. En la figura 15 se muestra que la adición simultánea de

MgATP y glucosa no modifica la inactivación espontánea de la glucoquin£

sa, siendo igual la constante de inactivación k] , (0,09 min 1) a lai obs
2+áel control sin los sustratos. El ATP solo y el ATP sin Mg más gluco

sa tuvieron un efecto protector, revelado por una kj menor, 0,05 y
-1 2+

0,03 min , respectivamente. El efecto del Mg no fue especialmente eŝ

tud i ado.

°h.ot2.c.cÁ.6n pon. g t i c e A o t . Como el glicerol es un estábil izante de la en

enzima, se probó su efecto sobre la enzima diluida en ausencia de DTT.

En la figura 16 se observa que el glicerol protege a la enzima de la ¡na£ 

tivación espontánea, en su primera fase. Las k! Qbs aproximadas fueron 

de 0,08, 0,05 y 0,02 min  ̂ para el control y para 10 y 20% de glicerol,

-espect¡vamente. Estos resultados sugieren que el mecanismo estabilizan^ 

te del glicerol es, al menos en parte, favorecer una conformación donde 

tueden menos expuestos los grupos sulfhidrilos susceptibles a la oxida- 

: i ón.

Como resumen de este conjunto de experimentos podemos concluir que 

a inactivación espontánea de la glucoquinasa a 1tamente-purificada, en
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“ i gura 15. E d i c t o  d e  l o *  * u * l t i a l o *  * o b f t e  La. c i n é t i c a  de.  I n a c -  
t I v a c l d n  e * p o n t d n e a  d e  l a  g l u c o  q u i n a * a .  El medio de reacción 
fue similar al descrito en la figura 1 3 » excepto que se agre
garon a éste, donde se indica, glucosa, ATP y M g C ^  en con
centraciones de 50, 2,5 y 10 mM respectivamente. La cinética 
de inactivación se inició igual como se describe en la fiqu- 
ra 13.
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7 i gura J6. E d i c t o  d e l  g l l c e K o l  ¿ o b l e  l a  c i n é t i c a  d e  I n a c t i v a 
c i ó n  e - i p o n t d n e a  d e  ¿ a  g  l ú e  o q u l n a  4 a  e n  a a & e n c l a  d e  p K o t e c t o f i e ¿  
c e  g s t u p o ó  t l o l e ¿  . El medio de reacción fue similar al des
crito en la figura 13, excepto que se agregó glicerol en las 
concentraciones que se indican. La cinética de inactivación 
se inició al diluir la enzima 3,3 veces en el medio de reac
ción.
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ausencia de protectores de grupos tioles, se debe a la oxidación, posi

blemente por el oxígeno atmosférico, de algunos residuos de cisterna. 

Algunos de ellos estarían especialmente accesibles y serían responsables

de la fase de inactivación rápida. Los sustratos glucosa y MgATP, a
%

concentraciones saturantes, no son capaces de proteger a la enzima de es_ 

ta oxidación, en cambio el ATP (sin Mg ) parece disminuir la inactiva

ción. En forma dependiente de su concentración, el glicerol puede dis

minuir la fase de inactivación rápida.

M o d ¿ú ¿ca .c¿ó n  p o n PTWB. Como se explicó antes, estos estudios se hicie

ron con preparaciones de glucoquinasa purificada hasta la etapa de Sepha_ 

dex (actividad específica alrededor de 1,5 U/mg de proteína), que eran 

bastante estables, pues no perdían actividad al ser guardadas hasta dos 

meses en el refrigerador en las condiciones de elución (mezcla salina 

con KC1 0,3 M y DTT 1 mM) .

C l n í t í c a  de. la . ¿ncLc£¿vcLC ¿ón. Se realizó el tratamiento de la enzima con 

DTNB en un rango de concentraciones de 10 a 2 x 10 mM. En un gráfi

co semilogarítmico de actividad remanente en función del tiempo (Fig.17s)i 

se observa que la cinética de inactivación observada es multifásica y 

que cada fase es de seudo-primer-orden con respecto a la concentración 

ae enzima activa. En la primera fase se alcanza entre un 70 y un 80% de 

nactivación en los dos primeros minutos de la reacción con concent raei£ 

^es de DTNB entre 10 2 y 2 x 10 mM. La segunda fase sería
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r)TEb r3 *1' lna-c;t̂ VCLC- ^ n de glucogalnata de hígado de nata con 
V l N t í .  A 1 icuotas correspondientes a 114 rail de glucoquinasa se 
trataron con diferentes concentraciones de DTNB bajo las con
diciones descritas ̂ en Materiales y Métodos. La reacción se i- 
m c i o  con la adición de la enzima, a) Gráfico directo del lo
garitmo de la fracción de actividad residual en función del 
tiempo, a diferentes concentraciones de DTNB. b) Gráfico de 
dobles recíprocos de la constante de inactivación de la pri
mera fase (k¡ correg) calculada a partir de los datos del re
cuadro del gráfico ¿  en función de la concentración de DTNB.



La inactivación por DTNB es revertida por DTT (Fig. 18), al menos 

en la primera y segunda fase, lo que indica la formación de disúlfuros.

Al estudiar la variación de la constante de velocidad de inactiva 

ción de la primera fase (kj Qbs) en función de la concentración de DTNB, 

se observó una relación hiperbólica, que sugiere saturación de la enzima 

por DTNB. Esta situación permite establecer una analogía entre el fenÓ- 

meno de inactivación y el fenómeno general de interacción enzima-ligando. 

La formación del complejo reversible enzima-DTNB llevaría posteriormente 

a la liberación de enzima inactiva, irreversiblemente modificada, y del

anión TNB. Se puede, entonces, describir la reacción de inactivación de 

la siguiente manera:

. ^1 complejo k_
enzima + DTNB ~ enzima-DTNB --- ► enzima inactiva + TNB (1)

k-1

=onde k1 y k_1 son las constantes de velocidad de formación y de disocia 

cion del complejo enzima-DTNB, respectivamente, y k? es la constante de 

velocidad de la inactivación del complejo enzima-DTNB, para dar enzima 

rrevers iblemente modificada (Glazer y col., 1975; Connolly y Trayer, 

1979a) .
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1,0

-tgura 38. R e.a.c.t¿v a.c¿ón pon V T T  de l a gZucoqu.¿na.¿a ¿ ncLct¿vada 
pon V T S JB . En cada experimento se inactivaron 108 jnll de gluco- 
quinasa con DTNB 2 x  J O -3 juM , como se describe en Materiales 
/ Métodos. En tres experimentos consecutivos se agregó DTT 
10 mM (concentración final) después de 3, 5 y 10 minutos de 
nact i vac ion (se indica con flechas en la figura). ( • ), e x 
perimento control en ausencia de DTT; ( O ), reactivación con 
-TT de la enzima parcialmente inactivada.
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Este mecanismo se describe por la ecuación siguiente, cuya deriva 

ción se encuentra en el Apéndice A, p. 176.

k, (DTNB)
k. = - ± ---------- (2)
' Kd + (DTNB)

donde Kd = k^/kj

Para el cálculo de los valores de las constantes se puede usar la 

ecuacion 1 inea r i zada :

' . ’ Kd 1--------- + ----- x ------  (3)
k¡ k2 k2 Ü>™B) '

El gráfico del recíproco de kj ohs en función del recíproco de la

concentración de DTNB mostró una relación lineal, que permitió calcular

la constante de velocidad de la inactivación 1̂ , cuyo valor fue 0,833 múT1.

Este gráfico también permitió calcular la constante de disociación (K )
d

del complejo enzima-DTNB, que fue de 6,67 x 10"7 M (Heberlein, 1979). Es

tos valores están alterados por la contribución de las otras fases de i- 

nactivaciÓn a k!. Al suponer que la inactivación llega a ser total, se 

puede corregir la k! observada (k! obs) (Ray y Koshland, 1962) y los va

lores de k2 y Kd resultantes del gráfico de dobles recíprocos (fig. 17b) 

son 1,62 min y 9,1 x 10 7 M, respectivamente.

Si el mecanismo de inactivación fuera el siguiente:
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Figura J9. lncLC.£¿\jac4,6n de, ¿a gtucoqu¿n.a.¿a. a. d¿{,e*.ente,¿ te,m- 
pe,Ka.tan.a¿ . Se modificaron 96 juU de glucoquinasa por experimen
to, c o j d o  se índica en Materiales y Métodos, con DTNB 2 x 1 0 " 3 
mM, en baños termoregulados a diferentes temperaturas entre 
0 o y 30°. a) Gráfico sea i 1ogarftmico de la fracción de acti
vidad residual en función del tiempo, a diferentes tempera
turas de modificación, que se indican en la figura, b) Grá
fico del logaritmo de k| correg» expresada en mín"1, en fun
ción de 1/T, según Arrhenius. La energía de activación para 
el proceso de inactivación obtenida de la pendiente de este 
gráfico es de 15,17 kcal/mol.
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La velocidad de inactivación es una medida cinética indirecta de 

la reactividad de los grupos tioles y sólo se puede concluir que la pri 

mera fase de inactivación corregida correspondería a una población de 

grupos tioles que reaccionan rápidamente y que son responsables del 60% 

de inactivación. Las otras fases de inactivación no han sido estudiadas, 

pero se podría especular diciendo que éstas se deberían a la reacción de 

grupos tioles no expuestos y que sólo aparecerían después de la primera 

fase de reacción por cambios conformacionales simultáneos o secuencia- 

les de la enzima que distorcionarían el sitio activo. También es posi

ble pensar que parte de la inactivación lenta sea ocasionada por los cam 

Dios conformacionales mismos que son la consecuencia de la modificación 

inicial de grupos tioles. La reactivación por DTT de la enzima modifica 

3a con DTNB (Heberlein y col., 1979) prueba en todo caso, que la inacti

vación se debe esencialmente a la modificación de grupos tioles.

La variación de la constante de inactivación de la primera fase 

con la temperatura, a una concentración habitual de DTNB (2 x 10_3 mM), 

muestra que esta fase corresponde a un fenómeno homogéneo,, si se consi- 

3era la 1¡nearidad del gráfico de Arrhenius. La existencia de más de un 

Droceso simultáneo sólo podría aceptarse si éstos poseyeran igual ener- 

;'a de activación. La energía de activación de este proceso resultó ba

ja (15,17 kcal/mol), si se compara con los valores obtenidos para la 

nactivación de la hexoquinasa de levadura por 2-(N-bromoaceti 1)-D-ga1 a£ 

tosamina (5 a 60 kcal/mol en dos rangos de temperatura) (Otieno y col.,



70

1977). Sin embargo, esta supei reactividad de los grupos tioles de la 

primera fase, no sería tan excepcional. En efecto, en otras enzimas, c£ 

mo fosfofructoquinasa y papaína (Cohén, 1970), se ha observado que ciei—  

tos residuos tioles reaccionan con DTNB a una velocidad hasta 20.000 ve 

ces mayor en la enzima nativa que en la enzima desnaturalizada.

P&idida de la  ¿uóceptibitidad a la  acción del VTNB. Como ya se dijo, la 

glucoquinasa purificada hasta la etapa de Sephadex es estable aproximada^ 

mente dos meses, si se mantiene a 4o. Sin embargo, la susceptibilidad a 

ser inactivada por DTNB permanece estable sólo alrededor de un mes, pro

duciéndose entonces el hecho, aparentemente no descrito, de una clara di 

sociación entre la pérdida de la actividad catalítica y la posibilidad 

de que la enzima sea inactivada por el reactivo de grupos sulfhidri 1 os.

En la figura 20 se ilustra una de dos preparaciones en la que se observó 

el mismo fenómeno. Después de aproximadamente treinta días desde su ob

tención, la enzima comenzaba más o menos abruptamente a perder la susce£ 

tibí 1 idad a la acción del DTNB (2 x 10 mM), lo que se manifestaba como

una disminución del valor de kl , a partir de su valor inicial dei obs r

3,5 min \  Alrededor del día 60, la k! llegaba a cero y la enzima 

comenzaba a inactivarse con rapidez.(Fig. 20). Es importante hacer no

tar que en el momento en que la enzima se hace inerte a la acción del 

DTNB, aún mantiene alrededor de un 90% de su actividad catalítica.
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Figura 2 0 . 1/a . s i Z a c Z 6 n en e Z  t Z e m p o  d e  Z a  a c t Z v Z d a d  d e  Z a  g Z u -  
c o q u Z n a ¿ a  y  d e  ¿>u e p t Z b Z Z Z d a d  a  Z a  a c c Z ó n  d e l  V T N B . La
susceptibilidad al .modificador se empresa como el valor de 
kl obs con DT^B  ̂ -x 10 “3 m M . El tiempo corresponde a los dfas 
de almacenamiento desde la preparación de la enzima. ( • ), 
actividad enzimática; ( O  ), constante de inactivación kj Qks
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En la glucoquínasa envejecida ha sido descrita una oligomeríza- 

cion, acompañada de una desaparición de la sigmoid¡cidad de la función 

de saturación con glucosa (Niemeyer y col., 1975 b). En consideración 

a esto, en la enzima insensible al DTNB se midieron los valores del coe 

ficiente de Hill (n^) y de Kq  ̂ que fueron 1,42 y 4,65 mM, respectivamen^ 

te (Heberlein y col., 1979). Ellos son similares a los valores que ca

racterizan a la enzima fresca (1,5 y 5 mM) (Cárdenas y col., 1979). Los 

experimentos se realizaron durante la fase de inactivación de la enzima, 

en el momento en que aún se mantenía un 50% de su actividad inicial (día 

68 en la figura 20). Por lo demás, la enzima envejecida no cambió su 

peso molecular, a juzgar por el comportamiento en columnas de Sephadex 

(Heberlein, 1979). La enzima en estado de avanzada purificación (etapa 

de Sefarosa) tampoco experimentó cambios en la filtración en gel al inac 

tivarse parcialmente por oxidación espontánea.

La pérdida de la susceptibilidad al DTNB puede resultar de una 

oxidación de los grupos tioles en estudio, o de una distorsión en la es

tructura terciaria de la enzima, que impediría la reacción de esos tioles 

con DTNB. Para diferenciar entre estas posibilidades se trató con DTT a 

a enzima no susceptible al DTNB. En dos preparaciones diferentes de en_ 

zima se observó una recuperación de la susceptibilidad al DTNB, después 

de hacer sido incubadas con DTT 10 mM durante 90 minutos y posteriormente 

tratadas de la manera habitual para eliminar el DTT. Simultáneamente 

iubo reactivación de la enzima. Sin embargo, la recuperación de la
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susceptibilidad no era completa, obteniéndose valores de k] , aproxi
i obs —

madamente iguales a un medio (0,25 min de los originales (Heberlein 

y col., 1979). Tampoco la recuperación de la actividad fue completa en 

las preparaciones envejecidas durante tiempos prolongados.

Los estudios realizados con la glucoquinasa que había perdido la 

susceptibilidad a ser inactivada por DTNB, tales como medición de peso 

molecular, reactivación y resensibilización por DTT, indican que el fenó 

meno se debería a la formación de uno o varios puentes de disúlfuros in

tramoleculares, descartándose la posibilidad de formación de agregados 

moleculares con enlaces S-S intermoleculares. Al estar los grupos tioles 

en forma de disúlfuros, no estarían disponibles para reaccionar con DTNB 

y, por lo tanto, no se produciría la inactivación de la enzima por causa 

de la modificación química. La oxidación de los residuos SH para formar 

enlaces disúlfuros durante el almacenamiento podría deberse al oxígeno 

atmosférico, a pesar de que la solución de enzima contenía inicialmente 

DTT 1 mM. Esto está de acuerdo con los resultados discutidos antenormen 

te.

La disociación entre la actividad de la enzima y la susceptibili

dad al DTNB nos indica que los grupos tioles responsables de la primera 

fase de inactivación no participan directamente en la función catalítica, 

aunque pudieran ser importantes para estabilizar una estructura enzimáti

ca activa.
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E¿ect o de <£04 ¿uÁ tA ajto¿  y p a o d a c t o ¿  ¿ o b n e .  Za ú i a c t i v a c i ó n  pon. VTNB. Pa 

ra la detección y cuantif¡caeión de las interacciones entre la glucoqui- 

nasa y diversos 1igandos, se trató la enzima con DTNB 2 x 10  ̂mM, en 

ausencia y en presencia de cada uno de los sustratos y productos de la 

reacción que cataliza. La glucosa 100 mM tuvo un fuerte efecto protec

tor de la inactivación por DTNB (Fig. 21), pues disminuyó k! ^  desde 

3.54 min 1 (experimento control) hasta 0,02 min~1, lo que equivale a 96% 

de protección. El efecto residual que se observa con glucosa 100 mM es 

del mismo orden que la inactivación espontánea en ausencia de modifica

dor, y corresponde a un proceso aparentemente monofásico que se extiende 

al menos hasta los 20 minutos de tratamiento con DTNB y glucosa (Monast£ 

rio y col., 1979 b).

El sustrato nucleotídico tiene sólo un leve efecto sobre k! ,1 obs
el MgATP 5 mM disminuye kj ^  hasta 0.42 min \  lo que equivale a un

2+12% de protección. El ATP sin Mg , tiene un efecto semejante al del

“gATP, sin embargo la contaminación por ADP (5 ,3 %  determinado por tituU

ción con la reacción acoplada de piruvato-qui nasa y 1actato-deshidrogen£

sa, (Materiales y Métodos) podría dar cuenta de aproximadamente un 10%

2+ce protección. El Mg no tendría efecto protector. La presencia simuj_ 

tánea de glucosa 100 mM y ATP 5 mM ejerce una protección ligeramente ma- 

•or que la de glucosa sola (Fig. 21).

El efecto de los productos de la reacción sobre la cinética de 

nactivación se estudió realizando el tratamiento con DTNB en presencia 

:e glucosa-6-fosfato 100 mM o de MgADP 5 mM (o ADP 5 mM), como se
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igura 2i . M o d L f i L c a c L ó n  de. L a  g L u c o q u . L n a . 6 a  e n  p a e ¿ e n c L a  d e  
6 U 6 t a a t o 6  d e  L a  a e a c c L G n  q u e  c a t a L L z a . Se modificaron 

-20 mil de glucoquinasa por experimento, como se describe en 
‘ateríales y Métodos, con DTNB 2 x 10” 3 m M , en ausencia ( • ) 

en presencia de ATP 5 mM ( ▲  ), MgATP 5 mM ( A  ), glucosa 
-30 mM ( □ ), y glucosa 100 mM más ATP 5 mM ( ■ ) .
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observa en la figura 22. El glucosa-6-fosfato no tiene efecto protector; 

aún más, produce un leve aumento de kj desde 0,51 min  ̂ (experimento 

control) hasta 0,63 rnin \  Sin embargo, el MgADP y el ADP disminuyen 

k! ^  hasta 0,17 min  ̂ (67% de protección). Como el efecto protector 

de un ligando (L) es dependiente de la concentración de éste, se pudo 

determinar la constante de disociación (K^) del complejo enzima-1¡gando 

con una concentración subsaturante de DTNB (M), de acuerdo a la siguien

te ecuación, cuya derivación se da en el Apéndice A (p. 180 ) .

(5)

- 3
Con este fin se trato la enzima con DTNB 2 x 10 mM y en presen

cia de diferentes concentraciones de ligandos, que variaron en un rango 

entre cero y cinco a diez veces el valor de las resultantes de experi

mentos preliminares. Resultados preliminares obtenidos recientemente 

Monasterio et al., 1980) indican que, al menos para glucosa y 2-desox¡- 

glucosa, puede calcularse un valor único de constante de disociación del 

:omplejo que contiene el ligando, debido a que en gráficos semejantes a 

los de las figuras 23 y 24, al usar concentraciones variables de DTNB, 

as rectas concurren en un punto situado en la abscisa. Esto indicaría 

-na interacción del ligando tanto con la enzima libre como con el complejo
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-igura 2 2 . M o d i f i c a c ió n  de. l a  g lucoquería*a  en ph.c&cncla de  
i.o¿ p r o d u c to *  de. l a  r e a c c i ó n  que. c a t a l i z a . Se modificaron 
116 de glucoquinasa por experimento con DTNB 2 x  1 0 ” 3 m M , 
como se describe en Materiales y Métodos, en ausencia ( O ) 
y en presencia de g 1ucosa- 6 - fosfato 100 mM ( • ), ADP 5 mM 
■ A  ) y MgADP 5 mM ( A  ).
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- igura 23. E ¿teto de Za concentAacZón de gZuco¿a ¿obAe Za 
~:n¿>tante de veZocZdad de Zna.ctZvac.Z6n poA V T N 8. Se inacti
vo la glucoquinasa (9 5 JnU por experimento) con DTNB 2 x  10"3 

, como se indica en Materiales y Métodos, en presencia de 
- f e r e n t e s  concentraciones de glucosa. Las constantes de ve- 
ocidad (k|^0b s ) respectivas se graficaron en función de la 
concentración de glucosa.
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r ¡gura 21*. E^c.to de, ¿a conce,ntAacLÓYi de, 2-de.¿oxLgluco¿a -6 0 - 
-Ae. La conótante, de, veJ.oc.Ldad de. ¿.Yiac.tLvac.L6n poA V T N B . Se 
nactívaron JÍ2 mi) de glucoquinasa por experimento según la 

rretodica descrita en la figura 2 3 .
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enzima-DTNB, con igual constante de disociación, la que denominamos K̂ .

En las figuras siguientes se ¡lustran los resultados típicos que 

permitieron calcular las Kp ^  para glucosa (Fig. 23), 2-desoxig1ucosa 

(F¡g• 2*0 y ADP (Fig. 25), cuyos valores en estos experimentos fueron 

2,53 mM, 28,9*4 mM y 3,10 mM, respectivamente.

Si en lugar de la constante de inactivación observada (k! . ) se
i obs

utilizan los valores corregidos por la participación de la segunda fase 

(y siguientes), se obtienen valores iguales dentro de las variaciones es 

tadísticas esperadas.

El AMP, que es un análogo estructural del ATP y del ADP mostró

efect:° protector de la inactivación. A diferencia de todos los 1 igandos

protectores anteriores, el AMP mostró un comportamiento parabólico al di

bujar el gráfico del recíproco de la constante de inactivación k! . en
i obs

unción de la concentración del AMP (Fig. 26). Este resultado fue repro 

ducible y sugiere que la acción del AMP resulta de la unión a la enzima 

de más de una molécula ligando. Al linearizar el comportamiento parabó- 

ico, en un gráfico del recíproco de la constante de inactivación en fun 

wión del cuadrado de la concentración de AMP, el valor de la intersección 

de la recta en la abscisa fue de 10,5 mM.

En un intento por conocer mejor las interacciones de la enzima 

con los diferentes 1igandos en su papel protector, y establecer si exis- 

.e un sitio común para los nucleótidos y otro para los azúcares, se 

'ealizaron estudios preliminares en que se hacían actuar combinaciones
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■-gura 25. E fe c to  de, l a  c o n c e n tr a c ió n  de, K V V  ¿ obste, l a  con¿-  
FJ***- de. veJ.oe.ldad de. I n a c t i v a c i ó n  pon. V T N B . Se inactivaron 
- raU de g) ucoqu i nasa por e-xper ijnen to según la metódica des- 

-"ita en la figura 23.
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Figura 26. E {¡zato de. l a  c o n c e n tr a c ió n  de. AMP s o b r e  l a  c o n s 
ta n te .  de. v e lo c id a d  de. I n a c t i v a c ió n  pon VTNB. Se ínactívaron 
108 jdU de g 1 ucoqu ¡nasa por experimento según la metódica des
crita en la figura 2 3 .
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de ligandos. Por ejemplo se usó ATP junto con ADP o con AMP y, entre 

los azúcares, glucosa junto con glucosa-6-fosfato. En la tabla MI se 

muestra que el efecto del AMP es igual al de AMP mis ATP, en cambio, la 

protección ejercida por ADP + ATP es mayor que la de ADP solo. Por otro 

lado, glucosa h mM (concentración no saturante) presenta un 63% de pro

tección y en presencia de glucosa-6-fosfato 5 mM este efecto es incremeii 

tado hasta un 73%. Discutiremos mas adelante estos resultados prelimin^ 

res en relación con la información obtenida de los experimentos de ciné

tica (ver Discusión).

CINETICA

E¿zc£o dz l o ¿  ¿>obnz ¿a. vztocÁdcid -ínízial. Se estudió la in

fluencia de la concentración de dGlc en un rango de concentraciones de 

k a 100 mM, sobre la velocidad inicial, a diferentes concentraciones f¡_ 

jas de MgATP. En la figura 27 se observa que al hacer un gráfico de la 

variación de la velocidad en función de la concentración de dGlc, de a- 

cuerdo a H i 11 (1913), a dos concentraciones de MgATP, 0,2 y 10 mM, la 

pendiente no varfa y el valor del coeficiente de Hi.ll es igual a 1, con 

firmando observaciones de este laboratorio (.Niemeyer y col., 1978).
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TABLA III

Pnote.c.c¿6n pon ¿¿gando* de. ¿a ¿naotloaa¿6n de ¿a gluco-  
qu¿na*a pnoduc¿da pon VTbíB.

Ligando Concentración
(mM)

% Protección

AMP 20 65

AHP + ATP 20 y 5 66

ADP 5 45

AOP + ATP 5 y 5 77

G 1 c 4 63

G 1 c + G 1 c-6-P 4 y 5 79

Se muestra el porcentaje de protección producido por los 
diferentes ligandos, calculado de la siguiente manera:

Las condiciones experimentales fueron similares a las 
empleadas en la figura 21.
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r¡gura 27. G x d ^ Z c o  d e  HZJLZ d e  ¿a . ¿ u n c i ó n  d e  6C L tu .n .a .c ¿ó n  d e  g Z u  
- : q u . Z n a ¿ 0L u f a n d o  2 - d e J > o x Z g Z u . c o ¿ a .  c o m o  ¿ u ¿ t s i a . t o . Las velocida
des iniciales fueron medidas a 30° en Tris-HCl 80 m M , pH 8,0, 
conteniendo NADH 0,37 m M ; K.C 1 100 mM ; MgC 1 , 12 m M ; DTT 1 mM ; 
2-desoxig1ucosa Centre 4 y 100 mM);0,021 U/ml de glucoquinasa 
-.97 U/ml de p i r u va to-qu i na sa y 0,1*1 U/ml de 1 a c ta t o-d es h i d ro 
:enasa. Las concentraciones de ATP corresponden a la del nu
cí eó t ido libre. Las velocidades iniciales se expresan en to- 
- 2 S los gráficos de cinética (hasta la figura 45) como mU/20 
por mi.
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Para estudiar el orden de interacción de los sustratos con la en̂

zima se variaron las concentraciones de dGlc y MgATP simultáneamente, e£

tre valores iguales a las K y 9 veces la K , y con los mismos datos sem m ’

hicieron los gráficos del recíproco de la velocidad en función del re c j_  

proco de la concentración de cada uno de los sustratos. Se obtuvieron 

líneas rectas que se intersectaron a la izquierda de la ordenada y por 

sobre la abscisa (Figs. 28 y 29). En los gráficos secundarios de las 

pendientes e intersecciones en función del recíproco de la concentración 

de los sustratos, se obtuvieron en ambos casos relaciones lineales, (re

cuadros de las figuras 28 y 29). Estos resultados están de acuerdo con 

un mecanismo de tipo en secuencia, en que ambos Sustratos se unen a la 

enzima antes que aparezca el primer producto, pero no lo están con un 

mecanismo ping-pong.

Los datos experimentales fueron adaptados a la ecuación de velo

cidad inicial para un mecanismo en secuencia al azar en equilibrio rá

pido u ordenado en régimen estacionario:

VAB
v = --------------------- (61

K. + K B + K.A + AB ta a b

donde A representa la concentración de dGlc y B la concentración de

MgATP; K y K, son las respectivas constantes de Hichaelis para A y B

o las constantes de disociación de los complejos ternarios en complejo

binario y cada uno de los sustratos y K. la constante de disociación del
1 la



87

•igura 28. G A d f i t c o ó  d e  d o b Z e ¿  K c c Z p A o c o ¿  d o n d e .  2 - d e A o x t g Z u . c o -  
-a. ej> c Z  Au.4t A a t o  v a A t a b Z c  a  d t ^ C A c n t c ^  c o n c e . n t A . a c ¿ o n c ¿  f a t j a ¿  
~e. M g A T P , Las condiciones experimentales son las que se des
cribieron en la figura 27, con otras concentraciones de sus
tratos y -mínima diferencia en la cantidad de g 1 ucoqu inasa. En 
e recuadro se muestra el grifico secundario de las pendien
tes e intersecciones en función del recíproco de la concen
tración de Mg ATP.



f i g u r a  29. Ga í ^Xco dt dobltA AtcX.pn.oc.o6 donde. MgATP t¿ t i  á u á -  
ciato vaAlablt a. dX{¡tAtntt6 conctntn.a.cXont¿ ¿Xjcu dt 2-dt¿oxX- 
j¿u c oá c l . L a s  c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  s o n  las d e  la f i g u r a  
-3. En el r e c u a d r o  s e  . m u e s t r a  el g r á f i c o  s e c u n d a r i o  d e  las 
■ T t e r s e c c  i o n e s  v e r t i c a l e s  y las p e n d i e n t e s  en f u n c i ó n  d e l  r e 
c í p r o c o  d e  la c o n c e n t r a c i ó n  de 2 - d e s o * i g 1 u c o s a , o m i t i e n d o  los 
*a l o r e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a 2 - d e s o x i g I u c o s a  20 m M .
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complejo E-A, llamada también constante de inhibición para A (Cleland, 

1963a).

Los resultados no son compatibles con un mecanismo ordenado en e 

quilibrio rápido, en cuyo caso falta el término K B (Cleland, 1970).

Si bien usamos los gráficos de dobles recíprocos y los gráficos 

secundarios de ellos para diferenciar los mecanismos, como es habitual 

(Cleland, 1963b; Fromm, 1975), para el cálculo de las constantes cinéti 

-as se empleo el método de Hanes de 1 inearizaci.ón para la ecuación 6, en 

que se trazan en un gráfico las líneas correspondientes a S/v en función 

de S (Hanes, 1932). Por consideraciones estadísticas diversos autores 

lan insistido en la conveniencia de este método cuando no se da peso a 

los puntos (Wilkinson, 1961; Dowd y Riggs; 1965; Cornish-Bowdeny Eisen- 

thal, 197*0. En nuestro caso los puntos experimentales se adaptaron me 

jor a las líneas de regresión y los valores de las constantes eran más 

semejantes de un experimento a otro con este 1inearización que con la de 

-¡neweaver-Burk. Las figuras 30 y 31 corresponden al mismo experimento 

ce las figuras 28 y 29. Las constantes se obtuvieron a partir de los 

cráficos secundarios de los valores de las pendientes o de las intersec 

ciones en función de los valores recíprocos de las concentraciones var¡£ 

-les de los sustratos fijos (recuadros de las figuras 30 y 31). Los gr£ 

fíeos secundarios de las pendientes suministran los valores de K y Kk,

'3 que las intersecciones de las rectas con las abscisas dan directamente



Figura 30. E dic to  de la. c o n c e n t r a c ió n  de 2 -d e i  o x l g lu c o i a  i o - 
bre  ¿a v e l o c l d a d  I n i c i a l  de  la. r e a c c i ó n  ca.la.Hza.da por g l u -  
c o q u ln a ia . Las. condiciones del medio de ensayo son las de la 
figura 28. En el recuadro se muestra el gráfico secundario 
de las intersecciones verticales y las pendientes en función 
del recíproco de la concentración de MgATP.
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• igura 3J . E r u c t o  d e  l a  c o n c e n t A a c l d n  d e ,  M g A T P  ¿ o b f i e ,  l a  v e l o -  
d a d  I r u - d a l  d e ,  l a .  s i e . a c d ó n  c a . t a . H z a . d a . poA. g l u c o g u l n a ¿ a . Las 

condiciones de) medio de ensayo son las de la figura 28. En 
si recuadro se muestra el gráfico secundario de las íntersec- 
-iones verticales y las pendientes en función del recíproco 
-e Ia concentraci ó n de 2 - d e s o x i g 1u c o s a .
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y “ cuando las abscisas son 1/dGlc y 1/MgATP, respectiva-

ntente. Los gráficos secundarios de las intersecciones proporcionan los 

valores de K.^ y Kg/K.^K^, pues las intersecciones de las rectas con las 

abscisas corresponden a - 1/K. y -K /K. K, cuando las abscisas son
l a  d  1 3  D

1/dGlc y 1/MgATP, respectivamente. Los valores de las constantes corres 

pond¡entes al promedio de tres experimentos se muestran en la tabla IV.

En un mecanismo en secuencia al azar en equilibrio rápido se cumple la 

relación K^K.^ = K^K.g por la cual puede conocerse el valor de K.^.

Se utilizó también como criterio para postular un mecanismo en se 

cuencia, en contraposición a un mecanismo ping-pong, el hecho que existe 

una relación parabolíca entre el recíproco de la velocidad y el recíproco 

de la concentración de sustrato, cuando ambos se mantienen en una relación 

constante (Gulbínsky y Cleland, 1968; Garcés y Cleland, 1969; Tsopanakis 

y Herries, 1975) (Fig. 32). El valor de la velocidad máxima en este ex

perimento se obtuvo como el valor inverso de la ordenada a concentración 

infinita de los sustratos. En comparación con el valor obtenido con glu 

cosa como sustrato, la velocidad máxima con dGlc fue sólo el 73% utilizan 

do de una misma preparación igual cantidad de enzima (recuadro de la fi

gura 32). Las preparaciones y las cantidades de enzima utilizadas en el 

recuadro y en la figura fueron diferentes.



TABLA IV

C o n ¿ £ a n £ & 4 >  c ¿ n é £ ¿ c a . ¿  pcLUa g l u c o q u ¿ n a á a  d d £ & f i m ¿ -  
na.d.(U> en zí> £u .d¿o& de \><¿¿oc¿da .d  ¿ ñ ¿ c . ¿ a ¿ .

Constante
cinética1 Valores2 (mM)

Ka 19,16 + 2,33

Kb 0,56 + 0,05

K¡a 40,67 + 3,30

Ka/ K ¡a Kb 3 1,37 + 0,24

1 I d en t ¡ f i ca c i on de los subíndices: a, d G 1 c ; 
b , Mg ATP.
2Los valores son el promedio de tres conjuntos 
de datos y su error estándar. Los valores de 
yelocidad mljíiiDa para los tres conjuntos fue
ron J7,7, 2J*Q.8 y J4,J6 jnU/jnl.
3 Cor responde a K..̂  si el jnecanisjno es al azar 
en equilihrio rápido.



9^

: [gura 32. G ^ i d ^ t c o  d e .  d o b t e ¿ >  A .cc .¿pA .oco¿>  d o n d e .  ¿a¿> c o n c c n t A . a -  
c L o n e^5 de 2-de¿o x ¿ g ¿ u . c o & a  l o  g l u c o s a ]  y  Mg AT P  ¿ c  v a A .i a A .o n  e n  
A a z ó n  c o n & t a n t c . Las condiciones del medio de ensayo son si
gilares a las descritas en la figura 27. La razón entre la 
concentración de 2-deso*ig1ucosa y MgATP ( O ) fue 50 y la 
"azón entre glucosa y el nucleótido ( • ) fue 10. Los expe- 
'imentos del recuadro se hicieron con la misma preparación 
enzimática y en el mismo día; la concentración de M g C 12 es- 
tuvo presente en un exceso constante de 5 mM sobre la concen
tración del nucleótido.
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Aná¿AJ¡.l& d& la. velocidad In ic ia l  en pac* encía de Inklbldone* de punió 

mueAlo, análogo* de £04 ¿uáIaoXo*.

Para conocer el orden de interacción de los sustratos con la en

zima, es decir, para diferenciar entre mecanismos al azar y ordenado, se 

estudió el efecto de N-acetilglucosamina y de AMP sobre la velocidad i- 

nicial al variar la concentración de ambos sustratos, de acuerdo con el 

protocolo experimental habitual en estos trabajos. Se sabe de estudios 

cinéticos con glucoquinasa que la GlcNAc es un inhibidor de tipo competj_ 

tivo con respecto a glucosa (Salas y col., 1965; González y col., 1967). 

Por otra parte, AMP ha sido utilizado como inhibidor de punto muerto, a- 

nálogo de ATP, para dilucidar el orden de interacción de los sustratos 

con la hexoqu inasa de levadura (Fromm y Zewe, 1962b) y con la hexoquin.a 

sa de cerebro de bovino (Bachelard y col., 1971).

La inhibición por estos análogos de punto muerto puede ser anal_i_ 

zada de acuerdo con la siguiente ecuación, que vale para una inhibición 

lineal mixta y que incluye todos los tipos comunes de inhibición (comp£ 

titiva, no competitiva e incompetiti va) como casos especiales o asintó- 

t icos:

(7)

donde V, velocidad máxima aparente; K , constante de Michaelis aparente;m I,

I, concentración del inhibidor; S, concentración del sustrato variable;



96

Kis y K i i, constantes de inhibición como las define Cleland (1963b) y 

que son obtenidas de los gráficos secundarios de las pendientes (sjope) 

y de las intersecciones (jintercept) en función de la concentración del 

inhibidor, respectivamente. Ver en el apéndice A, "Análisis del efecto 

de inhibidores" p. 152 para fundamentación de las ecuaciones correspor^ 

dientes a un mecanismo secuencial BiBi.

Si al usar el inhibidor competitivo de cada sustrato se logra _î 

dentificar el tipo de inhibición (no compet¡tiva pura, mixta, incompeti

tiva) en relación con el otro sustrato, se'puede tener cierto grado de 

certeza sobre el mecanismo cinético de la reacción en la generalidad de 

los casos.

ln k l b ¿ c ¿ ó n  poA. Ñ -a ceJú JL g¿u .co ¿cu n ¿n a  o í  vasU cui d G lc  y MgATP. Se estudió 

el efecto inhibitorio de GlcNAc con dGlc como sustrato variable, a dife_ 

rentes concentraciones fijas de MgATP. Al trazar un gráfico del recípro^ 

co de la velocidad en función del recíproco de la concentración del azú

car (concentraciones aproximadamente entre K y 3 veces K ) a diferentesa a

concentraciones fijas de GlcNAc y con MgATP 1,2 mM (2,1 veces K^) se ob̂  

tuvieron líneas rectas que se intersectaron en el eje de la ordenada 

(Fig. 33). Esto se interpreta como una inhibición competitiva de GlcNAc 

con respecto a dGlc. El mismo comportamiento se ob.servó al trabajar con 

concentraciones de MgATP menores (0,7 veces K, } o mayores (6,A veces K^).
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rignra 33. G s i á ú l c o  d e ,  d o b l e n  K e c l p t i o c o a  p a f i a  l a  I n h i b i c i ó n  
i e ,  g l u c o q u l n a A a  p o si  H - a c e t l l g  l u c o  ¿ a s n i n a  c u a n d o  2 - d e J ^ o x l g l u -  
~ 0 ¿ a  C¿ e l  ¿ u ¿ t f i a t o  v a r i a b l e .  Las condiciones del ensayo son 
similares a las descritas en la figura 27. La concentración 
:e 2-descucíg 1 ucosa varió en un rango de 20 a 60 mM y MgATP 
se mantuvo constante (J , 2 mM) .
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Cuando el sustrato variable fue MgATP, la inhibición fue de tipo 

mixto en un rango amplio de concentraciones de dGlc (entre una y tres 

veces K^) (Fig. 3*0. Ambos tipos de inhibición fueron confirmados en 

gráficos de Dixon (1953) (l/v en función de I) y de Corni sh-Bowden (197*0 

(S/v en función de I) (Fig. 35). La K; suministrada por el gráfico de 

Dixon corresponde numéricamente a Kis y la K- de Cornish-Bowden a Kii.

Los resultados de inhibición con GlcNAc son aplicables tanto a 

un mecanismo en secuencia ordenada, en que el primer sustrato que inte

racciona con la enzima es dGlc, como a un mecanismo en secuencia al azar.

En la tabla V se han calculado los valores de las constantes de
íf

inhibición para glucoquinasa a partir de los experimentos con GlcNAc, y 

utilizando los gráficos secundarios de las pendientes y de las interac

ciones obtenidas de los gráficos de dobles recíprocos (no ¡lustrados).

Se observa que en la inhibición competitiva por GlcNAc con respecto a 

dGlc, Kis (obtenida del gráfico secundario de las pendientes), no varía 

en función de la concentración del sustrato fijo MgATP. Esto es de es

perar en un mecanismo ordenado, en que dGlc es el primer sustrato, y 

donde K¡ = Kis. Si dGlc fuera el segundo sustrato, el valor de Kis d£ 

biera depender de la concentración de MgATP. Este resultado también es 

compatible con un mecanismo al azar en equilibrio rápido, sólo si K¡ ob̂  

tenida de Kis es igual a K¡. obtenida de Kii, es decir, si hay igual af_¡_ 

nidad de la enzima libre y del complejo E-MgATP por el inhibidor. Si 

no se cumple esta condición, Kis debiera ser dependiente de la



33

'igura 3 A . Gn.á.^c.0 de  doblen  le c lp u o c o *  pcuia l a  I n h ib ic ió n  de  
3 lu co  quina ¿a posi H -a c e t l lg  lu c o  ¿amina cuando MgATP e¿ e l  ¿u¿- 
l^ a to  v a J ila b le . Las condiciones del ensayo son similares a 
as descritas en la figura 27. La concentración de MgATP va- 
'ió en un rango de 0,1»J a 3*55 mM y la concentración de 
2-desaxiglucosa se mantuvo fija en 26 m M .
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figura 35. lnk¿b¿c¿6n de, Qlntogu.Lna¿a. pon N-CLce,t¿lg¿uco¿a.m¿na. 
tráficos de O u o n  Ca, c \ y de Corn Ísti-Bowden Cb, d] correspon
dientes a los resultados de las figuras 33 Ca, b) y 3¿* (c, d) .
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TABLA V

Co n ¿ l a n t c ¿ de i n h i b i c i ó n  pana  
i n h i b i d

g i u c o g u i n a i a  d e t e n m i n a d a ¿  d e ¿ d c 
ón pon N - a c e ¿ i l g ¿ u c o ¿  a m i n a .

í o ¿ e ¿ t u d i o ¿  de.

S u s t r a t o  
f i j o  (mM) Ki s

C o n s t a n t e s  de  

Ki  < K is > ’

i n h i b i c i ó n  (mM) 

Ki i Ki ( K ü ) 1

MgATP

0 , 4 1 0 , 6 7  i  0 , 0 6 0 , 6 7  1 0 , 0 6 - -

1 , 2 0 C , 7 0 i  0 , 1 6 0 , 7 0  t 0 , 1 6 - -

3 , 6 0 0 , 6 2  i  0 , 0 9 0 , 6 2  1 0 , 0 9 . - -

Promedio - 0 , 6 3  i  0 , 0 4

dG lc

20 1 , 4 7  i  0 , 1 6 0 , 9 9  i  0 , 2 7 0 , 6 0  i  0 , 1 4 0 , 2 9 1 0 , 1 4

26 1 , 2 6  i  C , 12 0 , 7 6  i  0 , 1 0 0 , 9 9  i  0 , 1 0 0 , 4 2 í  0 , 1 4

36 1 , 2 2  i  0 , 1 0 0 , 6 5  ± 0 , 1 6 0 , 8 3  i  0 , 1 0 0 , 2 9 ± 0 , 1 0

Promedio - 0 , 8 0  i  0 , 1 0 - 0 , 3 9 * 0 , 0 4

’ Los v a l o r e s  de K¿ f u e r o n  c a l c u l a d o s  a p a r t i r  de K^s [K¿£ = K.¡ (1 +A/K¿a )] o de 
Kjj  [Ki i rKj (1+A/Kñ )] para  cada  c o n c e n t r a c i ó n  d e l  s u s t r a t o  f i j o  d G lc .  Cuando 
MgATP f u e  e l  s u s t r a t o  f i j o ,  = K j s -  Para e l  c á l c u l o  de l o s  e r r o r e s  de l a s  
c o n s t a n t e s  s e  u t i l i z a r o n  l a s  d e s v i a c i o n e s  e s t á n d a r e s  de l a s  i n t e r s e c c i o n e s  y 
de l a s  p e n d i e n t e s  de l a  l í n e a  de r e g r e s i ó n .  El  e r r o r  de l o s  pr o m ed io s  de l a s  
c o n s t a n t e s  de i n h i b i c i ó n  s e  c a l c u l ó '  como l a  d e s v i a c i ó n  e s t á n d a r  de l a  media  
(E.S.  = s//ñ), donde E . S. y  s s o n  l a  d e s v i a c i ó n  e s t á n d a r  de l a  media y de l o s  
v a l o r e s  de r e s p e c t i v a m e n t e ,  y n e s  e l  número de c o n s t a n t e s .
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concentración de MgATP y su valor (numéricamente igual a la K¡ del gr£

fico de Dixon) es complejo. En efecto, Kis contiene los valores de la

concentración del sustrato fijo, además de K. , K , K. y las constantesJ ’ ia' a’ b '

de inhibición de I al ¡nteractuar con la enzima libre (E x l/El) y con 

el complejo binario (ES x l/ESl).

Al comparar los valores promedios de K¡ calculados de la inhib_i_ 

ción competitiva con dGlc y de la inhibición mixta con MgATP, no resu]_ 

tan estadísticamente diferentes (p > 0.05).

Si délos experimentos de inhibición por GIcNAc con MgATP variable 

y dGlc fijo, se calculan los valores de Ky a partir de Kis y de Ky a 

partir de K¡¡, tomando en cuenta los valores de K. y K de la tabla
13  3

IV, se observa que a cualquier concentración de dGlc, Ky de Kis es ma

yor que K'¡ de K i i (p < 0,001 en prueba de datos pareados). El promedio

de los valores de K¡ de Kis es 0,80 ± 0,10 y es significativamente ma-

■or que el de K¡ de Kii que es de 0,39 -  0,04 ( p < 0,01). Estas dif£

■encías serían compatibles con un mecanismo al azar en que K¡ de Kis 

fuera la constante de disociación del complejo enzima-inhibidor y K¡ 

ae Kii la constante de disociación del inhibidor desde el complejo te£ 

iario E-MgATP-inhibidor (ver Apéndice A "Inhibición de punto muerto.., 

•tecanismo en secuencia al azar en equilibrio rápido" p. 164). En un 

mecanismo ordenado con dGlc c o it o  primer sustrato, en que GIcNAc ¡ntera£ 

tuara sólo con la enzima libre, la diferencia de los valores no tendría 

otro significado que el efecto acumulativo de los errores
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experimentales en la determinación de Kis, Kii, K. y K ,

lYÚUhÁjdión poA. AMP d i  vcwmvl  MgATP y  dGZxi. Los valores obtenidos con 

AMP 40 mM se escapan con frecuencia de la linearidad en diversos grá

ficos, especialmente a concentraciones bajas de MgATP (< 1,2 mM). Pen̂  

samos que no se trata de funciones no lineales, sino que de error en 

la medida de la actividad. En efecto, en un gráfico de Dixon de inhi

bición por AMP, con concentraciones del inhibidor que variaron entre 

5 y 30 mM, se obtuvieron líneas rectas muy bien definidas como se ob

serva en la figura 36. Por otra parte, cuando las concentraciones de 

AMP son altas (40 mM) y especialmente si las concentraciones de sustra^ 

tos son relativamente bajas, es decir, cuando se miden actividades pe

queñas, hay tres indicaciones de poca confiabilidad de esos datos: 

i) el trazado de las líneas de regresión de la curva de progreso en la 

inscripción del espectrofotómetro tiene en estas condiciones una dife

rencia más grande, aproximadamente un 15%, con respecto a la línea caj_ 

culada directamente con el microcomputador. i i) Las líneas calculadas 

para estas condiciones tienen un coeficiente de correlación muy infe

rior al correspondiente a determinaciones con menores concentraciones 

de AMP (ca. 0,95 contra 0,99). i i¡) Los errores estándares son gen£ 

raímente mayores para cada valor de la intersección o de la pendiente 

de los gráficos de dobles recíprocos en presencia de AMP 40 mM. En 

vista de esto, se eliminaron los puntos con AMP 40 mM de los cálculos
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r igura 36. G u i n e o  de Vlxon pana l a  I n h i b i c i ó n  de g lu c o q u ln a -  
*5 pon. AMP cuando MgATP eá. e l  ¿ a f í n a l o  van-cable.  Las condi- 
iones ejeper imen ta 1 es son similares a las descritas en la fi- 
ura 27. La concentración de AMP varió en un rango de 0 a 30 

y la concentración de 2-desox íg 1 ucosa se .mantuvo fija en 
'SO mM .
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de las líneas de regresión en los gráficos secundarios (Fig. 1*0) y, por 

lo tanto, de la determinación de las constantes. Se dejan sin embargo, 

en diferentes gráficos como ilustración.

Se estudió el efecto inhibitorio de AMP cuando el sustrato va

riable era MgATP, a diferentes concentraciones fijas de dGlc. Al colo

car en un gráfico el recíproco de la velocidad en función del recíproco

de la concentración del nucleótido (concentraciones entre 0,7 veces K,
b

y 6,4 veces K^), a diferentes concentraciones de AMP, se obtenían lí

neas rectas que intersectaban en el eje de la ordenada (Fig. 37). Es

to significa que la inhibición por AMP fue competitiva respecto a MgATP. 

El comportamiento se mantenía igual al trabajar con concentraciones de 

dGlc cuyos valores estaban entre 1,1* veces K y 9,1* veces K . Este ti3 3 —

po de inhibición fue confirmado en gráficos de Dixon y de Cornish-Bowden 

(no se muestran).

En la tabla VI se muestra que los valores de Kis son dependien

tes de la concentración de dGlc, el sustrato fijo. Esta dependencia 

no ocurriría si se tratara de un mecanismo ordenado en que MgATP fuera 

el primer sustrato, pero sí al ser MgATP el segundo sustrato. En este 

último caso se puede calcular la constante de inhibición como constan

te de disociación del complejo ternario E-dGlc-l (Ki), cuyo valor pro

medio sería 10,56 ± 0,52 mM. Si se tratara de un mecanismo al azar,

Kis sería también dependiente de la concentración del sustrato fijo, 

en forma compleja, como se comentó antes para la inhibición de GlcNAc



106

r i gu r a 37. Gnómico de doblen tieclpnoco* pana la Inhibición de 
zlucoqulna&a poA. AU? cuando MgATP e¿ el ¿uótaalo variable.
-as condiciones del ensayo son similares a las descritas en 
a figura 27. La concentración de MgATP varió en un rango de 
-,4J a 3,55 mM y 2-desoxig1ucosa se mantuvo constante a 36 m M .
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TABLA VI

Con¿tanZ£¿ de. ¿níu.b¿£¿.d n pa/ia o i  uc o pu.Ána.¿ a. de¿£AmÁnada¿ d e¿ d e  l o ¿  e e t u c t í o i
de ÁnhÁbÁeÁCn poA AMP; .

S u s t r a t o  
f i j o  (mM) K.1S

C o n s t a n t e s  

K. CKi s ) 2

de i n h i b i c i ó n  (mM) 

Ki i Ki ( K ü ) 2

dGlc

26 2 7 , 6 4  ± 2 , 4 3 1 0 , 8 0  ± 1 , 8 2 - -

36 1 9 , 2 3  ± 3 , 7 9 9 , 0 3  ± 2 , 5 1 - -

60 1 8 , 4 4  ± 2 , 4 4 1 0 , 9 9  ± 2 , 3 4 -

180 1 3 , 9 9  ± 1 , 3 3 1 1 , 4 1  ± 2 , 0 1 - -  ■ -

Promedio - 1 0 , 5 6  ± 0 , 5 2

MgATP

0 , 4 1 00 00 1 3 , 2 9  ± 1 , 3 0 7 , 6 7 i  1 , 4 4

0 , 5 2 9 2 , 6 1  ± 5 4 , 1 6 7 , 1 3  ± 5 0 , 9 1 6 , 2 0  ± 1 , 0 6 8 , 4 0 ± 1 , 3 0

0 , 7 3 5 1 , 5 8  ± 4 5 , 3 3 6 , 6 5  ± 38 ,6 1 5 , 1 8  ± 1 , 8 0 6 , 5 9 ± 1 , 3 7

1 , 2 0 2 6 , 0 8  ± 7 , 3 7 1 3 , 9 0  ± 6 , 3 6 1 9 , 6 3  ± 0 , 7 7 6 , 2 5 ± 0 , 8 0

3 , 6 0 3 5 , 4 4  + 8 , 8 7 9 , 7 7  ± 4 , 1 6 3 4 , 4 4  ± 3 , 0 5 4 , 6 4 ± 0 , 8 2

'Para t o d o s l o s  c á l c u l o s  se o m i t i e r o n  l o s v a l o r e s  de AMP 40 mM,
2 Lo s  v a l o r e s  de K¿ f u e r o n  c a l c u l a d o s  a p a r t i r  de [K¿S=K¿(1+K¿a /A)] para
rada c o n c e n t r a c i ó n  d e l  s u s t r a t o  f i j o  dGlc  y de K¿s l K i s =Ki(l+B/K¿]->)] o  K,-¿ 
[K¿i=Ki( l+B/Kb)]  p a r a  ca d a  c o n c e n t r a c i ó n  d e l  s u s t r a t o  f i j o  MgATP. Para e l  
- a—c u l o  de (K¿s ) con s u s t r a t o  f i j o  ATP s e  s u p u s o  un mecanismo a l  a z a r  en  
e q u i l i b r i o  r á p i d o  donde K¿ CK¿S) r E x I / E I  y K,- ( , ■ )  = EA x I /E A I .
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res-pectaa dG 1 c. Sólo si la constante de inhibición es igual para los 

dos sitios (enzima libre y complejo enzima-dGlc), Kis sería independien^ 

te de la concentración de dGlc, lo que no es nuestro caso.

Cuando el sustrato variable era dGlc, el tipo de inhibición por

AMP era dependiente de la concentración de MgATP utilizada. A concentra

ciones de MgATP ligeramente inferiores a la K. (0.41 mM) la inhibiciónb

era de tipo ¡ncompetiti va, pues en un gráfico de dobles recíprocos re

sultan líneas paralelas (Fig. 38). Para confirmar este tipo de inhibi

ción se hizo el gráfico de Hanes (1932) (S/v en función de S), a difere£ 

tes concentraciones fijas del inhibidor, resultando líneas que se Ínter- 

sectan en el eje de la ordenada (recuadro de la figura 38). A altas 

concentraciones de MgATP (1,2 y 3,6 mM) se observaba una inhibición de 

tipo mixto, pues se producía un punto de intersección de las líneas re£ 

tas, ubicado a la izquierda del eje de la ordenada, como se ilustra en 

la figura 39 para una concentración de MgATP de 3,6 mM (6,b veces K^).

En este figura se incluye un recuadro con el gráfico de Hanes, que con̂  

firma el tipo de inhibición. Otros gráficos como el de Dixon y el de 

Cornish-Bowden (no ¡lustrados), también apoyan esta conclusión.

La diferencia del tipo de inhibición que se observa al cambiar 

la concentración de ATP, el sustrato fijo, no la hemos visto descrita. 

Esto podría tener una explicación en el hecho que en los estudios cin£ 

ticos se trabaja habitualmente con una sola concentración no saturante 

de sustrato fijo, generalmente alrededor de la Km>
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:igura 38. G n d ^ l c o  d e .  d o b l e n  h . e c l p h . o c o ¿  p a h .a  l a  I n h i b i c i ó n  d e  
: l u c o  q u l n a ¿  a  poh. A MP c u a n d o  2 - d e A  o x l g l u c o & a  e ¿  e l  ¿ u ¿ t h . a t o  
• z A l a b l e  a  b a j a ¿  c o n c e . n t h . a c l . o n e A  d e  MgATP. Las condiciones 
~~ ensayo son sLraLlares a las descritas en la figura 27. La 
::ncentración de 2-desoxig1ucosa yarió en un rango de 26 a 
-0 mM y la concentración de MgATP se mantuvo fija en 0,52 

■*. En el recuadro se incluye el gráfico de Hanes (S/v en 
'-ncíón de S) con diferentes concentraciones de AMP.
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r igura 39. Gnómico de doblen neclpnoco¿ pana, la Inhibición de 
glucoqulna&a pon AMP cuando 2-dc¿oxlgluco¿a e¿> el ¿u¿tnato 
vanlable a alta& c o n o m i n a d o n e ¿  de MgATP. Las condiciones 
del ensayo fueron similares a las descritas en la figura 27. 
-a concentración de MgATP se .mantuvo fija a 3,6 m M . En el re
cuadro se muestran los .mismos valores en un gráfico de Hanes 
CS/v en función de S) con diferentes concentraciones de AMP.
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El análisis de los resultados de la inhibición por AMP a concen
[| vt CA V

traciones intermedias de ATP (0,52 y 0,73 mM) muestra que 1 as -p«m ü e n  tes 

tienen a concurrir en un punto hacia la izquierda,más distante de la 

ordenada que a las concentraciones mayores. Se tiene, entonces, una sj_ 

tuación intermedia entre lo que ocurre a las concentraciones extremas de 

ATP utilizadas (0,41 y 3,6 mM). Esta situación se refleja muy bien en 

el gráfico secundario de las pendientes (Fig. 40), que muestra el aumen^ 

to del valor de Kis al disminuir la concentración de MgATP, haciéndose 

infinito cuando MgATP es 0,4l mM. Los valores de Kis, junto con los 

de K. calculados sobre la base de una inhibición mixta se encuentran en
ír

la Tabla Vi.

En cuanto al gráfico secundario de las interacciones en función 

de la concentración de AMP, se puede observar en la figura 40 que las 

1fneas rectas (excluidos los valores de 40 mM) se cortan con muy buena 

aproximación en un punto. Este punto tiene como ordenada el valor re

cíproco de la velocidad máxima (la pendiente tiende a cero cuando la 

concentración de MgATP tiende a infinito), y como abscisa un valor de 

-(AMP) igual al de la K. de Kii. El cálculo de la K. da un valor de 

11,72 ± 0,92 mM, que es sensiblemente igual al de la K. obtenido de 

Kis cuando MgATP es el sustrato variable y dGlc es fijo a diferentes 

niveles (Tabla VI). Este valor de K. y de Kii, obtenido a concentra

ción infinita de dGlc y a cualquiera de ATP, difiere sin embargo, de 

los valores que se pueden calcular a partir de los datos experimentales
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Figura 40. Gsiá{,<Cco¿ Á C c u n d a s i ¿ o ¿  d e  ¿ a  ^ i n k Á , b ¿ c ¿ 6 n  de g t u c o g u ¿ -  
'.i4a p o a  AMP c u a n d o  2 - d e ¿  o x ¿ g l u c o ¿ a  e¿ e£ ¿ u ¿ t a a t o  v a a x a b l e .  
-os valores de las intersecciones y de las pendientes para 
:oncent rae iones de MgATP 0,52 ( ■ ) y 3»6 ( • ) mM provienen 
:e las figuras 38 y 39, y para las concentraciones 0,41 ( ▲  ), 
-.73 ( G ) y 1,2 ( O ) mM de gráficos similares no mostrados, 
-os valores de AMP 40 mM no se consideraron para las líneas 
:e regresión. En la figura la línea punteada une los valores 
:e AMP 40 mM con la línea de regresión correspondiente.
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de K¡¡ a cada una de las concentraciones de ATP (Tabla Vi).

Intuitivamente el cambio de tipo aparente de mecanismo de m  

hibición podría esquematizarse como sigue. La reacción glucoquinásica 

operaría, a baja concentración de ATP, con un mecanismo ordenado en que 

dGlc sería el primer sustrato. Al aumentar ATP a niveles subsaturantes 

podría este sustrato constituir un complejo binario productivo, creando 

se un segundo sitio detectable cinéticamente de competencia con el inh_í_ 

bidor AMP. En forma alternativa, se podría considerar la posibilidad 

de que el AMP fuera capaz de interactuar con la enzima libre, aún tra

tándose de un mecanismo ordenado con dGlc como primer sustrato. Este
íi

sitio podría ser por ejemplo, el ADP, con el cual el AMP competiría.

Un análisis de estas posibilidades lo efectuaremos en la Discusión y en 

el Apéndice A (p.168 ).

KnóZl6l¿> de Za velo cridad Inicial en paciencia de Zoi pao dudo i

CuJiva de pn.ogn.eio de Za {¡o*ionización de dGlc. El progreso de la reac

ia .
ción se siguió a través de la aparición de C-ADP o de la desaparición

de ^C-ATP del medio de ensayo. Una curva de progreso para una reacción

enzimática obedece a una cinética de orden cero si la concentración ¡nj_

cial del sustrato es aproximadamente 100 veces su K o a una cinética dem

orden uno si la concentración de sustrato es aproximadamente 0,01 veces

la K . Con concentraciones intermedias de sustrato debe esperarse una m
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cinética entre orden cero y orden uno. En la figura 41 se observa que 

ambas curvas de progreso son simétricas y que una cierta linearidad se 

conserva hasta los ocho minutos de reacción aproximadamente, en que se 

alcanza un 19% de consumo del sustrato inicial (MgATP 1,2 mM; 2,1 veces

ln h ¿ b ¿ (U .ó n poA. 2-d^&OK¿gtuc.OÁa-6-¿o&^CLto. En la figura 42 se muestran 

los resultados de la inhibición producida por dGlc-6-P, en gráficos de 

Dixon y de Cornish-Bowden, usando MgATP como sustrato variable. En am 

bos gráficos las rectas se ¡ntersectan a la izquierda del eje de la or- 

denada, por encima (Dixon) o por debajo (Cornish-Bowden) de la abscisa, 

indicando una inhibición de tipo mixto. Por otra parte, la inhibición 

de dGlc-6-P con respecto a dGlc como sustrato variable, a concentración 

saturante de ATP, parecía indicar una inhibición ¡ncompetiti va. Sin em 

bargo, la inhibición producida por una concentración de NaCl de fuerza 

iónica semejante a la de dGlc-6-P fue muy similar, lo que invalida los 

resultados. La inhibición por KC1 de la glucoquinasa de hígado de rata, 

utilizando glucosa como sustrato fue descrita por Weiser y col. (1971). 

Una vez corregida por el efecto de fuerza iónica, la inhibición es muy 

baja, lo que sugiere una baja afinidad del dGlc-6-P por cualquier for

ma de enzima. En consideración a esto, no se continuaron los estudios.

La inhibición por el producto glucosa-6-fosfato de la gluco

quinasa cuando glucosa es el sustrato glucídico ha sido de diversa
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rig-ura U ,  Cu.n.vcu> d e  p / io g A .e & o  d e ,  l a  n . e a e c ¿ 6 n  d e  ¿ o¿> { ,o s i¿ JL a .c Z 6 n  
- e  2 - d e A o x ¿ g  Z u c o & a . . Las .mezclas de reacción contentan en un 
volumen final de Q,25.ml; al Tris-HCl 400 m M , pH 8,0; KC1 J00 

! OTT 4 mM; MgCl2 2,2 m M ; 2-desoxig 1 ucosa 20 m M ; ATP 4,2 mM 
Radiactividad específica 0,756 cpm/pmol] y 23 mil de glucoquí- 
*asa. b) M g C 1 o 4,44 m M ; ATP 0,4J mM Cradiactividad específica 
6,32 cpm/pmol! y todos los demás componentes iguales a la mez
cla anterior. En ambos casos la mezcla de reacción se incubó 
i 30°. C • ), llfC-ATP; ( O ), 1‘*C-ADP. Los valores se corri- 
jieron con los controles realizados en ausencia de 2-desoxiglu- 
cosa. La reacción se detuvo en los tiempos señalados sembran
do alícuotas de 10 yl sobre papel DE-celulosa como se indica 
en Materiales y Métodos.
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rigura 42. Gnd^lno dn Vlxon pana, ¿a I n h i b i c i ó n  dn g luco  qulna-  
•aa pon n i  pnoducto de l a  nnacc lón  Z-dn& oxlg l a n o s a - 6 ~{,ô > {¡ato 
cuando MgATP nó n i  &u¿tnato v a n ia b ln . Las condiciones del en
sayo fueron similares a las descritas en la figura 27. Las 
concentraciones de MgATP fueron 0,73 Y 3,6 mM ,La concentra
ción de 2-desoxíg1ucosa se mantuvo fija en 180 mM y el inhi
bidor varió en un rango de concentración de 0 a J 80 mM. El 
'ecuadro muestra el gráfico de Cornish-Bowden (dGlc/v en 
'unción de dGlc-6-P) a las dos concentraciones de MgATP.
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naturaleza según las comunicaciones de autores, posiblemente debido a 

que las condiciones de estudio no son comparables ydebido a la compleji

dad introducida por el carácter sigmoideo de la función de saturación 

con glucosa, no conocida en los primeros trabajos. Asf, con respecto 

al ATP como sustrato variable González y col. (1967) y Storer y Cornish- 

Bowden (1977) encuentran una inhibición competitiva, en cambio para Pa- 

rry y Walker (1966) sería mixta. La inhibición por glucosa-6-fosfato 

con respecto a glucosa como sustrato variable ha sido de difícil clasi

ficación. Parece ser de tipo mixto en ciertas condiciones, como concen

tración alta de glucosa ( > 10 mM) (Storer y Cornish-Bowden, 1977) y en 

las preparaciones envejecidas (González y col. 1967), es decir, cuando 

la función de saturación con glucosa aparece como hiperbólica. Por el 

Contrario, para Parry y Walker (1966) el glucosa-6-fosfato actuaría co

mo inhibidor competitivo de glucosa, a concentración saturante de ATP 

(5 mM) .

ln k ¿b .íc¿< fn  pon. MgAVP n u p z d t o  a. MgATP. Para probar el efecto inhibito

rio de MgADP, su concentración se varió entre 0 y 8 mM, mientras las 

concentraciones de MgATP eran variadas entre 0,7 y 6,A veces Kb y la 

concentración de dGlc se mantenía fija en 100 mM (5 veces K ). En un 

gráfico del recíproco de la velocidad en función del recíproco de la 

concentración de MgATP, a diferentes concentraciones del inhibidor, se 

obtuvieron líneas rectas intersectantes en el eje de la abscisa y a la
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izquierda de la ordenada (Fig. 43), lo que es propio de una inhibición 

no competitiva simple. Cuando estos mismos resultados se colocaron en 

un gráfico de Dixon (Fig. 44 A) y en uno de Cornish-Bowden (Fig. 44 B) 

se obtuvieron líneas rectas intersectantes en el eje de la abscisa y a 

la izquierda de la ordenada, confirmando el carácter no competitivo pû  

ro de la inhibición.

Estos resultados son compatibles con un mecanismo ordenado en 

que dGlc es el primer sustrato y ADP es el primero o segundo producto. 

También estos resultados serían compatibles con un mecanismo al azar en 

equilibrio rápido, si se formara un complejo de punto muerto E-dGlc-ADP.

Nuestros resultados concuerdan en líneas generales con los ob̂  

tenidos por Storer y Cornish-Bowden (1977) quienes encuentran un tipo 

mixto de inhibición. Sin embargo, la inhibición por MgADP con glucosa 

50 mM como sustrato glucídico no es lineal en un rango de concentracio

nes del núcleosido-tri fosfato entre 0,088 y 1,76 mM, en un gráfico de 

Dixon. Esta diferencia puede atribuirse a que la función de saturación 

es sigmoidea con glucosa y hiperbólica con 2-desoxiglucosa. Una condi

ción que dificulta el estudio de la acción del ADP y la comparación de

-  2+los resultados de diversos grupos es la concentración de Mg empleada.

2+Nosotros usamos un exceso de Mg de 1 mM, mientras Storer y Cornísh- 

Bowden (1977) utilizan 5 mM, que asegura una mayor proporción de ADP co 

mo MgADP (76 a 82%). El magnesio libre es un inhibidor de la glucoqui- 

nasa, lo que crea un grado de incertidumbre en estos análisis. La
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M g u r a  k 3 . G A .d {¡¿ c o  d e  d o b l e n  J i e c í p t i o c o ¿ >  p a a a  l a  I n h i b i c i ó n  de 
:  l u c o  q u l n a - i  a  poA e l  p r o d u c t o  Mg A V P  c u a n d o  Mg ATP e ¿  e l  ¿ > u 6 t a a -  
to  v a r i a b l e .  Las condiciones del ensayo fueron similares a 
as descritas en la figura A J . La concentración de MgATP varío 
intre 0,41 y 3,6 mM y la concentración de MgADP varió en un 
'ango de 0 a 8 m M . La concentración de M g C ^  se mantuvo 1 mM 
sobre la suma de las concentraciones de los nucleótidos y la 
:oncentrae ión de 2-desoxig1ucosa se mantuvo fija en 100 m M .
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r ¡gura b k .  I n h ¿ b ¿ c ¿ d n  d z  g ¿ u z o q u . ¿ n c u >  a  p o f i  z l  p r o d u c t o  Mg AVP  
¿ u a n d o  Mg ATP z ¿  z Z  ¿> u.¿>tfiouto v a f i Z a b  Z z . Gráficos según Dixon 
(A) y según Cornish-Bowden (B) del experimento de la figura 
**3.
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complejidad de la situación se ejemplariza en las antiguas observacio

nes de Parry y Walker (1966), quienes encontraron diferentes tipos de

inhibición por ADP, con ATP y con glucosa como sustratos variables, de_

2+pendiendo de la concentración de Mg en el medio. Estos autores no 

usaron en ningún experimento un exceso molar de magnesio sobre la suma 

de ambos nucleótidos.

l n k ¿ b ¿ c ¿ ó n  d e  MgAVP c o n  fieA pecX o a  d G Z c. Para analizar el efecto inhj_ 

bitorio de MgADP respecto a dGlc se hicieron los gráficos de Dixon y 

de Cornish-Bowden. Se ha hexho un experimento a concentración alta de 

ATP (3,6 mM) y uno con ATP 1.2 mM y los resultados no fueron muy satis_ 

factorios, pues hay puntos que se escapan a las líneas razonables tra

zadas a ojo en ambos gráficos, dentro de conjuntos relativamente peque_ 

ños de puntos. Eliminando estos puntos y calculando las líneas de ne 

gresión por el método de los mínimos cuadrados pueden obtenerse gráf_i_ 

eos que sugieren una inhibición de tipo mixto, con un componente com

petitivo predominante. En efecto, en el gráfico de Dixon (Fig. 45 A) 

el punto de concurrencia estaría en el segundo cuadrante (súpero-iz- 

quierdo), mientras en el de Cornish-Bowden (Fig. 45 B) las líneas se 

intersectan en el tercer cuadrante (infero-izquierdo), razonablemente 

en un punto. Las constantes de inhibición serían las siguientes:

Kis, del gráfico de Dixon, igual a 2,95 ± 0,25 y Kii, según Cornish- 

Bowden, igual a 36,84 ± 8,97. Resultados parecidos y con ¡guales
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rigura A5 . lnk¿b¿c¿6n de g  ¿u l c . o  qu¿na¿a p o A  e£ p r o d u c t o  Mg A V P  
-tia n d o  2 - d t - i > o x ¿ g ¿ u . c o ¿ a .  dí> e£ ¿u¿tAato vaA¿ab¿z. Gráficos se- 

Di.xon (A) y según C or n i s h - Bowd en (B). Las condiciones 
:el ensayo fueron similares a las descritas en la figura ^3. 
-= concentración de dGlc varió entre 20 y 100 mM y la concen 
■'ación de MgATP se mantuvo fija a 3,6 mH. Las flechas i n d i - 
:an los puntos eliminados para el cálculo de las líneas de 
'egresión.
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incertidumbres se obtuvieron con ATP 1,2 mM. Es obvio que habrá que 

repetir estos experimentos para dar mayor fuerza a las conclusiones.

Los resultados serían compatibles con la operación de un me_ 

canismo ordenado con dGlc como primer sustrato, y MgADP como último 

producto y la formación de un complejo de punto muerto E-dGlc-MgADP, 

por lo que el componente competitivo sería muy importante. Sin embar

go, también sería compatible con un mecanismo al azar en equilibrio 

rápido, donde habría también que considerar la posible formación de 

un complejo de punto muerto.



DISCUSION

El comportamiento cinético de la glucoquinasa con glucosa es s¡£ 

moideo (Niemeyer y col., 1975b; Storer y Corn ¡.sh-Bowden, 197b). Para ex̂  

plicar este comportamiento se han presentado dos modelos. En uno se pos_ 

tula un orden estricto de interacción de los sustratos (glucosa como pr_i_ 

mer sustrato) y de los productos con la enzima, la que experimentaría 

transiciones conformacionales mnemónicas (Storer y Cornish-Bowden, 1977). 

En otro se propone que el orden de interacción de los sustratos es al a- 

zar con rutas preferenc¡ales según la concentración relativa de los sus

tratos y la enzima se encontraría al menos en. dos conformaciones (Cár

denas y col., 1979).

Los estudios en velocidad inicial, así como los de inhibición con 

inhibidores de punto muerto y con productos, utilizando 2-desoxiglucosa 

como sustrato glucídico, no han permitido conocer en forma inequívoca el 

orden de interacción de los sustratos con la enzima. En efecto, algunos 

resultados pudieron interpretarse como si operara un mecanismo al azar, 

en que hubiera una ruta preferente de acuerdo con la concentración de 

ATP: a menor concentración del nucleótido, el camino cinético preferido 

sería la unión de la enzima libre a la dQlc, mientras que a altas concen_ 

traciones relativas de ATP, este podría ser el primer sustrato. Sin em

bargo, otros experimentos más bien apoyan un orden estricto de adición

124
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de sustratos a la enzima, con dGlc como primer sustrato. Es por esto, 

que hemos utilizado la protección por sustratos, productos y análogos 

contra la inactivación de la enzima por DTNB y por rosa de bengala como 

complemento de los estudios cinéticos, que contri bu irfa a su mejor inte£ 

pretación.

Discutiremos primero la validez de las constantes de disociación 

calculadas a partir de los experimentos de protección en contra de la 

modificación química y la relación entre estos experimentos y el mecanis_ 

mo cinético. Luego discutiremos los resultados cinéticos, apoyándolos 

con los de protección.

VoJUAzz d<¿ íoá con¿tante¿ de dUj>ocJjxcJ.6n gluco qu¿ncu>a.-¿¿gando*. Como 

se comentó anteriormente (p. 6A ) existiría una interacción reversible 

entre el DTNB y la glucoquinasa, previa a la modificación irreversible. 

Esta situación permite postular un modelo para explicar el efecto prote£ 

tor de los sustratos glucídicos (dGlc y G1c) y del producto ADP, en el 

cual la formación de un complejo glucoqui.nasa-1 ¡gando, impediría la unión 

del DTNB a la enzima o desplazaría al DTNB reversiblemente unido a ella. 

El modelo es válido para el tratamiento cinético de la inactivación de 

enzimas por diversos reactivos, incluyendo los modificadores de afinidad 

(Kitz y Wilson, 1962; Fahrney y Gold, 1963; Mares-Guía y Shaw, 1967; M£ 

loche, 1967; Malcolm y Radda, 1970; Connolly y Trayer, 1979a) y autoriza 

adaptar los resultados a ecuaciones, en que se formula una competencia
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entre el ligando y el reactivo modificador por la misma forma de enzima, 

como ocurre en la inhibición competitiva de una reacción enzimática. Sin 

embargo, nuestros resultados no descartan otros modelos de inactivación, 

en que se postule,por ejemplo la formación de un complejo enzima-DTNB- 

1 igando, que podrfa permitir un tratamiento algebraico similar a los o- 

tnos tipos frecuentes de inhibición de una reacción enzimática incompe

titiva, no-competitiva, pura o mixta. Como ya mencionamos (p. 76) algû  

nos experimentos preliminares indican que una conducta similar al de u- 

na inhibición no-competitiva pura explica la interacción del DTNB y los 

sustratos glucídicos con la glucoquinasa (Monasterio y col., 1980).

La protección por los ligandos glucfdicos y por ADP fue dependiera 

te de la concentración de éstos, lo que nos permitió estimar las cons

tantes de disociación enzima-ligando.

Tanto si el DTNB y el ligando compiten por una misma forma de en_ 

zima, como si el DTNB y el ligando se unen simultáneamente a la enzima 

sin modificarla covalentemente, la relación entre el recíproco de la cons_ 

tante de inactivación y la concentración del ligando es lineal, como en 

un gráfico de Dixon. Los valores de la intersección en la abscisa dif¡£ 

ren según sea el modelo de interacción que mejor se adapte a los resulta^ 

dos experimentales, de acuerdo a las ecuaciones correspond¡entes(Apéndice 

A; p. 181). En efecto, si se formula una competencia en la unión del 

modificador y el ligando con la enzima, vale la siguiente ecuación:
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1 1  Kd 1 Kd

--- = --- O  + ------  ) + --- ( ---------  ) x L
k. k2 (DTNB) k2 Kq (DTNB)

donde k. es la constante de inactivación observada; K, y K„ son las cons i d D —

tantes de disociación enzima-DTNB y enzima-ligando respectivamente; k2 

es la constante de velocidad del paso E-DTNB a E. + TNB y L es la concen_ 

tración del ligando (ecuación correspondiente al modelo a, según se derj_ 

va en el Apéndice A, p. 181) . En este caso la intersección de la recta

con la abscisa corresponde a una aparente, y depende de la concentra-
. . DTNB .

cion del modificador DTNB, pues K. = K. (1 + —--- ). Se puede conod ap d „ -
Kd

cer el valor verdadero de al realizar los experimentos de protección 

a diferentes concentraciones de DTNB (ver Apéndice A, p.182) en cuyo ca

so se produce un punto de concurrencia de las diversas rectas por encima 

de la abscisa y está dada por la proyección del punto a la abscisa 

(Apéndice A, p.182).

Los resultados de Monasterio y col. (1980) señalan que en la pro

tección por glucosa (y 2-desoxiglucosa) contra la inactivación de la glu- 

coquinasa por DTNB, operaría una interacción del tipo no-competitivo pu

ro, cuya expresión algebraica corresponde a la siguiente ecuación (Apén

dice A, ec. 53 p. 185 ), en la que los términos t ienen el mi smo significa

do que en la ecuación anterior:
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donde k. es la constante de inactivación observada: K, la constante de i ’ d

disociación del complejo E-DTNB y la constante de velocidad máxima

de inactivación obtenida cuando DTNB es infinito (ver Apéndice A, p.185)- 

Si hay otras proteínas presentes que unan DTNB el valor de la constante 

de disociación enzima-DTNB será sobreestimado, es por esto que nuestra 

constante de disociación es sólo aparente. Más importante nos parece a- 

nalizar, aunque brevemente, la influencia que tendrían las proteínas con_ 

taminantes y por lo tanto la concentración de DTNB libre, sobre las cons_ 

tantes de disociación de los complejos enzima -ligandos. Un análisis a]_ 

gebraico en que se considera al DTNB como el sustrato de una enzima y al 

ligando como un inhibidor, permite llegar a la conclusión que son varias 

las posibilidades teóricas. Ellas requieren sin embargo, para ser exa£ 

tas, que la desaparición de DTNB debida a las proteínas contaminantes, 

sea proporcional a la concentración de DTNB, lo que sólo se cumple si: 

las constantes cinéticas de segundo orden del DTNB con las otras proteja 

ñas son menores que las de la glucoquinasa con DTNB y si la constante 

de disociación de las proteínas contaminantes con DTNB son valores tales 

que permiten reacciones de seudo-prímer-orden. Estas dos circunstancias 

harían que no se titulen las proteínas contaminantes con el DTNB, antes 

que termine la primera fase de inactivación de la glucoquinasa con DTNB.

La interacción del ligando y del DTNB pueden resultar, según el 

análisis algebraico, como interacciones competitivas, no-competitivas y 

de tipo mixto. Sólo en el caso en que es de tipo no-competitivo puro
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bastaría una concentración no saturante de DTNB cercana a su K̂ , para de 

terminar la constante de disociación enzima-ligando. Sin embargo, si es 

de tipo competitivo o mixto, se requiere al menos dos concentraciones de 

DTNB para determinar K^. Los experimentos pertinentes mostraron que al 

menos para la glucosa y la 2-desoxiglucosa la protección por ligandos 

contra la inactivación por DTNB es de tipo no-competitivo puro (Monasterio 

y col., 1980).

Esta situación explica que los valores de ^  obtenidos en los 

experimentos de inactivación sean extraordinariamente semejantes a los 

valores de las constantes cinéticas. La gran disparidad entre los valo- 

res cinéticos y los valores deducidos de experimentos de inhibición por 

DTNB en hexoquinasa A de cerebro, podrían tener una explicación en el tj_ 

po de interacción de la enzima con el ligando y el DTNB para analizar 

los resultados experimentales.

Así Wilson (1978) encuentra valores de K, para glucosa de alrede-d

dor de 0,25 mM que son más de diez veces superiores a las constantes ci

néticas estimadas en velocidad inicial por Thompson y Bachelard (1977).

Su discusión se hace alrededor de la validez de los mecanismos cinéticos 

propuestos para hexoquinasa. Por otro lado, como se mencionó anterior

mente, Redkar y Kenkare (1975), calcularon valores para la constante de 

disociación hexoquinasa-glucosa, que fueron menores que las constantes 

cinéticas, pero en este caso los autores supusieron una interacción com 

petitiva y corrigieron por tanto los valores experimentales con los
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de la concentración de DTNB empleado y la constante de disociación enzi- 

ma-DTNB estimada por ellos. Estas correcciones disminuyen apreciablemen_ 

te los valores experimentales.

R e l a c i ó n  e n t r e  e l  m eca n ism o  c l n í t l c o  y l a  p r o t e c c i ó n  p o r  l i g a n d o -ó c o n t r a  

l a  i n a c t i v a c i ó n  p o r  VTW8. La relación entre la protección por sustra

tos y productos contra un agente modificador de una enzima y el orden de 

interacción de los 1igandos en el mecanismo cinético, fue demostrada 

por S Lid i (1970) en estudios sobre la inactivación por calor de la lacta- 

to-deshidrogenasa. Esta metodologfa le permitió a Wilson (1978, 1979) 

establecer una relación entre los cambios conformacionales putativos 

inducidos por 1igandos (sustratos, inhibidores y productos) y el mecani^ 

mo cinético de la hexoquinasa de cerebro de bovino,dando apoyo a la ope

ración de un mecanismo al azar de adición de sustratosy productos.

Con el mismo enfoque analizaremos el efecto protector de glucosa, 

2-desoxig1ucosa, ADP y AMP sobre la inactivación por DTNB. Como se mos

tró la protección producida por los azúcares no es afectada por la pre

sencia de MgATP. Una interpretación muy probable es que la glucosa sea 

capaz de unirse tanto a la enzima libre como al complejo enzima-ATP pa

ra producir un cambio conformaci onal de la enzima que impida la unión 

del DTNB como ya se comentó. Se darfa asf apoyo a la postulación de un 

cambio conformaciona1 propuesto en los estudios cinéticos de StoreF y 

Cornish-Bowden (1977) y de Cárdenas y col. (1978; 1979).
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La protección ejercida por los diversos nucleóti.dos es diferente. 

Así, mientras ATP ejerce una muy pequeña protección, AMR y ADP tienen 

un franco efecto protector y la presencia simultánea de ATP parece no rê  

ducir este efecto. La protección por nucleótidos es improbable que co

rresponda a un impedimento estérico, por superposición del sitio de u- 

nión de ellos, con el del DTNB. Sin embargo, puede proponerse un cambio 

conformacional, similar al postulado para glucosa aunque todavía no se 

han efectuado experimentos que permitan clarificar la situación. La con 

formación insensible al DTNB, explicaría la protección producida tanto 

por el ADP como por AMP. s

La dependencia parabólica de la protección con respecto a la con̂  

centración de AMP indica que su efecto protector no es simple. Este 

comportamiento de AMP sugiere que se puede unir a más de un sitio. Su

poniendo que esto es verdad, y linearizando este efecto, el valor de la

interacción en la abscisa cuando 1/k! , es cero (Kn ) fue de 10,5i obs D ap

mM, igual que la constante de disociación obtenida a partir de los estu  ̂

dios cinéticos.

Es curioso que ATP y MgATP no tengan el mismo efecto que 

AMP y ADP, si tienen una estructura parecida. La causa parece deberse 

a la presencia del fosfato gama en el ATP. Gran controversia ha existi

do para explicar la inhibición competitiva entre g 1ucosa-6-fosfato y 

MgATP en las hexoqui.nasas de levadura y de cerebro bovino (Fronmn y Zewe, 

'962b; Grossbard y Schimke, 1966; Wettermark y col., 1968). La
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explicación más aceptada es la existencia de un sitio para el fosfato 

gama en el sitio activo que serfa reconocido por el azúcar-fosfato y el 

ATP (Casazza y Fromm, 1976). Basándose en este hecho y en que Glc-6-P 

es un inhibidor competitivo respecto a MgATP también para glucoquinasa 

(Storer y Cornish-Bowden, 1977), podríamos decir que la unión de gluco- 

sa-6-P y de MgATP al sitio del fosfato no sería capaz de producir el cam 

3¡o conformacional necesario para impedir completamente la reacción 

:el DTNB con la enzima y en el caso de glucosa-6-fosfato, más bien in- 

puciría un cambio que la favorecería. El 10% de protección por ATP ind_í_

â una interacción entre la enzima y el nucleótido. Los resultados de
s

protección por ATP de la inactivación de la glucoquinasa por rosa de ben̂  

gala también lo indican y abren la posibilidad de estudiar la unión de 

i,p a la enzima de manera similar a como se ha hecho con los azúcares 

a través de la inactivación por DTNB. Una explicación alternativa es que 

i MgATP y Glc-6-P sólo puedan unirse y dar la conformación insensible al 

- NB cuando Glc y MgADP ya estén unidos, respectivamente. Este último 

pomportamiento es el que corresponde a un mecanismo cinético con una se- 

pjencia ordenada de interacción de los sustratos y de los productos, en 

a cual el azúcar es el primer sustrato y ADP el último producto, como 

propusieron Storer y Cornish-Bowden,(1977). La operación de un mecanis- 

■X) al azar con ruta preferencial (Niemeyer y col., 1978; Monasterio,

?78), en el cual la unión de MgATP a la enzima libre sería menos favo

rable que la unión al complejo enzima glucosa, también podría explicar
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la baja protección ejercida por el MgATP.

O .tdtn de CL&ícÁón de toi> 6uA tA & to¿ . Los diagramas de intersecciones, 

de los resultados cinéticos en velocidad inicial, obtenidos con dGlc y 

MgATP como sustratos, indican claramente que el mecanismo de adición 

de los sustratos es en secuencia. Tanto para un mecanismo en secuencia 

ordenada en regimen estacionario, como al azar en equilibrio rápido, se 

cumple la ec. 2 (ver Apéndice A, p . 143 )• Los valores de las constan

tes cinéticas K y K. para dGlc, obtenidos de esta ecuación son concor a i a —

dantes con los que pueden calcularse a partir de los estudios de inhih_¡_

ción por los análogos GlcNAc y AMP. El valor de K. (40,67 ± 3,3 mM)I 3

que corresponde a la constante de disociación del complejo binario en-

zima-dGlc es similar al de K.. (30 mM) calculado a partir de los es-D ap

tudios de protección contra la inactivación de la enzima por DTNB.

Los resultados de inhibición con GlcNAc, análogo de dGlc, indj_ 

can que dGlc no puede ser el segundo sustrato en un mecanismo ordenado

estricto. Sólo son compatibles con un mecanismo en secuencia ordenada

de adición de sustratosdonde dGlc fuese el primer sustrato, (vía supe

rior en el esquema II) o con un mecanismo al azar (operación simultá

nea de las dos rutas mostradas en el esquema II).

La constancia de Kis (Tabla V) para la inhibición de GlcNAc res_ 

pecto a dGlc, es compatible con un mecanismo ordenado estricto. Sin 

embargo, si las constantes de disociación de GlcNAc desde los
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Esquema ll. Secuenc.¿a. de a d i c i ó n  de l o  a ¿ u  ¿ t A . a l o ¿  a. la . g l u c o -  
q u l n a & a . . La vía J indica la ruta principal de adición de los 
sustratos a la enzima. El significado de las abreviaturas se 
encuentra descrito en el texto.
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complejos enzima-GlcNAc y enz¡ma-Mg-ATP-GlcNAc tuviesen el mismo valor, 

nuestros resultados serían compatibles con un mecanismo al azar en equ_i_ 

librio rápido (Thompson y Bachelard, 1976). Los valores de K. calcula

dos para GlcNAc cuando MgATP fue el sustrato variado tampoco nos permi

ten discriminar entre un mecanismo ordenado con dGlc como primer sustra_ 

to y uno al azar en equilibrio rápido (Resultados, p. 98). Sin embargo, 

sus valores son consistentes con los de K. (Kis), cuando dGlc era el susi —

trato variado, al suponer un mecanismo ordenado (Tabla V).

La inhibición incompetitiva de AMP respecto a dGlc, a bajas concen-
Sv

traciones de MgATP, es propia de un mecanismo ordenado, donde el nucleó- 

tido es el segundo sustrato. Sin embargo, la inhibición mixta a altas 

concentraciones de MgATP es propia de un mecanismo al azar. La inhibi

ción incompetitiva descarta un mecanismo al azar en que ambas rutas 

coeren durante el ciclo catalítico. Así, una explicación para estos re_ 

c.ltados, sería la operación de un mecanismo al azar con una ruta pre- 

'erencial muy marcada (vía 1 en el esquema II) donde se forzaría la o- 

t'a vía al aumentar la concentración de MgATP. Por otro lado, estos 

'esultados también serían compatibles con la operación de un mecanismo 

crdenado estricto (vía 1 del esxjuema ll), donde AMP se uniera débilmen_ 

~-t al sitio de la 2-desoxi gl ucosa. Este comportamiento, cuando dGlc es 

el sustrato variado, obedecería a la siguiente ecuación:
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donde K. y K. son las constantes de disociación de los complejos E-AMP 

y E-dGlc-AMP respectivamente (Apéndice A, p. 169).

Por medio de la ecuación podemos interpretar los resultados de 

la siguiente manera: A bajas concentraciones de MgATP, el AMP se uniría 

principalmente a la especie E-dGlc, afectando sólo la intersección (¡n- 

nibición incompetiti va). A concentraciones saturantes de MgATP, el AMP 

sólo podría unirse a la enzima libre, afectando principalmente la pen

diente (componente competitivo). Con concentraciones intermedias de 

“gATP se afectarían tanto la intersección como la pendiente (inhibición 

~¡xta) . (Para una mayor explicación ver Apéndice A, pág. 168 - 171).

La constante de inhibición (K.(Kis) = 10,57 ± 0,52 mM) para AMP 

respecto a MgATP (Tabla VI) fue similar a la calculada cuando dGlc fue 

el sustrato variado (K.(Kis) = 11,72 ± 0,92 mM). Estos valores son coii 

sistentes con el valor de 10,5 mM obtenido del experimento de protección 

por AMP contra la inactivación por DTNB, al suponer que AMP se une a dos 

sitios simultáneamente sobre la misma forma de enzima. Estos resultados 

darían apoyo a la suposición que AMP puede unirse al menos a dos formas

de enzima diferentes.
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Los resultados de inhibición por el producto MgADP dan apoyo a

un mecanismo ordenado con dGlc como primer sustrato y MgADP como último

producto. No se puede descartar, sin embargo, un mecanismo al azar en

equilibrio rápido con la posible formación de un inhibidor de punto

muerto. El valor de Kis (2,95 ± 0,25 mM) para la inhibición de MgADP

respecto a dGlc fue similar al valor de (3,1 mM) de ADP en losD ap ’

experimentos de protección contra la inactivación por DTNB. Este re

sultado apoya el hecho que ADP pueda unirse a la enzima libre durante 

el ciclo catalft ico.

Recientes estudios de inhibición con C rAJP, análogo de MgATP,

muestran que la inhibición respecto a dGlc fue más bien incompetitiva

en todo el rango de concentraciones de MgATP usado (entre 0,5 y 6,7

veces K ). Estos resultados apoyan un mecanismo ordenado en el cual m

dGlc es el primer sustrato. Sin embargo, el pequeño componente compe

titivo observado, podría ser consecuencia de un flujo reducido a tra

vés de la vía donde MgATP es el primer sustrato.

Como conclusión podríamos decir que nuestros resultados son 

compatibles con la operación de un mecanismo ordenado en que dGlc es 

el primer sustrato, pudiendo también ser esta vía la más importante en 

un mecanismo al azar con ruta preferencial de acuerdo a los siguientes 

resultados:

1. Diagramas intersectantes de velocidad inicial.
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2. Inhibición competitiva de GlcNAc respecto a dGlc, con un valor de 

Kis independiente de la concentración del segundo sustrato (sólo es com 

patible con un mecanismo al azar en equilibrio rápido si las constantes 

de disociación de los complejos E-l y E-S-l son iguales).

3. Inhibición no competitiva de glucosamina respecto a MgATP con valores 

de Kis y Kii dependientes déla concentración del primer sustrato dGlc.

4. Inhibición competitiva de AMP respecto a MgATP, con un valor de Kis 

dependiente de la concentración de dGlc.

5. Inhibición incompetitiva de AMP respecto a dGlc a bajas concent rae 

nes de MgATP, con valores de Kii dependientes de la concentración de 

dGlc.

6. Inhibición mixta de AMP respecto a dGlc a altas concentraciones de 

MgATP, con valores de Kis y Kii dependientes de la concentración de 

MgATP.

7. Inhibición mixta, principalmente competitiva, de MgADP respecto a 

dGlc, y no competitiva respecto a MgATP.



APENDICE A

CINETICA ENZIMATICA

La glucoquínasa (EC 2.7.1.2) cataliza la reacción de transfe

rencia del fosfato gama del ATP al carbono 6 de la hexosa a través de 

la siguiente reacción:

Glucoquínasa
Hexosa + MgATP ------------- *- Hexosa-6-P + MgADP + H

Si la reacción se realiza a pH constante, el protón no se co£ 

sidera como producto y, por lo tanto, el análisis cinético puede 1imi
*i —

tarse a la unión de dos sustratos y la formación de sólo dos produc

tos (Hexosa-6-P y MgADP).

En la reacción catalizada por la glucoquínasa, los productos 

pueden aparecer sólo después que ambos sustratos se hayan unido a la 

enzima (mecanismo de reacción en secuencia) o bien, el primer producto 

puede aparecer antes de la unión del segundo sustrato (mecanismo ping- 

pong). Las ecuaciones de velocidad para ambos mecanismos son diferen_ 

tes y, por lo tanto, un estudio cinético permite descartar uno de e- 

llos para una enzima particular.

Para analizar las ecuaciones de velocidad, consideremos a mo

do de ejemplo, un mecanismo en secuencia Bi Bi (Cleland, 1970). Este

1A0
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mecanismo puede representarse de la siguiente manera:

En este esquema, E representa la forma de enzima libre, EA y 

EB son complejos enzima-sustrato y EP y EQ son complejos enzima-produc

to; (EAB-EPQ) representa la isomerización del complejo ternario central 

de acuerdo a la nomenclatura propuesta por Cleland (1963a).

Como vemos en el esquema anterior, la unión de los sutratos a 

la enzima puede realizarse en forma ordenada, si la reacción ocurre a 

través de una de las dos vías señaladas, o bien al azar si la reacción 

ocurre a través de las dos vías simultáneamente. Para un mecanismo en 

secuencia ordenada B¡ Bi, asf como también para un mecanismo al azar en 

equilibrio rápido (es decir, cuando la etapa limitante de la reacción 

es la ínterconversión del complejo central o bien la salida de uno de 

os productos), la ecuación general de velocidad está dada por la siguieii 

te expresión:
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(D

En esta ecuación, representa la velocidad máxima en el se£

tido directo de la reacción, K , K, , K y K son las constantes de Mi-’ a ’ b’ p q

chaelis para los reaccionantes y K. , K., , K. y K. representan las 
r  1 ia’ ib’ ip iq

constantes de inhibición cuando A, B, P y Q respectivamente son usados

como inhibidores.

ANALISIS VE LA REACCION EN C0NVIC10NES VE VEL0C1VAV INICIAL

Ec.uacÁj6n de veZocÁcLad. inZoÁaJL. En condiciones de velocidad inicial la 

concentración de los productos se hace igual a cero. Por lo tanto, al 

eliminar los términos de la ecuación general de velocidad que contienen 

los productos, obtenemos la siguiente ecuación de velocidad inicial:
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(2 )

Esta ecuación corresponde a una hipérbole asintótica. Para

analizar, por medio de un gráfico, la correspondencia de los resulta

dos experimentales con la ecuación planteada y obtener los valores de 

las constantes cinéticas, es conveniente linearizar esta ecuación. Pa 

ra ello pueden emplearse tres métodos basados en el valor recíproco de 

la ecuación.

METOVOS VE L1N EARU ACJ0N  VE LA ECUACION VE VELOCIVAV IN IC IA L

1. M étodo  d i  LíneJA)ia.veA-BuA.k. Cuando A es el sustrato variable y B se 

mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente 

ecuación (Lineweaver y Burk, 193*0:

(3)

Cuando B es el sustrato variable y A es fijo se tiene que:

(*0



2 .  M&todo d<L E a d í z - H o f a í t z . Cuando A es el sustrato variable y B se 

mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente 

ecuación (Hofstee, 1959):

(5)

Cuando B es el sustrato variable y A es fijo, se tiene que:

(6)

3. lÁCtodo do. H crn u  -W oot{¡. Cuando A es el sustrato variable y B se 

mantiene en concentraciones fijas variables, se obtiene la siguiente 

ecuación (Hanes, 1932; Woolf, 1932):
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(7)

Cuando B es el sustrato variable y A es fijo, se tiene que:

K

B Kb Kía 0  + 7 ’
--------- ( 1 + ------  ) + ------------  B. (8)
v B A V

De estos tres métodos el más usado ha sido el de Lineweaver- 

Burk o de los dobles recíprocos. Sin embargo, después del análisis 

hecho por Dowd y Riggs (1965) con respecto a la confiabilidad de los 

valores de las constantes cinéticas obtenidas a partir de cada uno de 

ellos, el método de los dobles recíprocos ha perdido popularidad. Por 

esto, tiende a emplearse con mayor frecuencia el método de Hanes, que 

es el que da mayor confianza a los valores de las constantes (Wilkin- 

son, 1961). Sin embargo, el método de los dobles recíprocos es muy 

útil, al analizar cualitativamente los resultados, para conocer acerca 

del mecanismo cinético.

Para obtener los valores de las constantes cinéticas se emplean 

los gráficos secundarios, es decir, los valores de las pendientes y de
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las intersecciones en función de la concentración del sustrato corres

pondiente. Si se utilizan Jas tres transformaciones de la ecuación de 

velocidad inicial, y se comparan los valores obtenidos, se puede tener 

una mayor confianza en dichos valores.

DIFERENCIAS EN LAS RELACIONES VE VELOCIVAV IN IC IA L PARA MECANISMOS thh  

SECUENC.IA V PING-PONG

La ecuación de velocidad inicial para un mecanismo en secuen

cia (ec. 2) nos muestra que en un gráfico del inverso de la velocidad 

en función del inverso de la concentración de uno de los sustratos a 

diferentes concentraciones fijas del otro sustrato, se obtendrán lí

neas rectas que se ¡ntersectarán a la izquierda del eje de la ordena

da. En cambio para un mecanismo ping-pong (Cleland, 1963a), se obten

drá una familia de rectas paralelas, como lo demuestra el análisis de 

la siguiente ecuación de velocidad inicial, que describe a este tipo 

de mecanismo cinético:

(9)
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Por lo tanto, se puede diferenciar un mecanismo en secuencia

(líneas intersectantes) de uno ping-pong (líneas paralelas) a través 

de estudios de velocidad inicial, en que se analice la relación entre 

en valor recíproco de la concentración de uno de los sustratos, mien

tras el otro sustrato se mantiene fijo a diferentes concentraciones.

Ot/o modo de diferenciar entre un mecanismo en secuencia de 

uno ping-pong es llevar la concentración de los dos sustratos en rel£ 

ción constante y hacer el gráfico del recíproco de la velocidad en fu£ 

ción del inverso de la concentración de cualquiera de los dos sustratos 

(Gulbinsky y Cleland, 1968; Garcés y Cleland, 1969; Tsopanakis y He- 

rries, 1975). Al hacer este gráfico para un mecanismo ping-pong se 

obtiene una línea recta de acuerdo a la siguiente ecuación:

donde x = B/A

En cambio para un mecanismo secuencial se obtiene una parábo 

la que obedece a la siguiente ecuación:

( 10)

(ID
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Desde la intersección de la parábola con el eje vertica l se 

puede obtener el va lor verdadero de la velocidad máxima.

A N A LISIS VE LA REACCION CONSIVERANVO LA PARTICIPACION VE LOS PROVUC- 

TOS

En presencia de los productos de la  reacción aumenta el núme

ro de términos en el denominador de la ecuación de velocidad, debido a 

que aumenta el número de especies de enzima presentes en la reacción. 

Los productos se comportarán, entonces, como inhibidores de la reac

ción d irecta. Para ana lizar  el comportamiento de uno de los productos, 

se considera en la ecuación la presencia de ese producto haciendo igual 

a cero la concentración del otro. Si suponemos que la reacción ocurre 

a través de un mecanismo en secuencia ordenada, la ecuación para los 

dobles recíprocos cuando está presente Q., y se varía  A a diferentes  

concentraciones f i j a s  de B, es la siguiente:
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( 12)

Por otro lado, cuando en presencia de Q se varía la concentra

ción de B a diferentes concentraciones fijas de A, se obtiene la siguiera 

te ecuación para los dobles recíprocos:

Al analizar las ecuaciones, se observa que cuando el sustrato 

variable es A, el producto Q sólo afecta la pendiente de la recta obt£ 

nida, por lo tanto, las líneas obtenidas al dibujar el gráfico de los 

dobles recíprocos, se intersectarán en un punto común en la ordenada, 

mostrando un típico gráfico de inhibición competitiva. Por otro lado, 

cuando el sustrato variado es B, el producto Q afecta tanto a la pen

diente como la intersección y las rectas se intersectarán a la i.zquie_r 

da de la ordenada, mostrando una inhibición de tipo mixto.

---------- ——)+ —  0 +  — •) 0 + ----------t— ) — (13)
K. (1+ —  ) V A K. (1+ -  ) B
,q K ,q K.
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Del gráfico secundario de las pendientes en función del recípro

co de la concentración de B, se obtiene una constante de inhibición apa 

rente Kis = K. cuando A es el sustrato variable. Al hacer el mismo a-
• q

nal ¡sis, cuando B es el sustrato variable, se obtiene que Kis = K.^

(1 + A/K. ). Del gráfico de las intersecciones en función del recípro-
I d

co de la concentración de dGlc se obtiene una constante de inhibición 

aparente K¡i dada por Ki i = K. (1 + A/K ).
I Cj 3

Para analizar la participación del otro producto en la reacción 

se sigue un procedimiento similar al anterior (Cleland, 1963b).

INHIBICION VE PUNTO MUERTO CON INHIBIDORES VE ESTRUCTURA SEMEJANTE A 

LOS SUSTRATOS.

Un inhibidor se caracteriza por disminuir la velocidad de la 

reacción, pues se une a la enzima disminuyendo así el número de espe

cies productivas presentes mientras ocurre la reacción. Si se ob

serva la ecuación de velocidad inicial, al aumentar los términos en 

el denominador se está disminuyendo la velocidad como en el caso de 

la inhibición por los productos.

Un inhibidor de punto muerto es aquel que sin ser sustrato o 

producto de la reacción es capaz de formar complejos reversibles con 

una o más formas de la enzima. Estos complejos se denominan complejos 

abortivos, ya que no participan en la reacción y sólo pueden disociar^ 

se en E' + I, donde E1 representa cualquier forma de la enzima e I el
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inhibidor. (Cleland, 1970).

De acuerdo al comportamiento de los inhib idores,la inhibición 

ha sido clasificada en tres tipos: inhibición competitiva, inhibición 

mixta (un caso particular de ésta es la inhibición no competitiva pu

ra) e inhibición ¡ncompetiti va (Fromm, 1975). El análisis de estos 

tres tipos de inhibición ha sido hecho fundamentalmente para mecanis

mos de reacción en que participan un sustrato y un producto. En estos 

casos se dice que la inhibición es de tipo competitivo cuando el inhi

bidor es capaz de reaccionar sólo con la enzima libre; de tipo incomp£ 

titivo cuando el inhibidor reacciona sólo con la especie enzima-sustra_ 

to y de tipo mixto cuando el inhibidor puede reaccionar con ambas 

formas de la enzima.

En una reacción en que participa más de un sustrato y un pro

ducto, el análisis se ha hecho más bien desde un punto de vista gráfi

co, al igual como en el caso de la inhibición por los productos. Como 

se dijo antes, el método gráfico de los dobles recíprocos ha sido el 

más común para analizar cualitativamente un mecanismo cinético. De 

allí que también en el análisis de los inhibidores de punto muerto se 

haya empleado este método. Así, una inhibición es de tipo competitivo 

sólo si se modifica la pendiente en un gráfico de dobles recíprocos 

cuando está presente el inhibidor. La inhibición es incompetitiva si 

se modifica sólo la intersección, pero si se modifican tanto la pendien^ 

te como la intersección la inhibición es de tipo mixto (Cleland, 1963b).
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Andlí&ló del efecto de. lo¿> inkíbidoAei de. punto mueJito. Recientemente 

se ha tratado de precisar, tanto el tipo como el mecanismo de la inhib_i_ 

ción para reacciones en que participan dos sustratos y dos productos.

Es por esto que además del método de los dobles recíprocos, para anali

zar el efecto de los inhibidores y calcular sus constantes de inhibición, 

se ha empleado el método de Dixon (1/v en función de l) (Dixon, 1953) y 

el método de Cornish-Bowden (S/v en función de l) (Cornísh-Bowden,

197*0 • Por medio de gráficos secundarios de pendientes e interseccio

nes se han obtenido los valores de las constantes de inhibición. El 

problema que surge de este tipo de cálculos es saber si las constantes

de inhibición calculadas son verdaderas constantes termodinámicas. Pa
* —

ra resolver este problema, Thompson y Bachelard (1976) han propuesto 

cómo cálcular las verdaderas constantes de disociación, considerando 

el mecanismo cinético de la reacción.

Analicemos este método para d is t in to s  mecanismos en secuencia

Bi Bi.

I. Mecanismo en secuencia ordenada.

a. I n h i b i c i ó n  c o m p e t i t i v a  c o n  A e ó p e c t o  a l  ¿ u A t n a t o A. En este caso el 

inhibidor es capaz de combinarse sólo con la enzima libre, es decir, 

con la misma especie con la cual se combina el sustrato A. En presen

cia del inhibidor la ecuación de velocidad tiene la siguiente forma:

V AB

K. K, (1 + l/K.) + K, A + K B (1 + l/K.) + AB la b i b a i

0*0
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donde K. = E-I/EI y todos los otros términos como definidos en la ec.(l).

Consideremos las tres transformaciones lineales de esta ecua

ción (1/v en función de 1/S; 1/v en función de I y S/v en función de l).

Para los dobles recíprocos, donde A es el sustrato variable,

B es mantenido constante y K. es la constante de disociación del comple_ 

jo enzima-inhibidor, se obtiene la siguiente ecuación:

1 1 + K./B (1 + l/K.) (K. K, + K B) 1

D I 1 3  D 3

- =  ------------------------+  -----------------------------------------------------------------X  -  (15)
v V V B A

Un gráfico de 1/v en función de 1/A a una serie de concentra

ciones fijas de I, mostrará una serie de líneas rectas que convergirán 

en la ordenada, pues sólo el término de la pendiente contiene I (Fig.

A - l(a)). Al hacer el gráfico de las pendientes en función de I se ob_ 

tendrá una línea recta cuyo valor en la intersección con la abscisa 

(-1) será igual a K. (Fig. A - l(b)).

En el gráfico de Dixon, es decir 1/v en función de I a una se 

rie de valores de A, se observará una serie de líneas rectas cuyo punto 

de convergencia se encuentra a la izquierda del eje de la ordenada y 

por sobre la abscisa. La coordenada en la abscisa para este punto
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Figura A-1. VtOLQUamoa, dz ZnktbZctón dz punto muzato paAa un 
meeantómo zn ¿zeuzneta oA.dzna.da B¿ Bt, dondz z¿ tnhtbtdoa 
(I) ¿z combtna c o n  ¿a znztma Ztbfiz (E) . (.a) 1/v en función 
de 1 / [70 . (b) Gráfico secundario de las pendientes en fun
ción de la concentración del inhibidor.
Los diagramas de las figuras A-1 a A-4 fueron tomados desde 
las páginas 774 a 778 del libro Enzymz KZnztZc¿ de I. Segel 
(W i ley Interscience Publication, 1975).
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corresponde a -I = K..

En el gráfico de Cornish-Bowden, es decir A/v en función de I 

se obtendrá una serie de líneas paralelas que obedecen a la siguiente e 

cuac ion:

( 16)

b. I n k íb Z c Z ó n  no o o m p u Z c tiv a  p a n a  eJL ¿ u A ts ia to ¡B. En este caso I es 

siempre competitivo para A. Pero B es el sustrato variado y A se man

tiene constante. El recíproco de la velocidad inicial en presencia del 

inhibidor está dado por la siguiente ecuación:

1 1 + K (1 + l/K .) / A (1 + I / K. ) ( K .aKfa) + KfaA 1

-  = -----!--------- !-----  + -------- ---------------  - (17)
v V V A B

Se observa que, tanto la pendiente como la intersección se eri 

cuentran afectadas por la presencia de I. Por esto en el gráfico de 

1/v en función de 1/B se observará una serie de líneas que se interse£ 

taran a la izquierda del eje de la ordenada (Fig. A-2 (a)). En el
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Figura A-2. V¿agAama¿ de t n h t b t c t ó n  de punto muerto patio, un 
mecanismo en ¿ e cu en c ta  ordenada BJL Bt ,  donde I ¿>e combtna con 
E . (a) 1/v en función de 1 / [B] . (b) Pendientes en función de 
la concentración del inhibidor.
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Figura A-2. L C o n t ¿ n u a c ¿ 6 n \ . Ce) Kis en función de la concen 
tracíón de A. (d) Intersecciones en función de la concentra 
cion del inhibidor. Ce) Ki i en función de la concentración 
de A .
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gráfico de las pendientes en función de I se obtendrá una línea recta

la cual intersectará la abscisa en -I = Kis= K.(1+A/K. ) (Fig. A-2i la

(b)). El gráfico de las intersecciones en función de I mostrará una lí_ 

nea recta la cual intersectará la abscisa en - I = Kii = (l+A/K ) (Fig.
3

A-2 (d)).

En el gráfico de Dixon, es decir, 1/v en función de I a una

serie de valores de concentración de B, se obtendrá una serie de líneas

que se ¡ntersectarán a la izquierda de la ordenada, por bajo, por sobre,

o en la abscisa. La coordenada en la abscisa para este punto correspon_

derá a - I = K.(1+ A/K. ).i la

El gráfico de Cornish-Bowden, es decir B/v en función de I a 

una concentración fija de A, estará representado por la siguiente ecu£ 

c ión:

B <(1 + l/K.) (K. K. + K B) (K. + B) i i a b a b

---------------------------------------------------- -----  ---------------  ( 18)

v V A V

Las líneas convergirán en un punto en el cual los valores de 

B/v e I son los mismos para todas las líneas y la coordenada en la ab£ 

cisa para este punto será - I = K. (1 + A/K ).
I 3
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c. lnh¿b¿cu.6n competitiva, pana eX A uA tA ato B. En este caso, I es un 

inhibidor competitivo de B, y sólo será capaz de unirse a la forma de 

enzima EA, como lo hace B en un mecanismo ordenado, y no a la enzima H  

bre. La velocidad inicial en presencia del inhibidor estará dada por 

la siguiente ecuación:

VA B

v = ..... .............—  (19)
K. K, + K, A (1 + I/k !) + K B + AB Vla b b ' i a

I
En esta ecuación, K. es la constante de disociación del com- 

piejo enz ima-A-1.

Un análisis de la inhibición, se puede hacer, como en el caso 

anterior (l competitivo para A), considerando las tres transformaciones 

lineales. Así, para los dobles recíprocos, cuando B es el sustrato va

riado y A se mantiene constante, el gráfico de 1/v en función de 1/B 

será descrito por la siguiente ecuación:
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Vemos que sólo el término de la pendiente contiene I, por lo 

tanto, en el gráfico se obtendrán una serie de líneas que convergirán en 

el eje de la ordenada (Fig. A-3 (a)). Al dibujar en un gráfico las per¡̂  

dientes en función de I, se obtendrá una línea que intersectará la abs

cisa en - I = Kis = K. (1 + K. /A) (Fig. A-3 (b)).I 13

En el caso del gráfico de Dixon, es decir 1/v en función de I 

a una serie de valores fijos de B, se obtendrá una serie de líneas que 

se intersectarán a la izquierda del eje de la ordenada por sobre la ab¿ 

cisa. La coordenada de este punto sobre la abscisa estará dada por 

- I = k '. (1 + K. /A) .i la

El gráfico de Cornish-Bowden, es decir B/v en función de I, a 

una serie de concentraciones de B, mostrará una serie de líneas parale

las, que obedecen a la siguiente ecuación:

B (1 + I/k !) K, A + K. K, (1 + K /A) B i b  lab a

_ =  ----------------------- + -------------  (21)
v V A V

I
En este caso no se puede obtener el valor de K. desde el gr£

f ico.
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Figura A-3. V¿agnama& dz. ¿nhXbL c L 6 n de punto muznto puna un 
mzcuntimo zn &zcuzncta ondznuda Bt 8¿, dondz 1 ¿>z combtna con 
EA. Ca) J/v en función de 1 / [B] . (b) Pendientes en función de
la concentración del inhibidor, (c) Kis en función del recí
proco de la concentración de A.
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d . I n h i b i c i ó n  i n c o m p c t ú t i v a  p a n a  c ¿  ¿ u & tn a to A. En este caso I es siem 

pre competitivo para B. Pero A es el sustrato variado a concentraciones 

fijas de B. El recíproco de la velocidad inicial en presencia del inhi

bidor será descrito por la siguiente ecuación:

1 1 + K. (1 + I/k !)/B K. K, K B 1D i i a b + a
------------------------+ --------------  x - (22)
v V V B A

K

Aquí sólo el término para la intersección está afectado por 

la concentración del inhibidor y el gráfico de 1/v en función de 1/A 

mostrará una serie de líneas paralelas (Fig. A-A (a)). Al dibujar las 

intersecciones en función de I se obtendrá una línea recta que ¡nterse£ 

tará a la abscisa en - I = Kii = K. (1 + B/K^) (Fig. A-A (b)).

El gráfico de Dixon mostrará una serie de líneas paralelas
I

de las cuales no es posible obtener el valor de K..

El gráfico de Cornish-Bowden, es decir A/v en función de I, a 

una serie de concentraciones fijas de B, será representado por la siguien^ 

te ecuación:

A (1 + I/k !) K, A + K. K, (K + A) i b  la b a
-  = ----------------------- + -------  (23)
v V B V



figura A-A. VtxLgJicum cu d e  t n h M ) L e J L 6 n  d e , p u n t o  m u e r t o  p a A a  u n  
B t c a n Z t m o  e n  ¿ e e u e n e t a  o r d e n a d a  BjL B ¿ ,  d o n d e  I ¿ e  c o m b t n a  
-On EA. (a) 1 /  v en función de 1 / [A] . (.b) Intersecciones en 
‘‘unción de la concentración del inhibidor, (c) K i i en función 
de la concentración de B.
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y las líneas rectas del gráfico convergirán en un punto a la izquierda 

de la ordenada, por sobre la abscisa, cuya coordenada en la abscisa se

rá - I = K*. (1 + B/Kj.
I D

II. Meeícutíimo en secuencia a l azc u l  en equltcbnlo Hipido. 

a. Inhibición competitiva pana e l ¿uAtsuito A. Un inhibidor de punto

muerto análogo del sustrato A será capaz de unirse tanto a E como a EB. 

La velocidad inicial para la reacción en presencia del inhibidor estará 

dada por la siguiente ecuación:

Kj y K. representan la constante de disociación para el com

plejo El y EBI respectivamente. Consideremos nuevamente las tres tran£ 

formaciones lineales.

El gráfico de los dobles recíprocos (1/v en función de 1/A)

cuando B se mantiene constante, a una serie de valores de concentración 

de I, será descrito por la siguiente ecuación:
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(25)

Aquí sólo el término de la pendiente contiene I por lo que 

las líneas convergirán en el eje de la ordenada. El gráfico de las pen̂  

dientes en función de I mostrará una línea recta cuya intersección en 

el eje de la abscisa será:

‘i

si K. = K. entonces - I = K., lo cual no siempre es así. 
i i  i ’

Al dibujar el gráfico de Dixon (1/v en función de I) para una 

concentración fija de B y a una serie de valores de concentración de A, 

las líneas convergirán en un punto por sobre la abscisa, que tendrá co

mo coordenada en la abscisa un valor de - I idéntico al valor de Kis 

descrito arriba.

El gráfico de Cornish-Bowden (A/v en función de l), cuando B 

se mantiene fijo, mostrará una serie de líneas paralelas, una para ca_

da valor de A.
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b. In fv c b ñ c ió n  no c o m p e t i t i v a  p a n a  eZ buA tnaX o B. Si I es competitivo 

para el sustrato A y se varía B manteniendo el sustrato A constante,

61 recíproco de la velocidad inicial en presencia del inhibidor estará 

dado por:

1 1 + K (1 + I/k !) / A (1 + l/K.) (K. K. ) + K.A 1

a i i ia b b
-  = ---------------------- + ------------------------- x -  (26)
v V V A  B

<>

Como I aparece tanto en la pendiente como en la intersección, 

las líneas rectas se cortarán a la izquierda de la ordenada. La interse£ 

ción de la recta con la abscisa en el gráfico de las pendientes en fun

ción de I será - I = Kis = K. (1 + A/K. ). Del mismo modo,del gráfico
I I d

I
de las intersecciones en función de I se obtendrá - I ■ Kii = K.(l+A/K )O

En el gráfico de Dixon (1/v en función de l), a una serie de 

valores de B, las líneas se ¡ntersectarán a la izquierda de la ordenada. 

El valor del punto de concurrencia en la abscisa será - I = K.(1 + A/K.)

Gráfico de Cornish-Bowden. Al hacer el gráfico de B/v en fun

ción de I de acuerdo a la siguiente ecuación:
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el punto de concurrencia de las líneas en la abscisa será - I = K.

(1 + A/K ). a

c. I n h i b i c i ó n  c o m p e t i t i v a  pasta 8 e  I n h i b i c i ó n  no c o m p e t i t i v a  paAa A. 

Como en un mecanismo en secuencia de adición de los sustratos al azar 

en equilibrio rápido, A o B se pueden adicionar a E, la inhibición pa

ra B se puede tratar como para A (tratamiento anterior).

Todo el análisis anterior de la inhibición por inhibidores de 

punto muerto permite obtener ciertos criterios para diferenciar entre 

un mecanismo en secuencia ordenada y uno en secuencia al azar en equi

librio rápido, que podemos resumir así:

1. Si un inhibidor competitivo para uno de los sustratos se comporta 

como ¡ncompetitivo para el otro sustrato, se trataría de un mecanismo 

en secuencia ordenada de adición de los sustratos, en que el sustrato 

para el cual el inhibidor es competitivo, sería el segundo sustrato en 

interactuar con la enzima. En un mecanismo en secuencia al azar en e- 

quilibrio rápido, siempre la inhibición de un inhibidor competitivo reŝ  

pecto a cualquiera de los sustratos va a ser de tipo mixto respecto al

otro sustrato.
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2. Si la constante de inhibición Kis para la inhibición competitiva de 

cualquiera de los dos sustratos, no varía con la concentración del sus

trato fijo, el sustrato para el cual el inhibidor es competitivo, sería 

el primero en ¡nteractuar con la enzima en un mecanismo ordenado estr¡£ 

to. Esto es válido sólo si K. (obtenido de Kis) no es igual a K. (obt£ 

nido de Ki i) (ver el valor de - i en la ecuación (25)).

A n á llA lA  d e l  e f e c t o  de. un I n h i b i d o * .  de. p u n to  m uesvto,  a n á lo g o  d e 8, q u e  

&e u n e  d é b i l m e n t e  a l  ¿ I X l o  d e A.

Analizaremos el efecto de este inhibidor, en un mecanismo en se_ 

cuencia ordenada de adición de los sustratos, donde A es el primer su£ 

trato.

En la ecuación de velocidad inicial para un mecanismo ordenado 

(ec. 2 del Apéndice), la concentración del inhibidor afectará los térm£ 

nos que representan tanto a la enzima libre (E) como al complejo enzima 

primer sustrato (EA), de acuerdo a la siguiente ecuación:

I 1 f

( 1 + —  ) + K B (1 + —  ) + K.A (1 + -7- ) + AB 
K. 3 K. b K.t i i

son las constantes de disociación de los complejos

(28 )
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y El respectivamente; todos los otros términos fueron definidos en la 

ec. (1) del Apéndice A.

Inkib-ícXón 'i&ópeaío a£ buAtnato A. La relación entre el recíproco de 

la velocidad y el recíproco de la concentración del sustrato A, cuando 

B se mantiene constante, es dada por la siguiente ecuación:

1 1 Kb 1 1 1 KiaKb 1
----- (1 + _  (! + __)) + —  (( 1 + —  ) ( - Ü - +  K )) x -  (29)
v V  B K .  V K. B Ai i

\i

Como se observa en la ecuación tanto la pendiente como la inter_ 

sección están afectadas por la concentración de I. Por esto, un gráf_¡_ 

co de 1/v en función de 1/A a una serie de concentraciones dadas de I, 

mostrará un conjunto de líneas rectas concurrentes en un punto a la iz_ 

quierda del eje de la ordenada. Este diagrama es propio de una ¡nhibj_ 

ción de tipo mixto.

El efecto sobre la pendiente como sobre la intersección depende^
I

rá de los valores relativos de las constantes de disociación K. y K. 

del inhibidor. Así, cuando K. sea mucho mayor que K., predominará el
I

componente competitivo, y cuando K. sea mucho mayor que K., que es el 

caso que analizamos, el componente predominante será el incompetitivo.
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Analicemos ahora, la influencia del sustrato fijo variable B so

principalmente competitivo respecto al segundo sustrato, como parece 

ser nuestro caso con AMP. Si hacemos B saturante (alrededor de 10 ve

ces K^) premodinará el componente competitivo, es decir, un mayor efe£

que multiplica a (1 + l/K.), en la intersección de la ec. 29. Por el 

contrario, la pendiente se modificará levemente porque B no influye so

bre K , término que está también multiplicando a (1 + l/K.) en la mismaa I

días de B será de tipo mixto, tendiendo a ser más competitiva a medida 

que se aumenta B.

In ln íb -id ló n  H<U>p<LcX.o aZ ¿u A & ia to 8. La relación de los dobles recípro 

eos, cuando B es el sustrato variable y A es mantenido constante, está 

dada por la siguiente ecuación:

bre el tipo de inhibición, cuando K.>> K.. Es decir, el inhibidor es

to sobre la pendiente, pues B se encuentra en el denominador del término

ecuación. Así a bajas concentraciones de B (alrededor de la K ) la ¡n-J m

hibición será principalmente incompetitiva. A concentraciones interme

Suponiendo como en el caso anterior que K. »  K., el efecto del 

inhibidor sobre la intersección será despreciable y la inhibición será
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más bien de tipo competitivo.

Analizaremos por esto el efecto del inhibidor sobre la pendien

te. SI se dibuja la relación entre las pendientes y la concentración 

del inhibidor, se obtendrá una línea recta, que IntersectarI en el eje de 

la abscisa a la izquierda de la ordenada. £1 valor del punto de inter_ 

sección en la abscisa será:

I
Si aceptamos que K. »  K. y »  K¡a esta relación se transfor^ 

mará en:

La dependencia del valor de Kis de K.^ y A es igual como la ot) 

tenida para un inhibidor competitivo de B, si opera un mecanismo orde  

nado estricto donde A es el primer sustrato.
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MODIFICACION QUIMICA

T o to o xÁ .d a cZ 6n  c o n  ao¿>a d e  b e n g a l a . El mecanismo de oxidación fotoquí^ 

mico es complejo y puede variar de un sistema a otro. El siguiente me 

canismo ha sido propuesto para una reacción fotoquímica:

donde: R es el reactivo fotooxidante (rosa de bengala); R es un esta

do electrónico excitado del reactivo fotooxidante; A es el sustrato 

(histidina, de acuerdo a las condiciones del medio de reacción) y AO^ 

es uno o varios productos de oxidación de naturaleza desconocida.

Este mecanismo ha sido sugerido por Ray (1967) basado en el pro 

puesto por Oster y col. (1959) para la oxidación fotoquímica de p-tolue£ 

diamina.

CdZcuZo d e  c o n ¿  t a n t e a  de. v eZ o a L d a d  de. Z n a cX Z v a cZ ó n . La ecuación

diferencial que describe el proceso de inactivación de la glucoquinasa 

es la siguiente:

(31)
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donde: Ea es la enzima activa; k la constante de velocidad de inactiva

ción; R es rosa de bengala. La concentración de 0^ se considera cons

tante y esta incluida en el valor de k.

Esta ecuación puede simplificarse si se considera que la conce£ 

tración de R, que actúa como catalizador, no varía en el tiempo, trans

formándose en una ecuación de seudo-primer-orden:

- !LÍ£Í = k. (Ea) (32)
dt 1

donde k. = k (R) (constante de seudo-primer-orden).

Integrando esta ecuación con respecto a Ea, entre el tiempo ce_ 

ro y el tiempo t, se obtiene una relación lineal entre el logaritmo n£ 

tural de la fracción de actividad remanente y el tiempo.

(Ea) t

ln ----- = - k. • t (33)
(Ea) 'o

de cuya pendiente se obtiene el valor de la constante de seudo-primer- 

orden de la velocidad de inactivación.



Rea .ccu .d n  d e  Z o¿ gA.u.po¿ -t¿oZe& c o n  VTNB. La reacción de un grupo tiol 

con DTN8 ^s la siguiente:

La presencia de dos grupos tioles muy cercanos hace posible

que ocurran reacciones intramoleculares que llevan a la formación de

enlaces disúlfuros (Connellan y Folk, 1969), de acuerdo a las siguien- 

• ste s r e a c c i o n e s !

La formación de puentes disúlfuros ¡ntermoleculares también ha 

sido propuesta (Fernández-Diez y col., 1964).
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C¿n.££cca de. -¿ n a .c£ tv a .c¿ó n  poA  VTNB. Las constantes de inactivación 

(k.) se obtuvieron a partir de la pendiente del gráfico de logaritmo 

natural de la fracción de actividad remanente en función del tiempo.

Se analizará la cinética de inactivación para una reacción mediada por 

un complejo enzima-modificador. A modo de comparación se muestra la 

ecuación de velocidad de inactivación para una reacción b¡molecular.

M e .c a /u ¿m o sd e  ¿ n a .c £ X .v (ic ¿ 6 n . La inactivación de la enzima puede ocurrir 

a través de uno de los siguientes mecanismos:

i) DTNB + enzima activa (Ea) -------► enzima inactiva (Ei) + TNB

La velocidad de inactivación para este mecanismo podemos plan

tearla a través de la siguiente ecuación diferencial:

(3*0

donde Ea es la enzima activa y k la constante de velocidad de inactiva 

ción (Mildvan y Leigh, 196*0.

Esta ecuación puede simplificarse, si se considera que la con

centración de DTNB permanece constante en el tiempo, a la siguiente 

expres ión:

(35)

donde k . = k (DTNB).
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Al integrar esta ecuación respecto a Ea se obtiene el va lor  de 

k. de manera s im i la r  a lo descr i to  para la fotooxidación (ec. 33).

complejo ^2
i i) DTNB + E ~— - E - DTNB --------- ►  Ei + TNB

La velocidad de inact ivac ión  para esta reacción que ocurre me

diada por un complejo enzima-modificador, (K i tz  y Wilson, 1962; Pétra, 

1971; Redkar y Kenkare, 1975), podemos p lantear la  a través de la siguien^ 

te ecuación d i fe re n c ia l :

(36)

donde M = DNTB; Ea = enzima act iva  = enzima l ib re  (E) + complejo E-M y 

k2 es la constante de velocidad de la etapa l imitante i r reve rs ib le  de 

la reacción (E-M ---- *- Ei)

Div id iendo la ecuación anter ior  por Ea (E + E-M) tenemos:

(37)

Si la constante de d i soc iac ión  del complejo E-M es:
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(E) X  (M) k_i

------------------------
(E-M) k1

y reemplazamos en la ecuación anterior el valor de (E-M) considerando 

su disociación y luego simplificamos, tenemos:

d(Ea) k2
" ------------------ --  dt (38)

(Ea) 1 + K./M dSi M es constante, es decir M >> E. Al integrar tenemos que:

(39)

donde, (Ea)Q y (Ea)^ son la actividad enzimática al tiempo cero y al 

tiempo t respectivamente.

Al dibujar en un gráfico el ln (Ea)./(Ea) en función del tiem
* ° f á y -  ~

po se obtiene una línea recta cuya pendiente es - k2/(l + K^/M) y es 

igual a la constante de inactivación de seudo-primer-orden (k.) para
V

cada concentración de modificador. Así:

m
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Esta ecuación, que representa a una hipérbole, es importante 

porque los datos experimentales parecen ceñirse a ella, y por lo tanto 

se apoya el mecanismo.

El recíproco de k. es igual a:

Al poner en un gráfico el recíproco de la k. en función del re

cíproco de la concentración del modificador se obtiene una línea recta 

donde la intersección con el eje de las ordenadas es 1/k2 o sea, la con£ 

tante de inactivación cuyo valor se obtiene a una concentración infinita 

del modificador, y la intersección con el eje de la abscisa es - 1/M = 

1/Kj. Si no se cumple la condición que k2 «  k_^ , es decir, que se 

alcance un cuasi equilibrio de la enzima con el modificador, en lugar de 

se obtiene una constante que es similar a la de Michaelis e igual a 

(k2 + (Brocklehurst, 1979).

CLnítÁjca de inatcLíoación pon. VTNB en pn.e& encía de un Ligando pn.otecton.. 

La protección por un ligando contra la inactivación de una enzima por 

un reactivo modificador se analizará de acuerdo al mecanismo de inactj_ 

vación. Como describimos anteriormente, la enzima puede inactivarse a
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través de una típica reacción himolecular con el reactivo modificador 

o a través de la formación de un complejo intermediario previo a la 

inactivación (Südi, 1970; Lebo y Kredich, 1978).

Para una enzima que se inactiva a través de la formación de un 

complejo intermediario, como parece ser nuestro caso, pueden darse las 

dos situaciones siguientes:

a) El ligando al unirse a la enzima libre evita totalmente la 

inactivación (Redkar y Kenkare, 1975), o

b) El ligando al unirse a la enzima libre y al complejo enzima- 

modificador evita totalmente la inactivación.

Analizaremos en detalle estos casos para mostrar como se puede 

discriminar entre ellos y como se obtiene el valor de la constante de 

disociación enzima-ligando.

M e.caru¿m o a. La inactivación ocurre a través de la formación de un com 

piejo enzima-modificador y el complejo enzima-ligando es insensible al 

modificador. Este proceso sería similar al de inactivación por react_i_ 

vos modificadores de afinidad (Connolly y Trayer, 1979a), que compiten 

con el ligando protector por el sitio activo de la enzima. Esta con

ducta puede esquematizarse de la siguiente manera:



180

donde E, EL, E-M y E¡ son la enzima libre, el complejo enzima-1igando, 

el complejo enzima-modificador y la enzima inactiva respectivamente;

M es el modificador DTNB; L es el ligando (sustrato, producto, análogo 

del sustrato o producto); y k_^ son las constantes de velocidad de 

formación y de disociación del complejo E-M, respectivamente; k^ es la 

constante de velocidad de la etapa limitante de la reacción de inacti

vación; Kp la constante de disociación del complejo enzima-1i gando y 

Kj la constante de disociación del complejo enzima-modificador.

Si la etapa limitante de la velocidad del proceso es el paso del 

complejo enzima-modificador a enzima inactiva, la velocidad de inactiva^ 

ción en presencia del ligando se puede expresar a través de la siguien

te ecuación diferencial:

d(Ea)
--------- k, (E-M) (¿»2)

dt ¿

m

Reemplazando los términos EL y E-M en función de sus respecté

vas constantes de disociación y reordenando se tiene que:
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Esta ecuación es de igual forma a la ecuación de Dixon (1951) P£_ 

ra la interacción de una enzima con un inhibidor competitivo; en nues

tro caso el inhibidor correspondería al ligando L en la ecuación 1*3.

Para conocer el valor de la constante de disociación verdadera 

(Kp) desde la ecuación 46, es necesario conocer la concentración del mo 

dificador y la constante de disociación enzima-modificador (K )̂ (Redkar 

y Kenkare, 1975; Connolly y Trayer, 1979a). Otra alternativa es reali

zar el experimento a más de una concentración del modificador y poner 

en un gráfico los valores de Kp aparente en función de la concentración 

del modificador. En este gráfico se obtiene una línea recta de acuer- 

do a la siguiente ecuación:

(47)

donde el valor de la intersección vertical es igual a KQ.

Para conocer si hay competencia entre el ligando y el reactivo 

modificador por la misma forma de enzima, se puede hacer un gráfico del 

recíproco de la k. en función del recíproco de la concentración del mo

dificador, a diferentes concentraciones fijas del ligando. De acuerdo 

con la ecuación 46,deben obtenerse líneas rectas intersectantes en el 

eje de la ordenada, típico diagrama de una inhibición competitiva.
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M eca n ism o  b . La inactivación ocurre a través de la formación del com

plejo enzima-modificador y los complejos enzima-ligando y enzima-ligan^ 

do-modificador son insensibles al modificador. Por esto el proceso de 

inactivación podemos tratarlo de manera semejante a la inhibición no 

competitiva enzimática. En nuestro caso, el modificador se comportaría 

como el sustrato y el ligando protector como el inhibidor no competitivo.

El mecanismo de inactivación podemos esquematizarlo de la siguien_ 

te manera:
<Kd)

I I
donde EL-M es el complejo enzima-ligando-modificador; y K  ̂ son las

constantes de disociación de L y M a partir del complejo ELM respecti

vamente. Todos los otros términos son definidos igual como en el meca 

n i smo £.

Si la etapa limitante de la reacción es el paso del complejo 

E-M a enzima inactiva, la velocidad de inactivación en presencia del 

ligando, se puede expresar a través de la siguiente ecuación diferen

cial:
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-d(Ea)
-------- k, (E-M) (48)

dt ¿

donde Ea = Enzima activa = E + EL + EL-M + 

Dividiendo la ecuación anterior por

~d(Ea) k2 (E-M)

------ = --------------------- (49)
dt (Ea) E + EL +EL-M+ E-M

Reemplazando los términos EL, EL-M y E-M en función de sus res

pectivas constantes de disociación y reordenando se tiene que:

(50)

Suponiendo que M y L se mantienen constantes, al integrar entre 

tiempo cero y tiempo t, se obtiene la siguiente expresión para la con£ 

tante de inactivación de seudo-primer-orden (k.):
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(51)

Al colocar en un gráfico el recíproco de la k. en función de la 

concentración del ligando, se obtiene una línea recta de acuerdo a la 

siguiente ecuación:

(52)

Si el valor de KD es igual al de K^, es decir, la unión del mo

dificador a la enzima, no altera la afinidad del ligando por la enzima, 

la ecuación anterior se simplifica a:

Kd
(1 + —  ) x L (53)

M

y desde el punto de intersección de la recta con la abscisa, se obtie 

ne el valor verdadero de K^. Este valor obviamente es independiente
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de la concentración del modificador.

El gráfico del recíproco de la k. en función del recíproco de la 

concentración del modificador, a diferentes concentraciones fijas del 

ligando, mostrará una serie de líneas rectas que se ¡ntersectarán a la 

izquierda de la ordenada en la abscisa. Este comportamiento similar al 

de un inhibidor no competitivo, nos permite diferenciar este mecanismo 

del anterior.



APENDICE B

PROGRAMAS DE COMPUTACION

Los dos programas de computación que se describen a continuación 

fueron diseñados para el mícrocomputador Altair 8800b y escritos en len̂  

guaje BASIC utilizando las instrucciones M U S  ALTAIR EXTENDED BASIC (pa 

ra mayor detalle consultar en "Mits Altair Basic Reference Manual".

MITS INC. 1975).

Psiog/uuna 1 . Este programa tiene por objeto calcular las constantes que 

relacionan dos variables, cuando la función no es lineal (este programa 

fue una adaptación del programa de Cohén y col. (1957) para el microcom- 

putador Altair 8800b, hecha por el Dr. 0. Alvarez). En los resultados 

mostrados en esta tesis, se usó este programa, cuando la función de sa

turación (v en función de S) se adaptaba a una hipérbole rectangular y 

a una sigmoide.

La función podemos representarla de la siguiente manera: 

v = f (S; a, b, c........ z)

donde v es la velocidad, S es la concentración de sustrato y a, b, c..., 

z son constantes cinéticas (las que pueden ser función de la concentra

ción de otros sustratos, activadores o inhibidores, mantenidos constantes

187
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durante el experimento), por ejemplo, la velocidad máxima, el número de 

Hi 11 y la Km o LU.

Para obtener el mejor valor de las constantes cinéticas, se hizo 

uso de un método iterativo (método de Gauss-Newton), comparando el valor 

de la variable dependiente (v), obtenido por medio de la ecuación corres^ 

pondiente, con el valor de la velocidad experimental.

Para calcular la velocidad, el programa combina una serie de va

lores para las constantes cinéticas tal que en cada iteración la velocji_ 

dad calculada sea lo más similar a la velocidad experimental para cada 

una de las concentraciones de sustrato. La comparación entre las velo- 

cidades calculadas y las experimentales se efectúa hasta que la sumato- 

ria de las diferencia de sus cuadrados sea mínima como se expresa por 

la siguiente relación:

Q2 = E [ v  - f(S; a, b, c,.... , z)J 2 debe ser mínima.

PswgAJXma. 2. Este programa fue diseñado para calcular las constantes ĉ _ 

néticas a través de la 1inearización de la ecuación de Michael¡s-Menten 

por los métodos de Lineweaver-Burk (1/v en función de 1/S) ; Eadie- 

Hofstee (v/S en función de v) y Hanes-Woolf (S/v en función de S) (Dowd 

y Riggs, 1965).
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El programa utiliza una subrutina para la línea de regresión de 

cada uno de los tres métodos de 1inearización una vez que ha adaptado 

los valores de la velocidad y la concentración de sustrato para las coor 

denadas x e y de cada transformación. A partir de esta línea de regre

sión se obtienen los valores para las constantes cinéticas con sus res

pectivos valores de desviación estándar.

Las instrucciones para el microcomputador se incluyen en la lis

ta del Psu/gsuuna 2 .
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1 READ NíDlMX(N);DIMY(N) *DIMT( 2 , 2 ) :DIMA<2 ,2 )  :DIMB(2)  : 
IT=100:Z=0 

10 Rr 1E-03
20 C=.01:FC=C:GOTO 40
40 FORI= 1TON:READX(I),Y(I):NEXT
45 A=USR<3>
46 R$( 0 ) = "V«MAX• "
47 R$ ( 1 ) : " K  05"
48 R$(2>="NH"
50 FORI=0TO2:PRINTR$(I) : INPUTK(I ) sNEXT 
60 IFZ=1GOTO 660 
70 K0=K(0>:K1=KC1):K2=K(2>
80 FORI=0TO2
90 FORJ=0TO2:ACI,J)=0:NEXTJ 

100 NEXTI
110 IT = I T - 1 :IFIT=0GOTO 650 
120 FORI=0TO2:B(I)=0;NEXT 
130 QQ=0 
140FORI=1 TO N
150 SrEXP(K2*L0G(X( I)> ) :F =K0*S/ (K1+S) :Q=F-Y( I )
160 QQ=QQ+Q*Q
170 S2=EXP<(K2+C*K2>*L0G<X(I)>>
180 GC0>=-CF-<K0+FC*K0)*S/(K1+S)) /FC*K0 
190 G< 1) : - ( F - CK 0* S / ( a< l+F C*K l )+ S) ) > /F C*K l  
200 G ( 2 ) = - ( F - ( K 0 * S 2 / ( K 1 + S 2 ) ) )/FC*K2 
210 FORK=0TO2:DCK)=G(K)sNEXT 
220 FORK=0TO2
230 FORL=0TO2:A(L,K)=A(L,K)+G<L>*G(K>:NEXT 
240 BOO=B<K>+Q*D<K)
250 NEXTK 
260 NEXTI 
270 XS=QQ/(N-3)
280 GOSUB 290SGOTO 60
290 D=A<0,0)*A<1, 1 > * A ( 2 , 2 ) + A ( 1 , 0 > * A C 2 , 1 ) * A ( 0 , 2 ) + A ( 2 ,0 )*  

A<0,1>*AC1, 2 )
300 D=D-A(0,2)*AC1, 1 >*A <2 , 0 ) -A ( i , 2 )* A< 2 , 1> *A C0 ,0 )
310 D=D-A(2,2>*A(0,1>*A<1,0>
320 IFD=0GOTO 640
330 TC0 ,0>=<A(1,1)*AC2,2>-A(1 ,2>*AC2,1)>
340 T < 0 , 1 ) = - ( A ( 0 , 1 > * A ( 2 , 2 ) - A C 0 , 2 ) * A ( 2 , 1 ) )
350 T ( 0 , 2 ) = ( A < 0 , 1 ) * A ( 1 , 2 ) - A ( 0 , 2 > * A < l , 1 ) )
360 T ( 1 , 0 ) = - ( A ( 1 , 0 ) * A ( 2 , 2 ) - A ( 1 , 2 ) * A ( 2 , 0 ) >
370 T C1 ,1 > = < A C 0 , 0 ) * A ( 2 ,2 ) - A < 0 . 2 ) * A ( 2 , 0 ) )
380 T ( 1 , 2 )= - < A ( 0 , 0 ) * A C 1 , 2 ) -A < 0 ,2 > * A < 1 , 0 > )
390 T ( 2 , 0 ) = (A( 1 , 0 ) * A ( 2 , 1 ) - A ( 1 , 1 ) * A ( 2 , 0 ) )
400 T < 2 , 1 ) = - < A C 0 , 0 ) * A ( 2 , l > - A ( 0 , l ) * A C 2 , 0 ) >
410 TC2,2)=CAC0,0>*AC1, 1 > - A < 0 , 1>*A(1,0>)
420 FORI=0TO2iD(I)=0

L I S T A  DEL PR OG RA MA 1
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430 F0r J = 3T02:D (I )=D(I) + (T (J,I )*B (J)/D) jNEXTJ 
440 NEXTI 
450 PRINT" ~
460 IFD<0GOTO 480
470 FORI=0TO2sD(I)=-DCI):NEXT
480 A=USRC3>
490 PRINT "V.MAX=";:PRINTUSING"###.####";K0
491 PRINT "K = "; :PRINTU£>ING"###.###";K1
492 PRINT "NH = íPRINTUSING"###,####";K2
493 PRINT "SUMA DE CUADRADOS=";:PRINTUSING"#.######tttt";QQ 
510 FORI =0TO2:E(I )=SQR(T (I ,1 )*XS/D ) :NEXT
520 FORI=0TO2:CH(I)=ABS(DCI))
530 IFCH(I)<E(I)*RTHENZ=1ELSEZ=0 
540 NEXT
550 IFZ=1THENRETURN 
560 QN=0:RR=4
570 K<0)=K0+D(0):K<1)=K1+D<1):K(2>=K2+D<2)
580 FORI= 1TON íQS=EXPCK (2)*L0G (X (I ) ) ) :QF=K (0 )*QS/(K (1)+QS)
590 QN=QN+(Y(I )-QF )*(Y (I )-QF ) :NEXT
600 PRINT RRj:IFQN<QQTHENRETURN
610 IFRR=0THENRETURN
620 FORI=0TO2sD(I)=.5*D(I):NEXT
630 RR=RR-1:QN=0:GOTO 570
635 A=USR<3>
640 PRINT"ERROR,D=0":STOP
650 PRINT"":PRINT"MAS DE 100 REPETICIONES,.,.":STOP 
660 PRINT"":PRINT"RESULTADOS"
670 FORI= 0TO2 
675 A=USR(3)
680 PRINTRSCI jPRINTUSING" ##.####";K(I);
690 PRINT" S.D.=";E(I)
700 NEXT
710 PRINT"SUMA DE CUADRADOS">QQ 
720 STOP
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L I S T A  DEL PR OG RA MA 2

O P C I O N  1 G R A F I C O  D E  H I L L  L O G C V / V M - V )  VS L O G S
O P C I O N  2 G R A F I C O  D E  L I N E W E A V E R  B U R K  1/V VS 1/S
O P C I O N  3 G R A F I C O  D E  E A D I E  H O F S T E E  V VS V/S
O P C I O N  4 G R A F I C O  D E  H A N E S - W O O L F  S / V  VS S

2010 
2020 
2 0 3 0  
2 0 6 0  
2 0 7 0  
2 0 7 5  
2 0 8 0  
2 0 9 0  
2100 
2110 
2120 
2 1 2 5  
2 1 3 0  
2 1 4 0  
2 1 5 0  
2 1 5 5  
2 1 6 0  
2 1 7 0  
2 1 7 5  
2 1 8 0  
2200 
2210 
2220 
2 2 3 0  
2 2 3 5  
2 2 4 0  
2 2 4 5  
2 2 5 0  
2 2 6  0
2 2 6 5
2 2 6 6  
2 2 7 0  
2 2 8 0  
2281 
2 2 8 2  
2 2 8 5  
2 2 9 0  
2 3 0 0

A = U S R < 3 ) :  E = 2 . 3 0 3
R E A D N  : D IMS (N ) : D I M V ( N  ) : D I M X ( N  ) : D I M Y < N )
F O R I = 0 T O N - 1 j R E A D S ( I ) ,V (I > :NEXTI 
I N P U T " O P C I O N " ; A
O N A G O S U B  2 0 8 0 ,  2 2 0 0 ,  2 3 0 0 ,  2 4 0 0  
G O T O  2 0 6 0
A = U S R < 3 ) :  P R I N T " H I L L "
I N P U T " V . M A X . = " ; V M  
F O R I = 0 T O N - 1
Y (I ) = L O G  (V (I )/ (VM-V (I ) ))
XCI ) = L O G ( S ( I ))
NEXT
G O S U B  3 0 0 0
P R I N T  "N = ";B
P R I N T  " K = " ; E X P ( - B 1 )
P R I N T  " S 0 . 5 = " j E X P  C l / B ) * L O G ( E X P ( - B 1 / E ))
P R I N T  "S.D. D E  N =";C 
P R I N T  "S.D. D E  K = " ; E X P ( - C 1)
P R I N T  " C O E F . C O R R = " ; j P R I N T U S I N G " # . # # # # # # " ; R
R E T U R N
A = U S R C 3 )
F O R I = 0 T O N - 1 
Y ( I ) = 1 / V ( I )
X ( I ) = 1 / S C I )
N E X T
G O S U B  3 0 0 0
P R I N T  " G R A F I C O  D E  L I N E W E A V E R  B U R K "
P R I N T  "V. M A X = " ; l / 3 1  
P R I N T  "KM = " ; ( B / B 1)
P R I N T  " I N T E R S E C C I O N  V E R T I C A L = " ; 8 1 
P R I N T  " P E N D I E N T E : "  ;B
P R I N T  " S .D. D E  V . M A X .  = " ; ( (C 1 / B 1 ) * ( 1 / B 1))
P R I N T  " S .D. K M = " ; S Q R ( < C / B ) * < C / B ) + ( C 1 / B I ) * C C 1 / B 1 ) ) * B / B 1  
P R I N T  " S .D. D E  I N T E R S E C C I O N = " ; C 1 
P R I N T  "S.D. DE P E N D I E N T E = " ; C
P R I N T  " C O E F .  C O R R . r " ; j P R I N T U S I N G " # . # # # # # # " ; S / S Q R ( S I * S 2 )
R E T U R N
A = U S R (3)

2 3 1 0  FO R I  = 0 T O N -1 
2 3 2 0  Y ( I ) = V C I )
2 3 3 0  X ( I )  = V C I ) / S ( I )
2 3 3 5  N E X T
2 3 4 0  G O S U B  3 0 0 0



193

2 3 4 5  P R I N T " G R A F I C 0  D E  E A D I E  H O F S T E E "
2 3 5 0  P R I N T " V . M A X . = - j B l  
2 3 6 0  P R I N T " K M = " ; ( - B )
2 3 7 0  P R I N T " S . D .  D E  V . M A X . = - ; C 1  
2 3 8 0  P R I N T - S . D .  D E  K M = " ; ( C >
2 3 8 5  P R I N T " C O E F . C O R R .  = : P R I N T U S I N G " # . # # # # # # # - ; -R 
2 3 9 0  R E T U R N  
2 4 0 0  A = U S R < 3 )
2 4 1 0  F O R I  = 0TON -1 
2 4 2 0  Y (I > = S ( I ) / V ( I  )
2 4 3 0  X ( I ) = S ( I  )
2 4 3 5  NEX T  
2 4 4 0  G O S U B  3 0 0 0
2 4 4 5  P R I N T " G R A F I C 0  D E  H A N E S - W O O L F "
2 4 5 0  P R I N T m V . M A X . = " j (1/B)
2 4 6 0  PRI NT "KM = (B 1/B )
2 4 7 0  P R I N T " S . D .  D E  V . M A X  = "; ( (C/B >* ( 1 /B ) )
2 4 8 0  PRI NT -S .D ,KM = **;SQR ( (C/B ) *  (C/B )+ (C 1 / B 1 )*  (C 1/B 1 ) ) *  (B 1 /B ) 
2 4 8 5  P R I N T " C O E F . C O R R . r " ; : P R I N T U S I N G " # . # # # # # # # " ; R  
2 4 9 0  R E T U R N
3 0 0 0  X l = 0 j X 2 = 0 : Y l = 0 : Y 2 = 0 : Z = 0 : A = U S R ( 3 )
3 0 1 0  F O R I = 0 T O N - 1  v
3 0 2 0  X 1 = X 1 + X ( I >
3 0 3 0  Y 1 = Y 1 + Y ( I )
3 0 4 0  X 2 = X 2 + X  (I )*X ( I )
3 0 5 0  Y 2 = Y 2 + Y ( I > * Y ( I )
3 0 6 0  Z = Z + X  (I )*Y(I )
3 0 7 0  N E X T  
3 0 8 0  X 3 = X 1 / N  
3 0 9 0  Y 3 = Y 1 / N  
3 1 0 0  S 1 = X 2 - X 1 * X 3  
3 1 1 0  S 2 = Y 2 - Y 1 * Y 3  
3 1 2 0  S = Z - X 1 * Y 3  
3 1 3 0  B = S / S 1  
3 1 4 0  B 1 = Y 3 - B * X 3  
3 1 5 0  S 3 = S 2 - B * S  
3 1 6 0  S 4 = S 3 / ( N - 2 >
3 1 7 0  C = S 9 R ( S 4 / S 1 )
3 1 8 0  C 1 = S Q R ( S 4 * ( 1 / N + X 3 * X 3 / S 1))
3 1 9 0  R = S / S Q R ( S 1* S 2)
3 2 0 0  R E T U R N
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