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RESUMEN

n a s ,  p r o d u c t o s  de genes  d i f e r e n t e s ,  se c o n o c e n  como ¡ s o e n z i m a s .

La  f u n c i ó n  de l a s  i s o e n z i m a s  en el  m e t a b o l i s m o  es d e s c o n o c i ­

d a .  El p r o b l e m a  se ha  e n f r e n t a d o  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  a t r a v é s

de l  e s t u d i o  de  l a s  f o r m a s  m ú l t i p l e s  de la  h e x o q u i n a s a  (A T P :

D ~hexose  6- p h o s p h o t r a n s f e r a s e ,  EC 2 . 7 . 1 . 1 . )

En e s t a  t e s i s  se h a  a b o r d a d o  el E s t u d i o  de la  f u n c i ó n  de 

l a s  h e x o q u i n a s a s  en o o c i t o s  de  la  r a n a  c h i l e n a  C a u d i  v e r b e r a  

c a u d i v e r b e r a  en el e s t a d i o  VI  de m a d u r a c i ó n .  La  a p r o x i m a c i ó n

e x p e r i m e n t a l  c o n s i s t i ó  en i n h i b i r  s e l e c t i v a m e n t e  c a d a  u n a  de l a s  

dos  h e x o q u i n a s a s  de l  o o c i t o  ( i s o e n z i m a s  B y C) m i c r o i  n y e c t a n d o  en 

l a s  c é l u l a s  a n t i s u e r o s  e s p e c í f i c o s  p a r a  c a d a  u n a  de e l l a s .  Con es te  

o b j e t o  f u e  n e c e s a r i o  d i s p o n e r  de l a s  i s o e n z i m a s  B y C p u r a s .

Se d i s e ñ ó  un p r o t o c o l o  de p u r i f i c a c i ó n  p a r a  la  h e x o q u i n a s a

B de m ú s c u l o  de r a n a  q u e  c o m b i n a  t é c n i c a s  c o n v e n c i o n a l e s  de 

p u r i f i c a c i ó n  de  p r o t e í n a s  con  u n a  c r o m a t o g r a f  ía  de p s e u d o - a f  i n i d a d  

en C i b a c r o n  Bl u e - S e p h a r o s e .  Se l o g r ó  u n a  p u r i f i c a c i ó n  de 2900 

v e c e s  y se o b t u v o  u n a  e n z i m a  c on  u n a  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  q u e  

v a r i a b a  e n t r e  12 y 18 U /m g  de  p r o t e í n a .  C u a n d o  la  p r e p a r a c i ó n  se 

s o m e t í a  a e l e c t r o f o r e s i s  en g e l e s  de po l  i a c r i  I am i  d a  en p r e s e n c i a  de 

SDS se o b t e n í a  u n a  s o l a  b a n d a  de  p r o t e í n a .
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L a  p u r i f i c a c i ó n  de h e x o q u i n a s a  C r e s u l t ó  más d i f í c i l ,  en 

p a r t e  d e b i d o  a que  no se e n c o n t r a r o n  l a s  c o n d i c i o n e s  a d e c u a d a s  

p a r a  u n a  e t a p a  de c r o m a t o g r a f  ía  de p s e u d o - a f  i n i d a d . L a  e n z i m a  

p u r a  se o b t u v o  a p a r t i r  de h í g a d o  de r a n a  m e d i a n t e  t é c n i c a s  

c r o m a t o g r a f  ¡ c a s  u s a d a s  t r a d i c i o n a l m e n t e  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  s e g u i ­

d a s  p o r  u n a  e l e c t r o f o r e s i  s p r e p a r a t i v a  en g e le s  de po l  i a c r i  l a m i d a .

Los  s u e r o s  a n t i - h e x o q u i n a s a s  B y C se p r e p a r a r o n  en c o n e j o  

y se c a r á c t e r  i z a r o n  p o r  m i c r o i  n m u n o - e n s a y o  ( E L I S A )  y p o r  su 

e f e c t o  s o b r e  la  i n h i b i c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  de l a s  e n z i m a s  q u e  se 

u s a r o n  como a n t í g e n o s .

El s u e r o  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B s ó l o  i n a c t i v a  a la  h e x o q u i n a s a  

B y no  t i e n e  e f e c to  s o b r e  la  a c t i v i d a d  de la i s o e n z i m a  C. De i g u a l  

m a n e r a ,  el  s u e r o  a n t  i - h e x o q u i n a s a  C s ó l o  i n h i b e  la  a c t i v i d a d  de 

h e x o q u i n a s a  C s i n  a f e c t a r  la a c t i v i d a d  de  la  i s o e n z i m a  B.

L a  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  t o t a l  de l  o o c i t o  m e d i d a  en e x t r a c ­

tos  d i l u i d o s ,  c o r r e s p o n d e  a 700 p m o le s  de  g l u c o s a  t r a n s f o r m a d a / m i n /  

o o c i t o .  En l a s  m is m a s  c o n d i c i o n e s ,  con  2 - d e s o x i  g l  uc os a  como s u s t r a ­

t o ,  la  a c t i v i d a d  m e d i d a  es i g u a l  a 120  p m o le s  de 2- d e s o x i  g l  u c o s a  

6- P / m i  n / o o c  i t o .

L a  r e a c c i ó n  h e x o q u i  n á s i c a  i n  v i v o  se m i d i ó  m i c r o i  n y e c t a n d o  

2 - d e s o x i  g l  u c o s a  r a d i a c t i v a  en los  o o c i t o s .  D espués  de l a s  i n c u b a c i o ­

nes se a i s l ó  el  p r o d u c t o  2 - d e s o x i  g l  u c o s a  6- P  m a r c a d o .  L a  a c t i v i d a d  

h e x o q u i  n á s i c a  m e d i d a  en e s t a s  c o n d i c i o n e s  es de 40 -50  p m o le s  de 

2 - d e s o x i  g l  u c o s a - 6- P / m i n / o o c i  to .

Al  c r o m a t o g r a f  i a r  un  e x t r a c t o  de o o c i t o s  en D EAE-ce l  u l o s a  se 

o b t i e n e n  2 p i c o s  de  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  que  se h a n  d e n o m i n a d o  C
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y B p o r  a n a l o g í a  con  l a s  ¡ s o e n z i m a s  a i s l a d a s  de h í g a d o  de r a n a .  

La  f r a c c i ó n  m a y o r i t a r i a  ( ¡ s o e n z i m a  C) es i n a c t i v a d a  en un 70% 

c u a n d o  se i n c u b a  dos h o r a s  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  con  s u e r o  

an  t i - h e x o q u i  n a s a  C. En l a s  m is m 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 ,  el 

s u e r o  an  t i - h e x o q u i  n a s a  B no t i e n e  e f e c t o  s o b r e  l a s  h e x o q u i n a s a s  

de l  o o c i t o .

C u a n d o  se m i c r o i n y e c t ó  en l a s  c é l u l a s  s u e r o  a n t i - h e x o q u i n a s a  

C, p r e i n c u b á n d o l a s  dos  h o r a s  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  a n t e s  de la  

m i c r o i  n y e c c i ó n  de 2- d e s o x i  g l  u c o s a  m a r c a d a ,  l a  r e a c c i ó n  h e x o q u i n á s i -  

c a  se i n h i b i ó  e n t r e  30 y 40%. La  m i c r o i  n y e c c  ión  de s u e r o  a n t i - h e x o ­

q u i n a s a  B no  a l t e r ó  l a  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  de los o o c i t o s .

g l u c o s a  en  e s t a s  c é l u l a s .

En o o c i t o s  m i c r o i  n y e c t a d o s  c on  s u e r o  a n t i - h e x o q u i n a s a  C se

Los r e s u l t a d o s  de  e s to s  e x p e r i m e n t o s  i n d i c a n  q u e  de  l a s  dos  

f o r m a s  c on  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  p r e s e n t e s  en los  o o c i t o s ,  la  

f r a c c i ó n  m a y o r i t a r i a  es h e x o q u i n a s a  C. La  i d e n t i d a d  de  la  f o r m a  

m i n o r i t a r i a  es un  p r o b l e m a  no  r e s u e l t o .  N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  p o n e n
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en d u d a  q u e  se t r a t e  de  h e x o q u i n a s a  B.

Los  e x p e r i m e n t o s  de m i c r o i n y e c c i ó n  de a n t i s u e r o s  m u e s t r a n  

c l a r a m e n t e  q u e  en o o c i t o s  la h e x o q u i n a s a  C p a r t i c i p a  s o l a m e n t e  en 

l a  v í a  q u e  c o n d u c e  a la  s í n t e s i s  de g l i c ó g e n o .  E l l o s  s u g i e r e n  

a d e m á s  q u e  no  e x i s t e  un " p o o l "  ú n i c o  de  g l  u c o s a - 6- f o s f a t o .  Como 

c o n s e c u e n c i a  de  es tos  h e c h o s  se d e s p r e n d e  q u e  l a s  dos  v í a s  q u e  

u t i l i z a n  g l u c o s a  en el  o o c i t o  e s t á n  f u n c i o n a l m e n t e  c o m p a r t  i m e n t a d a s .

x i x



ABSTRACT

M ú l t i p l e  m o l e c u l a r  f o r m s  e x i s t  i n  th e  g r e a t  m a j o r i t y  o f  

e n z y m e s  ¡ n v o l v e d  ¡n c a r b o h y d r a t e  m e t a b o l i s m ;  t h a t  i s ,  d i f f e r e n t  

p r o t e i n s  c a t a l y z i n g  t h e  same r e a c t i o n  in  th e  same c e l l  o r  o r g a n i s m .  

These  p r o t e i n s ,  p r o d u c í s  of  d i f f e r e n t  g e n e s ,  a r e  k n o w n  as  i s o z y m e s .

The  r o l e  o f  i s o z y m e s  i n  m e t a b o l i s m  i s  u n k n o w n .  An e f f o r t  

h a s  been  m ade  in  o u r  l a b o r a t o r y  to  a p p r o a c h  t h i s  p r o b l e m  b y  

s t u d y i n g  m ú l t i p l e  f o r m s  o f  h e x o k i n a s e  (A T P :  D - h e x o s e  6- p h o s p h o -  

t r a n s f e r a s e ,  EC 2 . 7 . 1 . 1 . ) .

In  th e  p r e s e n t  w o r k  t h e  s t u d y  of  t h e  r o l e  o f  h e x o k i n a s e s

h a s  b e e n  a t t e m p t e d  in  o o c y t e s  f r o m  the  c h i l e a n  f r o g  C a u d i v e r b e r a
s

c a u d i  v e r b e r a . The e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h  a t t e m p t e d  to s e l e c t i v e l y  

i n h i b i t  e a c h  of  th e  tw o  o o c y t e  h e x o k i n a s e s  ( i s o z y m e s  B a n d  C) b y  

m i c r o i  n j e c t  i n g  t h e  c e l l s  w i t h  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  

e a c h  h e x o k i n a s e .  F o r  t h i s  p u r p o s e  i t  bec am e  n e c e s s a r y  to  p u r i f y  

i s o z y m e s  B a n d  C.

A p r o c e d u r e  f o r  t h e  p u r i f i c a r o n  of  h e x o k i n a s e  B f r o m  f r o g  

m u s c l e  w a s  d e s i g n e d .  I t  c o n s i s t s  o f  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  f o r  

p r o t e i n  p u r i f i c a t i o n  c o m b i n e d  w i t h  p s e u d o - a f f  i n i  t y  c h r o m a t o g r a p h y  

on C i b a c r o n  Bl u e - S e p h a r o s e . The  f i n a l  p r e p a r a t i o n  w a s  p u r i f i e d  

2900 f o l d  a n d  h a d  a s p e c i f i c  a c t i v i t y  b e t w e e n  12 a n d  18 U /m g  of  

p r o t e i n .  When s u b j e c t e d  to  e l e c t r o p h o r e s i  s in  SDS p o l y a c r y  l a m i d e  

g e l s  a s i n g l e  b a n d  of  p r o t e i n  w a s  o b t a i n e d .
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P u r i f i c a t i o n  of  h e x o k i n a s e  C w a s  r a t h e r  d i f f i c u l t ,  b a s i c a l l y  

b e c a u s e  of  t h e  a b s e n c e  of  a s u i t a b l e  s t e p  of  p s e u d o - a f  f  ¡ n ¡ t y 

c h r o m a t o g r a p h y . The  p u r é  e n z y m e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  f r o g  l i v e r  

a p p l y i n g  c h r o m a t o g r a p h  ¡c t e c h n i q u e s  u s e d  t r a d i  t i o n a  11 y ¡n o u r  

l a b o r a t o r y ,  f o l l o w e d  b y  p r e p a r a t i v e  e l e c t r o p h o r e s i  s ¡n p o l y a c r y l -  

a m i d e  g e l s .

Im m u n e  s e r u m s  d i r e c t e d  a g a i n s t  h e x o k i n a s e s  B a n d  C w e r e

a s e  C a c t i v i t y  w i t h o u t  a f f e c t i n g  th e  a c t i v i t y  of  h e x o k i n a s e  B.

T h e  t o t a l  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  o f  o o c y t e s  m e a s u r e d  u n d e r  in  

v  i t r o  c o n d i t i o n s  w a s  e q u a l  to  700 p m o le s  of  t r a n s f o r m e d  g l u c o s e / m i n /  

o o c y t e .  U n d e r  t h e  same c o n d i t i o n s ,  u s i n g  2 - d e o x y  g l  ucose as 

s u b s t r a t e ,  t h e  a c t i v i t y  w a s  120 p m o le s  of  2 - d e o x y  g l  ucose 6- P / m i n /  

o o c y t e .

T h e  h e x o k i n a s e  r e a c t i o n  w a s  m e a s u r e d  i n  v i v o  b y  m i c r o -  

i n j e c t i n g  t h e  o o c y t e s  w i t h  r a d i o a c t i  v e l  y l a b e l e d  2- d e o x y g l  u c o s e . 

A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  p r o d u c t  2 - d e o x i  y g l  ucose  6- P  w a s  i s o l a t e d .  

H e x o k i n a s e  a c t i v i t y  m e a s u r e d  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s  v a r i e d  b e t w e e n  

40 a n d  50 p m o le s  of  2 - d e o x y  g l  ucose  6- P / m i n / o o c y  te .
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Two p e a k s  of  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  w e r e  f o u n d  w h e n  o o c y t e

e x t r a c t s  w e r e  s u b j e c t e d  to  c h r o m a t o g r a p h y  ¡n OEAE-ce l  u l  l o s e .  T h e y  

w e r e  ¡ d e n t i f i e d  as  h e x o k i n a s e s  C a n d  B b y  a n a l o g y  w i t h  th e  f r o g  

l i v e r  h e x o k i n a s e s .  The  p r e d o m i n a n t  f r a c t i o n  ( i s o z y m e  C) w a s  i n a c t i v -  

a t e d  up to  70% w hen  ¡ n c u b a t e d  tw o  h o u r s  a t  room t e m p e r a t u r e  w i t h  

s e r u m  d i r e c t e d  a g a i n s t  h e x o k i n a s e  C. The  same s e r u m  d i d  not  

a f f e c t  t h e  a c t i v i t y  of  t h e  s e c o n d  f r a c t i o n  ( i s o z y m e  B ) .  U n d e r  

i d e n t i c a l  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  a s e r u m  d i r e c t e d  a g a i n s t  

h e x o k i n a s e  B h a d  no  e f f e c t  u p o n  o o c y t e  h e x o k i n a s e s .

When o o c y t e s  w e r e  m í c r o i  n j e c t e d  w i t h  a n t i b o d i e s  a n t i - h e x o -  

k i n a s e  C a n d  p r e i n c u b a t e d  tw o  h o u r s  a t  room  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  

m i c r o i n j e c t  ion  of  l a b e l e d  2- d e o x y g l  u c o s e , t h e  h e x o k i n a s e  r e a c t i o n  

w a s  i n h i b i t e d  a b o u t  30-40%. M i c r o i  n j e c t  ion  of  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  

a g a i n s t  h e x o k i n a s e  B d i d  no t  a l t e r  o o c y t e  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  a t  a l l .

F i n a l  l y ,  we s t u d i e d  t h e  e f f e c t  of  i m m u n o g l o b u I  i n s  m i c r o -  

i n j e c t i o n s  on th e  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l e d  g l u c o s e  i n t o  g l y c o g e n  

a n d  CC^,  th e  p r o d u c í s  o f  t h e  tw o  p a t h w a y s  t h a t  u t i l i z e  g l u c o s e  in  

o o c y t e s .

Mi c r o i  n j e c t  ion  o f  a n t i - h e x o k i n a s e  C a n t i b o d i e s  r e s u l t e d  i n  a 

70-80% d e c r e a s e  of  l a b e l e d  g l u c o s e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  g l y c o g e n .  

M i c r o i n j e c t i o n  of  a n t i - h e x o k i n a s e  B a n t i b o d i e s ,  h o w e v e r ,  h a d  no 

e f f e c t  i n  a n y  of  t h e  tw o  p a t h w a y s .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  s how  t h a t  of  t h e  tw o  f o r m s  

w i t h  h e x o k i n a s e  a c t i v i t y  p r e s e n t  i n  o o c y t e s ,  the  m a j o r  one
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c o r r e s p o n d s  to  h e x o k i n a s e  C.  T h e  ¡ d e n t i t y  o f  t h e  m i n o r  f o r m  ¡s no t  

c l e a r .  O u r  r e s u l t s  c a n n o t  c o n f i r m  t h a t  ¡ t  ¡s h e x o k i n a s e  B .

E x p e r i m e n t s  d e a l i n g  w i t h  im m u n e  s e ru m  m i c r o i n j e c t  ¡ons  

c l e a r l y  d e m o n s t r a t e s  t h a t  in  o o c y t e s ,  h e x o k i n a s e  C is  i n v o l v e d  in  

g l y c o g e n  s y n t h e s i s  on I  y . We c o n c l u d e  a l s o  t h a t  g l u c o s e  6- P  does  

no t  e x i s t  as  a u n i q u e  pool  i n  o o c y t e s .  These  f i n d i n g s  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  tw o  p a t h w a y s  u t i l i z i n g  g l u c o s e  in  o o c y t e s  a r e  f u n c t i o n a l l y  

c o m p a r t m e n t a l  i z e d  w i t h i n  th e  c e l l .
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INTRODUCCION

El  p r o b l e m a

L a  e x i s t e n c i a  de ¡ s o e n z i m a s ,  v a l e  d e c i r ,  f o r m a s  m o l e c u l a r e s  

m ú l t i p l e s  de  e n z i m a s  q u e  c a t a l i z a n  la  m is m a  r e a c c i ó n  en la  m is m a  

c é l u l a  u o r g a n i s m o ,  f u e  e s t a b l e c i d a  h a c e  y a  v a r i o s  a ñ o s  ( M a r k e r t  

y M o l l e r ,  1959 ) .  Desde e n t o n c e s ,  el  e s t u d i o  de un g r a n  n ú m e r o  de 

s i s t e m a s  i soenz i  m á t  i c os  h a  p e r m i t i d o  u s a r l o  como m a r c a d o r e s  de 

los  p r o c e s o s  de d i f e r e n c i a c i ó n  c e l u l a r ,  e x p r e s i ó n  g é n i c a ,  r e g u l a ­

c i ó n  m e t a b ó l i c a  y e v o l u c i ó n  m o l e c u l a r .  S in  e m b a r g o ,  a p e s a r  de 

la  g r a n  c a n t i d a d  de i n f o r m a c i ó n  e x i s t e n t e  - a c e r c a  de l a s  p r o p i e d a ­

des de m u c h o s  s i s t e m a s  c o n s t i t u i d o s  p o r  f o r m a s  m o l e c u l a r e s  m ú l t i -  

p i e s ,  su p a r t i c i p a c i ó n  en la  o p e r a c i ó n  o r e g u l a c i ó n  de l  m e t a b o l i s ­

mo no  es c l a r a .  Sólo pocos  i n t e n t o s  se h a n  h e c h o  p a r a  c o n o c e r  

c u á l  es la  f u n c i ó n  b i o l ó g i c a  de l a s  i s o e n z i m a s ,  en o t r a s  p a l a b r a s ,  

p a r a  a v e r i g u a r  c u á l  es su r a z ó n  de  s e r  en l a  c é l u l a .

c e l u l a r .  L a s  d i f e r e n c i a s  en c o n s t a n t e s  c i n é t i c a s ,  e s p e c i f i c i d a d  de 

s u s t r a t o ,  r e s p u e s t a  a m o d i f i c a d o r e s  a l o s t é r i c o s ,  l o c a l i z a c i ó n  s u b c e ­

l u l a r ,  e t c . ,  p o d r í a n  s e r v i r  p a r a  e x p l i c a r  su f u n c i ó n  f i s i o l ó g i c a  

en t é r m i n o s  de t a l e s  d i f e r e n c i a s .  A s í  p o r  e j e m p l o ,  l a s  t r e s  

a s p a r t a t o - q u i  n a s a s  de  E s c h e r i c h a  c o l i  son i n h i b i d a s ,  r e s p e c t i v a m e n ­

t e ,  p o r  l i s i n a ,  m e t i o n i n a  y t r e o n i n a .  L a s  v í a s  m e t a b ó l i c a s  q u e  

c o n d u c e n  a la  b i o s í n t e s i s  de esos  a m i n o á c i d o s  c o m i e n z a n  con  la
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f o s f o r i l a c i ó n  de l  a s p a r t a t o  y p o r  lo  t a n t o  l a  e x i s t e n c i a  de l a s  

t r e s  i s o e n z i m a s  p e r m i t e  a la b a c t e r i a  m a n t e n e r  la  s í n t e s i s  de 

c u a l q u i e r a  de  esos a m i n o á c i d o s  a ú n  en p r e s e n c i a  de los o t r o s  

( S t a d t m a n  et a l  . . 1961) .

En el  c a s o  de la  f a m i l i a  de h e x o q u i n a s a s  en m a m í f e r o s ,  l a s  

d i f e r e n c i a s  en los v a l o r e s  de  K p a r a  g l u c o s a  p u e d e n  c o r r e l a c i o n a r -  

se con  a l g u n a s  p r o p i e d a d e s  de los  t e j i d o s  en que  e s a s  i s o e n z i m a s  

p r e d o m i n a n .  En el  h í g a d o ,  en q u e  no h a y  b a r r e r a  de t r a n s p o r t e  

p a r a  g l u c o s a ,  la  c o n c e n t r a c i ó n  ¡ n t r a c e l u l a r  de g l u c o s a  s e r í a

s i m i l a r  a l a  g l i c e m i a  p o r t a l  y e l  v a l o r  de p a r a  g l u c o s a  de

la h e x o q u i n a s a  D es p r e c i s a m e n t e  de  la  m is m a  m a g n i t u d  ( N i e m e y e r  

et  a l . ,  1975 ) .  E s ta  i s o e n z i m a ,  p o r  lo  t a n t o ,  f u n c i o n a r í a  c o n  a l t a  

e f i c i e n c i a  en s i t u a c i o n e s  de s o b r e c a r g a  de  g l u c o s a  como l a s  q u e

b a j a  ( ~60 y M )  q u e  e s t a r í a  f u n c i o n a n d o  p e r m a n e n t e m e n t e  a v e l o c i ­

d a d  m á x i m a  p o r  e s t a r  s a t u r a d a  con  el  s u s t r a t o  ( W i l s o n ,  1985 ) .

R a z o n a m i e n t o s  s i m i l a r e s  p u e d e n  a p l i c a r s e  p a r a  m uc hos  o t r o s  

s i s t e m a s  i s oenz i  má t  i cos como los  de l a s  f o s f o f r u c t o q u i n a s a s  ( V o r a ,

1982) , p i  r u v a t o - q u i  n a s a s  ( S e u b e r t  y S c h o n e r ,  1971) y l a c t a t o - d e s h i -  

d r o g e n a s a s  ( K a p l a n  et  a l  . . 1968 ) .

Un m o d e lo  s u s c e p t i b l e  de  p o n e r  a  p r u e b a

S in  e m b a r g o ,  la p r e s e n c i a  de  i s o e n z i m a s  en la  m a y o r í a  si  

no  en t o d a s  l a s  e t a p a s  de l  m e t a b o l i s m o  y l a  a u s e n c i a  de d i f e r e n -



3

s i g u i e n t e s  t é r m i n o s :

Las vías metabólicas son secuencias.de reacciones 
unidireccionales, catalizadas por isoenzimas espe­

cíficas asociadas en complejos poli-isoenzim&ticos

T a l  p l a n t e a m i e n t o  r e q u i e r e  q u e  los  i n t e r m e d i a r i o s ,  los p r o d u c ­

t o s ,  o a m b o s ,  en u n a  r e a c c i ó n  c a t a l i z a d a  p o r  i s o e n z i m a s  e s t é n  

c o m p a r t i m e n t a d o s  e i m p l i c a ,  a d e m á s ,  a d i f e r e n c i a  de l  p o s t u l a d o  

c l á s i c o  de  v í a  m e t a b ó l i c a ,  que  c a d a  ¡ s o e n z im a  p a r t i c i p a  s ó lo  en 

u n a  v f a .  A s í ,  los  c o m p o n e n t e s  de c a d a  c o m p l e j o  u n i d i r e c c i o n a l  

s e r í a n  i s o e n z i m a s  de  los  c o m p o n e n t e s  de  o t r o s  c o m p l e j o s .  Si l a s  

f u e r z a s  q u e  e s t a b i l i z a n  t a l e s  c o m p l e j o s  son d é b i l e s ,  al  r o m p e r  l a  

c é l u l a  s u s  c o m p o n e n t e s  se d i s o c i a r í a n ,  a p a r e c i e n d o  e n t o n c e s  el  

n ú m e r o  de  i s o e n z i m a s  c a r a c t e r í s t  i co  de l  t e j i d o .  La  e x p r e s i ó n  

" c o m p l e j o  po l  i - i  s o e n z i m á t  i c o "  se h a  p r o p u e s t o  con  el o b j e t o  de 

d i f e r e n c i a r  es te  t i p o  de a s o c i a c i ó n  de los  c o m p l e j o s  muí t i e n z i m á t  i -  

cos  c l á s i c o s  como el  de la  p¡ r u v a t o - d e s h i d r o g e n a s a  y el  de la 

s i n t e t a s a  de  á c i d o s  g r a s o s ,  e n t r e  o t r o s .

El m o d e lo  de los  c o m p l e j o s  po l  i - i  soenz i  mát  i c os  ha  l l a m a d o  

p o s i t i v a m e n t e  l a  a t e n c i ó n  de  v a r i o s  i n v e s t i g a d o r e s  ( M a s t e r s ,  1981; 

C l e g g ,  1984a ,  1984b ;  W i l s o n ,  1 985 ) .
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P r u e b a s  en f a v o r  de l  m ode lo

A u n q u e  no  e x i s t e n  h a s t a  el  m om en to  p r u e b a s  d i r e c t a s  q u e

c o  i m p l i c a d o  en l a  f i j a c i ó n  de CO^ en E u g l e n a . La  m a l a t o - d e s h i d r o -  

g e n a s a  q u e  f o r m a  p a r t e  de l  c o m p l e j o  r e s u l t ó  s e r  u n a  de t r e s  

¡ s o e n z i m a s  de  m a l a t o - d e s h i d r o g e n a s a  p r e s e n t e s  en la  c é l u l a ,  lo 

q u e  s u g i e r e  q u e  s ó lo  u n a  de l a s  i s o e n z i m a s  se usa  p a r a  la  

f o r m a c i ó n  de l  c o m p l e j o .  M a c G r e g o r  y co l  a b o r a d o r e s  (1980)  d e m o s t r a ­

r o n  a s o c i a c i ó n  e n t r e  a l d o l a s a  y f r u c t o s a - 1  , 6- b i  s f o s f a t a s a  s ó lo  c u a n ­

do  se m e z c l a b a n  e n z i m a s  q u e  h a b í a n  s i d o  a i s l a d a s  de l  h í g a d o .  En 

e s t o s  e x p e r i m e n t o s  se c a l c u l a r o n  los c o e f i c i e n t e s  de  d i s t r i b u c i ó n  

a l  e q u i l i b r i o  ( K ^ )  en U l t r o g e l  p a r a  m e z c l a s  de a l d o l a s a  y f r u c t o -  

s a - 1  , 6- b ¡  s f o s f a t a s a  p r o v e n i e n t e s  de  h í g a d o  y m ú s c u l o .  Sólo se 

f o r m a  un  c o m p l e j o  c u a n d o  a m b a s  e n z i m a s  p r o v i e n e n  de h í g a d o :  no 

se p r o d u c e  d i s m i n u c i ó n  de (es d e c i r  a u m e n t o  de l  peso  m o l e c u ­

l a r )  c u a n d o  a la  a l d o l a s a  de h í g a d o  se a g r e g a  f r u c t o s a - 1  , 6- b i  s f o s ­

f a t a s a  de m ú s c u l o  n i  c u a n d o  a l a  f r u c t o s a - 1  , 6- b i  s f o s f a t a s a  de 

h í g a d o  se a g r e g a  a l d o l a s a  de m ú s c u l o .  E s t a s  o b s e r v a c i o n e s  s u g i e ­

r e n  q u e  l a s  a s o c i a c i o n e s  e n t r e  l a s  e n z i m a s  son p o s i b l e s  i n  v i  t r o  

s ó lo  c u a n d o  se m e z c la n  l a s  i s o e n z i m a s  a p r o p i a d a s ,  es d e c i r ,  l a s  

q u e  son v e c i n a s  en un  c o m p l e j o .

Como y a  se m e n c io n ó  a n t e r i o r m e n t e , el m o d e lo  p r e d i c e  la  

e x i s t e n c i a  de  c o n j u n t o s  de m e t a b o l i t o s  o i n t e r m e d i a r i o s  s e p a r a d o s
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e i n d e p e n d i e n t e s  q u e  no  son c o m p a r t i d o s  p o r  o t r a s  v í a s  m e t a b ó l i c a s  

r e l a c i o n a d a s .  P o r  lo  t a n t o  un c o r o l a r i o  e s e n c i a l  de la  h i p ó t e s i s  

es l a  e x i s t e n c i a  de " c o m p a r t i m e n t a c i ó n  m e t a b ó l i c a " .  El t é r m i n o  

" c o m p a r t i m i e n t o "  se u s a r á  en un  s e n t i d o  a m p l i o  p a r a  i n d i c a r  q u e  

no  se m e z c l a n  los i n t e r m e d i  a r  ios  p r o d u c i d o s  p o r  l a s  d i v e r s a s  

i soenz i  m a s .

A c t u a l m e n t e  c o m i e n z a  a g e n e r a l i z a r s e  la  ¡dea  de q u e  la  

c o m p a r t i m e n t a c i ó n  m e t a b ó l i c a  se p u e d e  l o g r a r  t a m b i é n  m e d i a n t e  de 

c o m p l e j o s  mu 11 i e n z i  má t  i c os  ( S r e r e  y M o s b a c h ,  1974; S t e b b i n g ,  1980; 

W o m b a c h e r ,  1983; W e lc h ,  1987 ) .

C o m p a r t i m e n t a c i ó n  en l a s  v í a s  de  u t i l i z a c i ó n  de g l u c o s a

Una l a r g a  h i s t o r i a  de  c o n t r o v e r s i a s  h a  e s t a d o  a s o c i a d a  a la  

b ú s q u e d a  de  un  c o m p l e j o  g l i c o l f t i c o  y de l a  e x i s t e n c i a  de c o m p a r t i -

c o m p a r t  i m e n t a c  ión  p a r a  e l  m e t a b o l i s m o  de  la  g l u c o s a  p r o v i e n e  de  

e x p e r i m e n t o s  en los c u a l e s  se u s a n  s u s t r a t o s  r a d i a c t i v o s  y se 

m i d e n  l a s  a c t i v i d a d e s  e s p e c í f i c a s  y d i s t r i b u c i ó n  de  la  m a r c a  en 

i n t e r m e d i  a r i o s , p r o d u c t o s  f i n a l e s  o en a m b o s .  E x p e r i m e n t o s  de 

e s t e  t i p o  se h a n  r e a l i z a d o  en E.  c o l i  ( O t t a w a y  y M o w b r a y ,  1977) ,  

m ú s c u l o  l i s o  ( L y n c h  y P a u l ,  1 983 ) ,  h í g a d o  de  r a t a  ( K a l a n t  et
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a l . ,  1987; C h r i s t  y J u n g e r m a n n ,  1987 ) ,  y o o c i t o s  de r a n a  ( U r e t a  

y R a d o j k o v i c ,  1987) .  Los  r e s u l t a d o s  se h a n  i n t e r p r e t a d o  como 

i n d i c a t i v o s  de la  p r e s e n c i a  de " p o o l s "  i n d e p e n d i e n t e s  de a l g u n o s  

i n t e r m e d i a r i o s  g l  i co l  f t i c o s .  Se u s a  el t é r m i n o  i n g l é s  " p o o l "  en 

a u s e n c i a  de  un t é r m i n o  c a s t e l l a n o  que  i n d i q u e  e s te  c o n c e p t o  s i n  

a m b  i g ü e d a d e s .

f u n c i o n a l m e n t e  i n d e p e n d i e n t e s .  L a s  u n i d a d e s  de  g l u c o s i l o  p r o v e n i e n ­

tes de la  d e g r a d a c i ó n  de l  g l i c ó g e n o  no e n t r a n  a l  m ism o  " p o o l "  de 

i n t e r m e d i a r i o s  g l i c o l f t i c o s  que  se u s a n  en la  p r o d u c c i ó n  de l a c t a t o  

a p a r t i r  de g l u c o s a  e x ó g e n a .  De es to s  e x p e r i m e n t o s  los a u t o r e s  

c o n c l u y e n  q u e  e x i s t e n  v f a s  s e p a r a d a s  p a r a  la  g l i c ó l i s i s  y g l i c o g e -  

n o l i s i s ,  e s t o  e s ,  q u e  el  m e t a b o l i s m o  h i  d r o c a r b o n a d o  " c i t o s ó l i c o "  

o p e r a ,  a l  m enos ,  en dos  c o m p a r t i m i e n t o s  q u e  f u n c i o n a n  i n d e p e n d i e n ­

t e m e n t e .

La  d i f e r e n t e  l o c a l i z a c i ó n  s u b c e l u l a r  de los  c o m p o n e n t e s  de 

un  s i s t e m a  i soenz i  m á t  i c o  c o n s t i t u y e  o t r a  b u e n a  p r u e b a  q u e  i n d i c a  

c o m p a r t i m e n t a c i ó n  m e t a b ó l i c a .  E s t u d i o s  en es te  s e n t i d o  u s a n d o  

a n t i - s u e r o s  e s p e c í f i c o s  p a r a  l a s  d i s t i n t a s  ¡ s o e n z i m a s  de un s i s t e m a  

se h a n  r e a l i z a d o  con ¡ s o e n z im a s  de I a c t a t o - d e s h i d r o g e n a s a  y c r e a t i -  

n a - q u i n a s a .  Y a m a s h i t a  et a l  . ,  ( 1 9 7 9 ) ,  d e s c r i b i e r o n  u n a  d i s t r i b u ­

c i ó n  d i f e r e n t e  p a r a  l a s  I a c t a t o - d e s h i  d r o g e n a s a s  y en el

h í g a d o  de r a t a .  L a  i s o e n z i m a  H, se e n c o n t r ó  c e r c a  de la  m e m b r a n a
4
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c e l u l a r  en t a n t o  q u e  l a  ¡ s o e n z im a  e s t a b a  l o c a l i z a d a  p r e f e r e n -

c i a l m e n t e  en z o n a s  r i c a s  en g l i c ó g e n o .  Con r e s p e c t o  a l a s  ¡ s o e n z i ­

m a s  de c r e a t  i n a - q u i  n a s a  , W a l l i m a n  y co i  a b o r a d o r e s  (1983)  e n c o n t r a ­

r o n  , en c é l u l a s  d e r i v a d a s  de m ú s c u l o  e s q u e l é t i c o  de p o l l o ,  q u e  

s ó l o  la  ¡ s o e n z im a  MM e s t a b a  a s o c i a d a  a l a  b a n d a  M, m i e n t r a s  que  

la  i s o e n z i m a  BB a p a r e c í a  en la b a n d a  Z.

P o r  o t r a  p a r t e  n u m e r o s o s  a u t o r e s  h a n  p o s t u l a d o  q u e  l a s  

e n z i m a s  de la  g l i c ó l i s i s  e s t a r í a n  o r g a n i z a d a s  como c o m p l e j o s  p o r  

i n t e r a c c i o n e s  e s p e c í f i c a s  e n t r e  e n z i m a s  v e c i n a s  en la  v í a  o b i e n  

se a s o c i a r í a n  e n t r e  e l l a s  a t r a v é s  de  la  i n t e r a c c i ó n  con  e le m e n t o s  

d e l  c i  t o e s q u e l e t o  o p o r  u n i ó n  a m e m b r a n a s .  La  i n f o r m a c i ó n  e x i s t e n -  

te a l  r e s p e c t o  se e n c u e n t r a  en l a s  r e v i s i o n e s  de O t t a w a y  y 

M o w b r a y  ( 1 9 7 7 ) ,  M a s t e r s  ( 1 9 8 1 ) ,  U r e t a  (1985)  y S r e r e  ( 1 9 8 7 ) .

O t r o  t i p o  de p r u e b a s  p r o v i e n e  de  e x p e r i m e n t o s  en los c u a l e s  

se p u e d e  a i s l a r  d i r e c t a m e n t e  un  c o m p l e j o  gl  ¡ e o l í t i c o .  R e s u l t a d o s  

de  e s t a  c l a s e  h a n  s i d o  c o m u n i c a d o s  p a r a  E. c o l  i ( M o w b r a y  y 

M os es ,  1 976 ) .  En T r y p a n o s o m a  e s t á  m u y  c l a r a  la  e x i s t e n c i a  de 

g l i c o s o m a s ,  p a r t í c u l a s  s e m e j a n t e s  a o r g a n e l o s  q u e  c o n t i e n e n  s i e t e  

e n z i m a s  g l  ¡ e o l í t i c a s  a d e m á s  de  dos  e n z i m a s  i m p l i c a d a s  en el 

m e t a b o l i s m o  de l  g l i c e r o l  ( O p p e r d o e s  y B o r s t ,  1977 ) .

En r e s u m e n ,  d i s t i n t a s  p r u e b a s  a p u n t a n  a l a  c o m p a r t  ¡ m e n t a ­

c i ó n  de i n t e r m e d  i a r  ios  g l i c o l í t i c o s  y v í a s  m e t a b ó l i c a s ,  a la  e x i s t e n ­

c i a  de  i n t e r a c c i o n e s  e s p e c í f i c a s  e n t r e  e n z i m a s  gl  ¡ e o l í t i c a s  e i n t e r a c ­

c i o n e s  de  e n z i m a s  g l i c o l í t i c a s  con  a c t i n a  y c on  m e m b r a n a s .  P a r a  

r e f e r e n c i a s  v é a s e  S r e r e  ( 1 9 8 7 ) .
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E n f o q u e  e x p e r i m e n t a l  de l  p r o b l e m a

L a  p r u e b a  más  d i r e c t a  p a r a  el  m o d e lo  p r o p u e s t o  s e r í a  el

a i s l a m i e n t o  de  c o m p l e j o s  po l  i - i  s o e n z i  m á t  i c os  q u e  c a t a l i z a n  v í a s  

u n i d i r e c c i o n a l e s  y l a  d e m o s t r a c i ó n  de  q u e  l a s  i s o e n z i m a s  q u e  los 

c o m p o n e n  son e s p e c í f i c a s  p a r a  ese c o m p l e j o .  S in  e m b a r g o ,  é s t a  

p a r e c e  s e r  u n a  t a r e a  m uy  d i f í c i l  de a b o r d a r .  P o r  u n a  p a r t e ,  l a s  

a s o c i a c i o n e s  e n t r e  l a s  i s o e n z i m a s  de l  c o m p l e j o  p u e d e n  s e r  l á b i l e s  

y  no  r e s i s t i r  los  m é todos  d r á s t i c o s  u s a d o s  p a r a  r o m p e r  la  c é l u l a .

P o r  o t r a ,  la e x i s t e n c i a  de l  c o m p l e j o  p u e d e  s e r  de c a r á c t e r  

t r a n s i t o r i o ,  d e p e n d i e n d o  de l a  c o n c e n t r a c i ó n  de m e t a b o l i t o s  e s p e c í f i -  

e o s ,  pH o c o n d i c i o n e s  c e l u l a r e s  a ú n  no  c o n o c i d a s  ( U r e t a ,  1 985 ) .

Una  b u e n a  a p r o x i m a c i ó n  a l  p r o b l e m a  de la  e x i s t e n c i a  de

c o m p l e j o s  po l  i - i s o e n z i m á t i c o s  c o n s i s t e  en e s t u d i a r  la  p a r t i c i p a c i ó n  

e s p e c í f i c a  de i s o e n z i m a s  en u n a  y s ó lo  u n a  de l a s  v í a s  m e t a b ó l i -  

c a s  en q u e  la  r e a c c i ó n  e s t á  i m p l i c a d a .

El c a s o  de  l a  u t i l i z a c i ó n  de g l u c o s a  se p r e s t a  m u y  b i e n  

p a r a  el  a n á l i s i s  de l  p r o b l e m a  p l a n t e a d o .  P o r  u n a  p a r t e  t o d a s  sus

e t a p a s  son c a t a l i z a d a s  p o r  s i s t e m a s  i s o e n z i m á t i c o s  y ,  p o r  o t r a ,  

la  g l u c o s a  es un  s u s t r a t o  de l  c u a l  d i v e r g e n  v a r i a s  v í a s  c on  

p r o d u c t o s  f i n a l e s  d i f e r e n t e s ,  en  l a s  q u e  los  f l u j o s  de c a r b o n o s  

son f á c i l m e n t e  i d e n t  i f  i c a b l  e s .

Como e l  p l a n t e a m i e n t o  c e n t r a l  de l a  h i p ó t e s i s  p o s t u l a d a  p o r  

U r e t a  i n d i c a  q u e  c a d a  ¡ s o e n z im a  p a r t i c i p a  en u n a  s o l a  v í a
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, d i c h o  p o s t u l a d o  p o d r í a  p r o b a r s e  

l a s  i s o e n z i m a s  p a r t i c i p a n t e s .  Se 

q u e  l a  i n a c t i v a c i ó n  de  u n a  

de  u n a  de  l a s  v í a s  de  u t i l i z a c i ó n

T a l  s u p r e s i ó n  no  se o b s e r v a r í a  en un  s i s t e m a  en el  c u a l  el 

p r o d u c t o  de la  r e a c c i ó n  no  e s t á  c o m p a r t  i m e n t a d o  ( b ) .

E n t r e  los d i v e r s o s  s i s t e m a s  q u e  p u e d e n  u s a r s e  p a r a  e s t u d i a r  

i n v  i y o  los  m e c a n i s m o s  de r e g u l a c i ó n  m e t a b ó l i c a ,  los o o c i t o s  de  

a n f i b i o  r e p r e s e n t a n  un  s i s t e m a  i d e a l  ( U r e t a  y R a d o j k o v i c ,  1985 ) .  

E l l o s  c o n s t i t u y e n  u n a  p o b l a c i ó n  c e l u l a r  hom o g é n e a  en la  c u a l  

c a d a  c é l u l a  se p u e d e  i n y e c t a r  c on  los  c o m p u e s t o s  a d e c u a d o s ,  

m o d i f i c a n d o  r á p i d a  y c u a n t i t a t i v a m e n t e  los  n i v e l e s  i n t r a c e l  u l a r e s  

de  s u s t r a t o s ,  i n t e r m e d i a r i o s ,  c o f a c t o r e s  y e n z i m a s .  A d e m á s ,  el 

t a m a ñ o  de los  o o c i t o s  de  la  r a n a  c h i l e n a  ( 2 , 2  mm de d i á m e t r o )  

p e r m i t e  h a c e r  m e d i c i o n e s  m e t a b ó l i c a s  en u n a  s o l a  c é l u l a .
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E x p e r i m e n t o s  r e a l i z a d o s  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  h a n  m o s t r a d o  

q u e  en los  o o c i t o s  de a n f i b i o  la  u t i l i z a c i ó n  de g l u c o s a  e s t á  

r e s t r i n g i d a  a l a  s í n t e s i s  de  g l i c ó g e n o  (99%) y a la  v í a  de los 

f o s f a t o s  de  p e n t o s a s  (1%) ;  l a  g l i c ó l i s i s ,  g l  ¡ c o g e n o l  i si  s y g l u c o n e o g é -  

n e s i s  se e n c u e n t r a n  en e s t a d o  no f u n c i o n a l ,  p o s i b l e m e n t e  p o r  

a u s e n c i a  o i n a c t i v i d a d  de  f o s f o f r u c t o q u i  n a s a , f r u c  t o s a - b ¡  s f o s f  a t a s a  

y g l  i c ó g e n o - f o s f o r i  l a s a  ( U r e t a  y R a d o j k o v i c ,  1979 ) .

La  a c t i v i d a d  de c a s i  t o d a s  l a s  e n z i m a s  r e l a c i o n a d a s  con  la  

u t i l i z a c i ó n  de  g l u c o s a  f u e  m e d i d a  en o o c i t o s  p o r  R a d o j k o v i c  y 

U r e t a  ( 1 9 8 2 ) .  L a  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  e s t á  r e p r e s e n t a d a  en

e s t a s  c é l u l a s  p o r  dos  ¡ s o e n z i m a s  d e n o m i n a d a s  B y C, s i e n d o  los

n i v e l e s  de a m b a s  los más  b a j o s  de e n t r e  l a s  e n z i m a s  m e d i d a s .

Desde l u e g o ,  la  c o r r e l a c i ó n  e n t r e  la  p r e s e n c i a  de dos  h e x o q u i n a s a s  

y dos  v í a s  de u t i l i z a c i ó n  de  g l u c o s a  c o n c u e r d a  m uy  b i e n  c on  el 

m o d e l o .  A m b a s  c a r a c t e r í s t i c a s  h a c e n  de e l l a s  un  s i s t e m a  a d e c u a d o  

p a r a  e s t u d i a r  l a s  v í a s  en l a s  c u a l e s  p a r t i c i p a n .

En e s te  t r a b a j o  se a b o r d ó  e l  p r o b l e m a  de  la  p a r t i c i p a c i ó n  

de  l a s  ¡ s o e n z i m a s  de h e x o q u i n a s a  de l  o o c i t o  de r a n a  en l a s  dos

v í a s  q u e  u t i l i z a n  g l u c o s a  en d i c h a s  c é l u l a s ,  i n t e n t a n d o  la  i n a c t i v a ­

c i ó n  s e l e c t i v a  de l a s  ¡ s o e n z i m a s  p a r t  i c i  p a n t e s  ( v é a s e  e s q u e m a  de 

la  p á g .  9 ) .

Con es te  o b j e t o  se p u r i f i c a r o n  l a s  h e x o q u i n a s a s  B y C p a r a  

i n y e c t a r l a s  p o s t e r i o r m e n t e  en c o n e j o s  y o b t e n e r  a s í  a n t i c u e r p o s
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e s p e c ' f i c o s  p a r a  c a d a  ¡ s o e n z i m a .  Los  a n t i s u e r o s  se i n y e c t a r o n  en 

los  o o c i t o s  y se e s t u d i ó  su e f e c to  s o b r e  la  s f n t e s i s  de  g l i c ó g e n o  y 

CC>2 a p a r t i r  de g l u c o s a  r a d i a c t i v a .

Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  i n d i c a n  q u e  en el  o o c i t o  de r a n a  

la  h e x o q u i n a s a  C s ó lo  p a r t i c i p a  en la  v f a  que  s i n t e t i z a  g l i c ó g e n o .
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M ATERIALES Y METODOS

R e a c t iv o s  usados

De S ig m a  C h e m i c a l  Co.  (S t .  L o u i s ,  M o . ,  E . E . U . U . )  se o b t u v i e ­

r o n  los s i g u i e n t e s  r e a c t i v o s :  A T P ,  NADP, D - g l u c o s a ,  2 - d e s o x i - D -

g l u c o s a ,  D - f r u c t o s a ,  D - m a n o s a ,  T r i s ,  a c r i l a m i d a ,  b i s - a c r i  I am i  d a , 

g l i c i n a ,  f e n a z i  n a - m e t o s u  I f a t o ,  a z u l  de n i  t r o t e t r a z o l  ¡o ,  monot  i o g l  i c e -  

r o l  , g l i c e r o l ,  d o d e c i  I s u l f a t o  de s o d i o ,  PMSF, a z u l  de C oom as s ie  R, 

a z u l  de  C oom as s ie  G, T r i t ó n  X -1 0 0 ,  DTT ,  gl  u c o s a - 6 - f o s f a t o - d e s h i  d r o -  

g e n a s a  ( t i p o  V i l  de l e v a d u r a  y t i p o  X X I I I  de L e u c o n o s t o c  m e s e n te -  

r o i d e s ) , g l i c ó g e n o ,  s e r o a l b ú m i n a  de b o v i n o ,  a n t i  I gG de c o n e j o  

c o n j u g a d o  c on  f o s f a t a s a  a l c a l i n a ,  a n t i  ígG de r a t ó n  c o n j u g a d o  

con  f o s f a t a s a  a l c a l i n a ,  p - n i t r o f e n i  I f o s f a t o ,  p r o t e i n  A - s e p h a r o s e  C L -  

4 B , S e p h a r o s e  4 B - 2 0 0 ,  S e p h a c r y l  S-200  y S -300 ,  D owex-1  .

De M e r c k  ( D a r m s t a d t ,  A l e m a n i a  F e d e r a l )  se o b t u v i e r o n :  HEPES, 

EDTA,  t o d a s  l a s  s a l e s  i n o r g á n i c a s ,  h i d r ó x i d o  de s o d i o  y de 

p o t a s i o ,  á c i d o s  c l o r h í d r i c o ,  a c é t i c o ,  o r t o f o s f ó r i c o ,  p e r c l ó r i c o ,  f ó r m i ­

co  y á c i d o  5 , 5  * —d i et i I b a r b i t ú r i c o ,  m e t a n o l  y a z u l  de b r o m o f e n o l .

De P o l y s c i e n c e s  ( W a s h i n g t o n ,  E . E . U . U . )  p r o v e n í a n  TEMED y p e r s u l -  

f a t o  de a m o n i o .

De A m e r s h a m  ( S e a r l e  I l l i n o i s ,  E . E . U . U . )  se o b t u v i e r o n  PPO y POPOP. 

De A m e r s h a m  L a b o r a t o r i e s  ( B u c k i  n g h a m s h i  r e , I n g l a t e r r a )  se o b t u v i e ­

r o n  D-  [ ^ C  ] g l u c o s a  y D - [ ^ C ]  2 - d e s o x i  g l  u c o s a .

H ¡ d r o x i  I a p a t i t a  B io -G e l  HTP se o b t u v o  de B i o - R a d  ( R i c h m o n d ,

C a l i f o r n i a ,  E . E . U . U . ) .
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C e l u l o s a  CF1 p r o v e n í a  de W h a t m a n  B l o c h e m i c a l s  ( E . E . U . U . ) .

D E A E -c e l  u l o s a  m i c r o g r a n u I a r  p r o v e n í a  de W h a t m a n  ( M a i d s t o n e ,

I n g  I a t e r r a  ) .

C M - S e p h a d e x  se a d q u i r i ó  de P h a r m a c i a  ( U p p s a l a ,  S u e c i a ) .  

C o a d y u v a n t e  de F r e u n d  c o m p l e t o  e i n c o m p l e t o  se o b t u v o  de D i feo  

L a b o r a t o r i e s  ( D e t r o i t ,  M i c h i g a n ,  E . E . U . U . )

C i b a c r o n  B iu e  F3GA p r o v e n í a  de C i b a - G e i g y  ( G r e e n s b o r o ,  NC. 

E . E . U . U . ) .

T w e e n - 2 0  se a d q u i r i ó  en D r o g u e r í a  M i c h e l s o n  ( S a n t i a g o ,  C h i l e ) .

E t a n o l  y t o l u e n o  se o b t u v i e r o n  de S u d e l a b  L t d a .  ( S a n t i a g o ,  C h i l e ) .

A n i m a l e s  de  e x p e r i m e n t a c i ó n  \

E j e m p l a r e s  de r a n a  c h i l e n a  ( C a u d i  v e r b e r a  c a u d i  v e r b e r a ) se 

a d q u i r i e r o n  a un p r o v e e d o r  de la  z o n a  de  M e l i p i l l a  y se m a n t u v i e ­

r o n  en el  l a b o r a t o r i o  en un  e s t a n q u e  de  a g u a  d u l c e ;  se a l i m e n t a ­

b a n  con  r e n a c u a j o s  v i v o s  de  la  m is m a  e s p e c i e  o b i e n  con  h í g a d o  

de  v a c u n o .  De r a n a s  h e m b r a s  se o b t e n í a n  o o c i t o s  p a r a  el e s t u d i o  

de l  m e t a b o l i s m o  de  la g l u c o s a  ¡n v i v o . Se u s a b a  m ú s c u l o  e 

h í g a d o  de r a n a  como m a t e r i a l  de  p a r t i d a  p a r a  la  p u r i f i c a c i ó n  de 

l a s  h e x o q u i n a s a s  B y C r e s p e c t i v a m e n t e .

Los  a n t i s u e r o s  an  t i - h e x o q u i  n a s a s  B o C se o b t u v i e r o n  en 

c o n e j o s  a l b i n o s  h e m b r a s  de 6 meses de e d a d  de r a z a  N u e v a  

Z e l a n d i a  a d q u i r i d o s  en el I n s t i t u t o  B a c t e r i o l ó g i c o .
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C o m p o s i c ió n  de a l g u n a s  s o l u c i o n e s  de  uso  f r e c u e n t e

1. S o l u c i ó n  A:

f o s f a t o  de p o t a s i o  20 mM (pH 7 , 5 ) ,  g l u c o s a  50 rnM, EDTA 1 mM, 

monot  i og l  i c e r o l  10 mM y g l i c e r o l  5%.

2.  S o l u c i ó n  B:

f o s f a t o  de p o t a s i o  50 mM (pH 7 , 5 ) ,  g l u c o s a  10 mM, monot  i og l  i c e -  

r o l  10 mM y g l i c e r o l  5%.

3. S o l u c i ó n  C:

T r i s - H C I  10 mM (pH 7 , 5 ) ,  g l u c o s a  1 mM,, EDTA 1 m M , KCI 20 

mM, monot  i og I i c e r o l  10 mM y g l i c e r o l  10%.

4 .  S o l u c i ó n  D:

T r i s - H C I  20 mM (pH 7 , 5 ) ,  g l u c o s a  10 mM, EDTA 1 mM, m o n o t i o -  

g l i c e r o l  10 mM y g l i c e r o l  10%.

5. PBS:

NaCI 135 mM, KCI 2 , 7  mM, a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  8 mM, pH 7 , 5 ) .

6 .  S o l u c i ó n  B a r t h  m o d i f i c a d a :

NaCI 88 mM, KCI 1 mM, NaHCC>3 2 , 4  mM, MgSO^ 0 ,8 2  mM, 

C a f N O ^ ^  0 , 3 3  mM, C a C I ^  0,41 mM en a m o r t i g u a d o r  T r i s - H C I  10

mM, pH 7 , 6 .
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M e d i c i ó n  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a  de  l a  a c t i v i d a d  h e x o q u i n á s i c a .

La  a c t i v i d a d  f o s f o r i l a n t e  de  g l u c o s a  se d e t e r m i n a b a  m i d i e n d o  

el  c a m b i o  de a b s o r b e n c i a  q u e  se p r o d u c e  a 340 nm a l  a c o p l a r  la  

r e a c c i ó n  de  f o s f o r i l a c i ó n  de g l u c o s a  con  la  r e a c c i ó n  de d e s h i d r o g e -  

n a c i ó n  de l  g l u c o s a - 6 - P  ( S l e i n  et a l . ,  1950 ) ,  de a c u e r d o  c o n  el 

s i g u i e n t e  e s q u e m a  de  r e a c c i o n e s :

h e x o q u i  n a s a

G l u c o s a  + MgATP -------------------------------------- G l u c o s a - 6 - P  + MgADP + H+

( c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s ) :  T r i s - H C I  80 mM (pH 7 , 5 ) ,  KCI 100 mM, 

M g C I 2 12 ,6  mM, ATP 5 mM, g l u c o s a  0 , 5 m M ,  EDTA 1 ,6  mM, NADP 

0 , 5  mM y 0 , 5  U /m l  de g l  u c o s a - 6 - P - d e s h  i d r o g e n a s a . La  r e a c c i ó n  se 

i n i c i a b a  a g r e g a n d o  la  p r e p a r a c i ó n  e n z i m á t i c a .  Un s i s t e m a  s i n  ATP 

o s i n  g l u c o s a  se u t i l i z a b a  como b l a n c o .  La  u n i d a d  de e n z i m a  se 

d e f i n e  como la  c a n t i d a d  de  e n z i m a  q u e  c a t a l i z a  l a  f o s f o r i l a c i ó n  

de  1 pmol de  g l u c o s a  en 1 m in  a 30°  en l a s  c o n d i c i o n e s  d e s c r i t a s .
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Con el  o b j e t o  de i d e n t i f i c a r  l a  b a n d a  de p r o t e í n a  q u e  

c o r r e s p o n d í a  a la  h e x o q u i n a s a  se u s a b a  u n a  r e a c c i ó n  de t i n c i ó n  

de  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  en los  g e le s  de  po l  i a c r  i I ami  da  ( K a t z e n  

et a l . ,  1 965 ) .  P a r a  e l l o  se s u m e r g í a  el  ge l  en u n a  m e z c la  q u e  

t e n í a  la  m is m a  c o m p o s i c i ó n  de l a  m e z c la  q u e  se u s a b a  en el 

m é to d o  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o  a l a  c u a l  se a g r e g a b a  f e n a z i  n a - m e t o s u I f  a -  

to  0 ,0 4  m g / m l  y a z u l  de n i  t r o t e t r a z o l  io  0 , 9 6  m g / m l  . El c o n t r o l  se 

h a c í a  s u m e r g i e n d o  e l  gel  en m e z c la  s i n  A T P .

D e t e r m i n a c i ó n  de p r o t e í n a s

L a  c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  se d e t e r m i n a b a  m e d i a n t e  dos  

p r o c e d  i mi e n t o s :

a )  En e x t r a c t o s  c r u d o s  y en l a s  f r a c c i o n e s  p r o v e n i e n t e s  de l a s  

c r o m a t o g r a f  ías  en D EAE-ce l  u l  osa e h¡ d r o x i  l a p a t  i t a  se m e d ía  la  

a b s o r b a n c i a  a 280 nm .  Con el  o b j e t o  de c a l c u l a r  la  c o n c e n t r a c i ó n  

de p r o t e í n a s  se a c e p t ó  q u e  u n a  s o l u c i ó n  que  c o n t i e n e  1 mg de 

p r o t e í n a / m l  t i e n e  u n a  a b s o r b a n c i a  i g u a l  a 1.

b )  En f r a c c i o n e s  p u r i f i c a d a s  se u t i l i z a b a  el  m é to do  de B r a d f o r d  

( 1 9 7 6 ) .  Se u s a b a  BSA como p r o t e í n a  p a t r ó n .

Es tos  m é to dos  se u s a r o n  t a m b i é n  p a r a  m e d i r  la  c o n c e n t r a c i ó n  

de  p r o t e í n a s  de los  s u e r o s  de c o n e j o .

D e t e r m i n a c i ó n  de  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de  s a l e s

La c o n d u c t i v i d a d  de l a s  f r a c c i o n e s  q u e  c o n t e n í a n  f o s f a t o  y 

KCI , e l u i d a s  de l a s  d i f e r e n t e s  c o l u m n a s  u s a d a s  en la  p u r i f i c a c i ó n
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de  l a s  h e x o q u i  n a s a s , se d e t e r m i n a b a  u s a n d o  un  c o n d u c t í m e t r o  

R a d i o m e t e r  m o d e lo  CDM2f .  De i g u a l  m a n e r a  se c o n t r o l a b a  l a  c o n d u c ­

t i v i d a d  de t o d a s  l a s  s o l u c i o n e s  q u e  se u s a b a n  en los p r o c e d i m i e n ­

tos  de p u r i f i c a c i ó n .  M e d i a n t e  u n a  c u r v a  de  c a l i b r a c i ó n  se p o d í a n  

c a l c u l a r  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de f o s f a t o  y KCI .

P r e p a r a c i ó n  y r e g e n e r a c i ó n  de  los  m a t e r i a l e s  c r o m a t o g r á f i c o s  

1 . D E A E -c e l  u I osa

Se p r e p a r ó  y r e g e n e r ó  s e g ú n  el m é todo  d e s c r i t o  p o r  los  

f a b r i c a n t e s .

2.  H ¡ d r o x i  I a p a t i t a

se r e p e t í a  v a r i a s  v e c e s .  P ó s t e r  i o r m e n t e  se r e s u s p e n d í a  la  m e z c la  

en el a m o r t i g u a d o r  a d e c u a d o .  D espués  de s e r  u s a d a ,  l a  h i d r o x i l -  

a p a t i t a  se r e g e n e r a b a  l a v á n d o l a  con  s o l u c i ó n  de  f o s f a t o  de  p o t a s i o  

0 , 4  M y p o s t e r i o r m e n t e  con a g u a .

3.  C i b a c r o n  Bl u e - S e p h a r o s e

L a  p r e p a r a c i ó n  de es te  m a t e r i a l  se h i z o  p o r  u n a  m o d i f i c a c i ó n  

de l  m é to do  de  R i n d e r n e c h t  y c o l .  (1967)  de a c u e r d o  a c o m u n i c a c i ó n  

p e r s o n a l  de l  D r .  J o r g e  B a b u l  . A 500 mi de s u s p e n s i ó n  de S e p h a r o s e  

4 B -2 0 0  S ig m a  se a g r e g a b a n  12 ,5  g de C i b a c r o n  B lu e  F3GA C i b a
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a g i t a c i ó n  d u r a n t e  75 m i n .  El ge l  se l a v a b a  c on  a g u a  y con  

e t a n o l  a l  5% h a s t a  q u e  el  l í q u i d o  de l a y a d o  f u e r a  i n c o l o r o .  

Después  de s e r  u s a d a ,  la  s e f a r o s a - a z u  I se r e g e n e r a b a  p o r  l a v a d o s  

s u c e s i v o s  con  KCI 2 M,  KCI 2 M - u r e a  6 M y f i n a l m e n t e  a g u a .  Este 

p r o c e s o  de r e g e n e r a c i ó n  se r e e m p l a z ó  p ó s t e r  i o r m e n  te p o r  l a v a d o  

c on  NaOH 20 mM.

4 .  S e p h a c r y l  S-200  y S-300

El ge l  se h i d r a t a b a  en a g u a  y l u e g o  se e q u i l i b r a b a  en 

a m o r t i g u a d o r  C. Después  de u s a r  se l a v a b a  e x h a u s t i v a m e n t e  con  

el a m o r t i g u a d o r  q u e  c o n t e n í a  KCI 100 mM.

E l e c t r o f o r e s i  s en g e l e s  de  po l  i a c r i  I am i  da

La  t é c n i c a  de e l e c t r o f o r e s i  s en g e l e s  de po l  i a c r i  I am i  da  se 

r e a l i z ó  en a u s e n c i a  y en p r e s e n c i a  de SDS.
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P u r i f i c a c i ó n  de l a  h e x o q u i n a s a  B

L a  h e x o q u i n a s a  B se p u r i f i c ó  a p a r t i r  de m ú s c u l o  de r a n a .  

L a s  e t a p a s  que  se d e s c r i b i r á n  a c o n t i n u a c i ó n  c o r r e s p o n d e n  a un  

p r o t o c o l o  de p u r i f i c a c i ó n  a l  c u a l  se l l e g ó  d e s p u é s  de v a r i o s  

e x p e r i m e n t o s  en los  c u a l e s  se p r o b a r o n  d i v e r s a s  c o n d i c i o n e s .  A 

m enos  q u e  se e s p e c i f i q u e  o t r a  c o n d i c i ó n ,  t o d a s  l a s  e t a p a s  de l  

p r o c e s o  se r e a l i z a r o n  a 4 o . v

1. P r e p a r a c i ó n  de e x t r a c t o s  c r u d o s

A l r e d e d o r  de 300 a 400 g de  m ú s c u l o  de r a n a  se d e s m e n u z a ­

b a n  c on  t i j e r a s  y l u e g o  se ho m o g e n e i  z a b a n  a l  50% ( p / v )  en u n a

j u g u e r a  O s t e r  a v e l o c i d a d  m á x i m a  d u r a n t e  4 m i n .  L a  s o l u c i ó n  de 

h o m o g e n e i z a c  ión ( s o l u c i ó n  A)  c o n t e n f a :  f o s f a t o  de p o t a s i o  20 mM 

(pH  7 , 5 ) ,  g l u c o s a  50 mM, EDTA 1 mM, monot  i o g l  i c e r o l  10 mM y 

g l i c e r o l  5%. La  s u s p e n s i ó n  o b t e n i d a  se c e n t r i f u g a b a  a 8000 x  g 

d u r a n t e  1 h en u n a  c e n t r í f u g a  S o r v a l l  M o d e lo  RC-2B y el l í q u i d o  

s o b r e n a d a n t e  r e s u l t a n t e  se f i l t r a b a  a t r a v é s  de l a n a  de  v i d r i o .
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m i n .  Se f i l t r a b a  e l  l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  y se j u n t a b a  con  el  

a n t e r i o r .

2.  C r o m a t o g r a f í a  en D E A E - c e l u l o s a

El  l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  o b t e n i d o  en la  e t a p a  p r e v i a  se 

h a c í a  p a s a r  p o r  u n a  c o l u m n a  de D EAE-ce l  ul  osa  e q u i l i b r a d a  con

s o l u c i ó n  A .  L a s  d i m e n s i o n e s  de l a  c o l u m n a  ( 5 , 5  x  7 cm)  p e r m i t í a n

u n a  g r a n  s u p e r f i c i e  de  c o n t a c t o  e n t r e  la  c e l u l o s a  y el  l í q u i d o  

q u e  se p a s a b a  y u n  f l u j o  r á p i d o .  D espués  de la  a p l i c a c i ó n  de la

e n z i m a ,  la  c o l u m n a  se l a v a b a  c on  un v o l u m e n  de a m o r t i g u a d o r  A,

q u e  c o n t e n í a  KCI 50 mM, i g u a l  a 5 v e c e s  el v o l u m e n  de la

c o l u m n a .  F i n a l m e n t e  se e l u í a  la  e n z i m a  c on  L300 mi de a m o r t i g u a d o r  

q u e  c o n t e n í a  KCI 0 , 3  M. Se c o l e c t a b a n  f r a c c i o n e s  de 15 m i .

3 .  C r o m a t o g r a f í a  en h i d r o x i  l a p a t  i t a

L a  f r a c c i ó n  c on  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  p r o v e n i e n t e  de la

e t a p a  a n t e r i o r  se c o n c e n t r a b a  p o r  uI t r a f i  I t r a c  ión  en un a p a r a t o  

A m ic o n  c on  m e m b r a n a  PM 10. A c o n t i n u a c i ó n  se d i a l i z a b a  en

s o l u c i ó n  B q u e  t e n í a  la  s i g u i e n t e  c o m p o s i c i ó n :  f o s f a t o  de  p o t a s i o

50 mM (pH 7 , 5 ) ,  g l u c o s a  10 mM, mono t  i o g l  i c e r o l  10 mM y g l i c e r o l  

5%. La  f r a c c i ó n  d i a l i z a d a  se a p l i c a b a  a u n a  c o l u m n a  de h i d r o x i l -
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680 m! y l a s  f r a c c i o n e s  c o l e c t a d a s  e r a n  de 5 , 8  m i .

U.  C r o m a t o g r a f f a  en C i b a c r o n  Bl u e - S e p h a r o s e

La  e n z i m a  q u e  se o b t e n í a  de la e t a p a  de c r o m a t o g r a f  ía en 

h i d r o x i  I a p a t  i t a  se c o n c e n t r a b a  p o r  u l  t r a f  i I t r a c i ó n  y se d i a l i z a b a  

en s o l u c i ó n  C. E s ta  s o l u c i ó n  c o n t e n í a :  T r i s - H C I  10 mM (pH 7 , 5 ) ,

g l u c o s a  1 mM, EDTA 1 mM, KCI 20 mM, m o n o t i o g l  i c e r o l  10 mM y 

g l i c e r o l  10%. La  s e f a r o s a  se e m p a c a b a  en u n a  c o l u m n a  de 1 x 3 

cm y se e q u i l i b r a b a  c on  a m o r t i g u a d o r  C. Se h a c í a  p a s a r  la  

e n z i m a  y l u e g o  la  c o l u m n a  se l a v a b a  con  20 mi de s o l u c i ó n  C q u e  

c o n t e n í a  KCI 90 mM. La  a c t i v i d a d  e n z im á t - i c a  se e l u í a  con  a m o r t i ­

g u a d o r  C q u e  c o n t e n í a  ATP 5 mM.

5.  R e c r o m a t o g r a f í a  en D E A E - c e l u I o s a

L a  e n z i m a  p r o v e n i e n t e  de l a  c r o m a t o g r a f í a  en se f  a r o s a - a z u  I 

se r e c r o m a t o g r a f  i a b a  y c o n c e n t r a b a  en u n a  m i n i - c o l u m n a  de DEAE-  

c e l u l o s a  de 1 o 2 mi . L a s  c o n d i c i o n e s  de e s t a  c r o m a t o g r a f  ía  e r a n  

s i m i l a r e s  a las  d e s c r i t a s  en la  e t a p a  2,  e x c e p t o  q u e  la e n z i m a  se 

e l u í a  con  KCI en un  g r a d i e n t e  l i n e a l  de 0 a 0 , 5  M c u y o  v o l u m e n  

t o t a l  e r a  de 16 m i .  L a s  f r a c c i o n e s  c o l e c t a d a s  t e n í a n  un v o l u m e n  

de  0 , 2  mi .

6 .  F i l t r a c i ó n  en S e p h a c r y l  S-200

El c o n j u n t o  de f r a c c i o n e s  c on  a c t i v i d a d  h e x o q u i n á s i c a  o b t e n i ­

do  en la  e t a p a  a n t e r i o r  se a p l i c a b a  a u n a  c o l u m n a  de S e p h a c r y l
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S-200  c u y a s  d i m e n s i o n e s  e r a n  de 1 ,5  x  52 c m .  Se u s a b a  a m o r t i g u a ­

d o r  C q u e  c o n t e n í a  g l u c o s a  10 mM y KCI 100 mM p a r a  e q u i l i b r a r  

el  S e p h a c r y l  y p a r a  e l u i r  l a  e n z i m a .  Se c o l e c t a b a n  f r a c c i o n e s  de 

0 , 5  mi .

P u r i f i c a c i ó n  de l a  H e x o q u i n a s a  C

L a  h e x o q u i n a s a  C se p u r i f i c a b a  a p a r t i r  de h í g a d o  de 

r a n a .  T o d a s  l a s  e t a p a s  de l  p r o c e s o  de p u r i f i c a c i ó n ,  a menos  q u e  

se e s p e c i f i q u e  o t r a  c o n d i c i ó n ,  se h i c i e r o n  a 4 o . L a s  e t a p a s  de l  

p r o c e d i m i e n t o  c o m p l e t o  se d e s c r i b e n  a c o n t i n u a c i ó n .

1 . P r e p a r a c i ó n  de  e x t r a c t o s  c r u d o s

A p r o x i m a d a m e n t e  60 a 80 g de  h í g a d o  de r a n a  se d e s m e n u z a ­

b a n  con  t i j e r a s  y d e s p u é s  se h o m o g e n e i z a b a n  a l  50% en s o l u c i ó n  D 

en un  h o m o g e n e i z a d o r  Omni  M i x e r  S o r v a l l  a v e l o c i d a d  m á x i m a

d u r a n t e  2 m i n .  La  s o l u c i ó n  a m o r t  i g u a d o r a  D c o n t e n í a :  T r i s - H C I  20

mM (pH 7 , 5 ) ,  g l u c o s a  10 m M , EDTA 1 mM, monot  i o g l  i c e r o l  10 mM y 

g l i c e r o l  5%. El t e j i d o  h o m o g e n e i z a d o  se c e n t r i f u g a b a  a 28 .000  x  g 

d u r a n t e  1 h en u n a  c e n t r í f u g a  S p i n c o  m o d e lo  L .  El l í q u i d o

s o b r e n a d a n t e  se f i l t r a b a  a t r a v é s  de l a n a  de v i d r i o .  P ó s t e r  i o r m e n -

te se p a s a b a  p o r  u n a  c o l u m n a  de C M - S e p h a d e x  de 5 , 5  x  7 cm

e q u i l i b r a d o  en s o l u c i ó n  D. La  e n z i m a  no e r a  r e t e n i d a  en l a s
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2. C r o m a t o g r a f í a  en DEAE-ce l  u l o s a

Se e m p a c a b a  u n a  c o l u m n a  de 2 , 5  x  14 cm c on  D EAE-ce l  u l o s a  

e q u i l i b r a d a  en a m o r t i g u a d o r  D. P o r  e s t a  c o l u m n a  se p a s a b a  el  

l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  f i l t r a d o  en C M - S e p h a d e x .  D espués  de l a v a r  

c o n  500 mi de  a m o r t i g u a d o r  la  e n z i m a  se e l u í a  con  KCI en un  

g r a d i e n t e  l i n e a l  de 0 a 0 , 5  M en s o l u c i ó n  D. El v o l u m e n  t o t a l  de l  

g r a d i e n t e  e r a  de  1600 mi y se c o l e c t a b a n  f r a c c i o n e s  de 10 m i .

3.  C r o m a t o g r a f  ía  en h i d r o x i  I a p a t  i t a

L a s  f r a c c i o n e s  c on  a c t i v i d a d  hexoqu- i  n á s i c a  p r o v e n i e n t e s  de 

la  e t a p a  a n t e r i o r  se j u n t a b a n  y el c o n j u n t o  se c o n c e n t r a b a  p o r  

u l  t r a f  i I t r a c i ó n . P o s t e r i o r m e n t e  se h a c í a  u n a  d i á l i s i s  en s o l u c i ó n  B 

m o d i f i c a d a ,  q u e  t e n í a  a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  5 mM. La  m u e s t r a  

d i a l i z a d a  se p a s a b a  p o r  u n a  c o l u m n a  (1 x  18 cm )  de h i d r o x i l -  

a p a t i t a  e q u i l i b r a d a  en el a m o r t i g u a d o r  m o d i f i c a d o .  La  c o l u m n a  se 

l a v a b a  con  100 mi de l a  m is m a  s o l u c i ó n  y l a  e n z i m a  se e l u í a  con  

f o s f a t o  en un g r a d i e n t e  l i n e a l  de  5 a 100 mM p r e p a r a d o  en el 

a m o r t i g u a d o r  m o d i f i c a d o .  El g r a d i e n t e  t e n í a  un  v o l u m e n  de 340 mi 

y l a s  f r a c c i o n e s  c o l e c t a d a s  e r a n  de 3 m i .

4 .  F i l t r a c i ó n  en S e p h a c r y l  S-300

L a  e n z i m a  o b t e n i d a  de l a  c r o m a t o g r a f  ía  en h i d r o x i  I a p a t  i ta  

se c o n c e n t r a b a  p o r  u l t r a f i  I t r a c i ó n  y se d i a l i z a b a  c o n t r a  s o l u c i ó n  

C.  L a  e n z i m a  c o n c e n t r a d a  y d i a l i z a d a  se p a s a b a  p o r  u n a  c o l u m n a
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5.  E l e c t r o t o r e s ¡ s  en g e l e s  de po l  ¡ a c r i  I a m ¡ d a

Se p r e p a r a b a n  p l a c a s  de po l  i a c r i  I a m i d a  a l  7%, l a s  c u a l e s  se*
c a r g a b a n  c on  m u e s t r a  de e n z i m a  p r o v e n i e n t e  de la  c r o m a t o g r a f  ía

en S e p h a c r y l  . Se s i g u i ó  e s e n c i a l m e n t e  el  p r o c e d i m i e n t o  u s a d o  p o r

T o r o  ( 1 9 8 2 ) .  La  b a n d a  c o r r e s p o n d i e n t e  a h e x o q u i n a s a  C se i d e n t i f i ­

c a b a  t i ñ e n d o  el  ge l  con  el  m é to do  e s p e c í f i c o  p a r a  a c t i v i d a d

e n z i m á t i c a  q u e  se d e s c r i b i ó  a n t e r i o r m e n t e .  Una  v ez  i d e n t i f i c a d a  

la  b a n d a ,  é s t a  se c o r t a b a ,  se l a v a b a  en^ a m o r t i g u a d o r  T r i s - H C I  

20 mM pH 7 , 5  y se g u a r d a b a  d u r a n t e  l a  n o c h e  a 4 o en l a  m is m a

s o l u c i ó n  a la  c u a l  se h a b í a  a g r e g a d o  g l u c o s a  10 mM, OTT 1 mM y
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P r e p a r a c i ó n  de  s u e r o s  i n m u n e s  a n t i - h e x o q u i n a s a s  B y C

1. Sue ro  a n t i - h e x o q u i n a s a  B.

Se u t i l i z ó  un  c o n e j o  h e m b r a  a l b i n o  a l  c u a l  se i n y e c t ó  u n a

e m u l s i ó n  con  v o l ú m e n e s  ¡ g u a l e s  de h e x o q u i n a s a  B p u r a  y c o a d y u ­

v a n t e  de F r e u n d  c o m p l e t o  en la  p r i m e r a  i n y e c c i ó n  e i n c o m p l e t o  en 

l a s  s i g u i e n t e s .  T o d a s  l a s  i n y e c c i o n e s  f u e r o n  p o r  v f a  s u b c u t á n e a

en el d o r s o  y m u s l o s .  El p r o t o c o l o  de i n m u n i z a c i ó n  fu e  el  s i g u i e n t e :  

P r i m e r a  i n y e c c i ó n ,  a p r o x i m a d a m e n t e  0 , 2  mg de e n z i m a .

S e g u n d a  i n y e c c i ó n ,  se r e a l i z ó  4 meses d e s p u é s  con  l a  m is m a  

c a n t i d a d  de  p r o t e f n a .

T e r c e r a  i n y e c c i ó n ,  en el  o c t a v o  mes se i n y e c t a r o n  a l r e d e d o r  de 

0 , 3  mg de la  e n z i m a .

C u a r t a  i n y e c c i ó n ,  50 y g  de e n z i m a  11 meses d e s p u é s  de la

p r i m e r a  i n y e c c i ó n .

En c a d a  o c a s i ó n  se c o n t r o l ó  la  c a p a c i d a d  de l  s u e r o  p a r a

i n h i b i r  la  a c t i v i d a d  de h e x o q u i n a s a  B y se m i d i ó  el  t í t u l o  de l  

s u e r o  p o r  E L I S A .  A los  12 d í a s  de la  ú l t i m a  i n y e c c i ó n  se s a n g r ó  

el  c o n e j o  p o r  p u n c i ó n  c a r d í a c a .  La  s a n g r e  e x t r a í d a  se d e j ó  

d u r a n t e  l a  n o c h e  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  y a l  d í a  s i g u i e n t e  se 

s e p a r ó  el  s u e r o  de l  c o á g u l o  p o r  c e n t r i f u g a c i ó n  a 3 .0 00  r p m  

d u r a n t e  10 m i n .  El s u e r o  a s í  o b t e n i d o  se f r a c c i o n ó  en a l í c u o t a s  

de  1 mi y se g u a r d ó  c o n g e l a d o  a - 4 0 ° .



26

de h e x o q u i n a s a  C ( p á g .  22 ) •  Se h i c i e r o n  3 i n y e c c i o n e s  p o r  v í a  

s u b c u t á n e a  de h e x o q u i n a s a  C de a p r o x i m a d a m e n t e  0,1 mg c a d a  

u n a ,  c on  i n t e r v a l o s  de 30 d í a s .  L a  f o r m a c i ó n  de a n t i c u e r p o s  se 

c o n t r o l ó  d u r a n t e  es te  t i e m p o  i g u a l  q u e  p a r a  el c a s o  de l  c o n e j o  

i n m u n i z a d o  con  h e x o q u i n a s a  B.  D espués  de 11 d í a s  de la  ú l t i m a  

i n y e c c i ó n  se s a n g r ó  el c o n e j o  p o r  p u n c i ó n  c a r d f a c a  y se o b t u v o  el  

s u e r o  como se d e s c r i b i ó  a n t e r i o r m e n t e .

Los i n t e r v a l o s  e n t r e  l a s  i n y e c c i o n e s  s o l o  c o r r e s p o n d e n  a 

r a z o n e s  de c o n v e n i e n c i a .  No se h i c i e r o n  e s t u d i o s  e s p e c i a l e s  p a r a  

o p t i m i z a r  e s to s  p r o t o c o l o s .

Como el  r e n d i m i e n t o  o b t e n i d o  a l  p u r i f i c a r  l a s  h e x o q u i n a s a s  

B y C e r a  b a j o ,  nos p a r e c i ó  d i f í c i l  en un c o m ie n z o  o b t e n e r  l a s  

c a n t i d a d e s  de e n z i m a  r e q u e r i d a s  p a r a  la  p r e p a r a c i ó n  de s u e r o s  

i n m u n e s  c o n v e n c i o n a l e s .  Po r  e s t a  r a z ó n  se p r e p a r a r o n  a n t i c u e r p o s  

m o n o c l o n a l e s .  S in  e m b a r g o ,  d a d o  q u e  no  se o b t u v i e r o n  m o n o c l o n a l e s  

i n h i b i d o r e s  de la a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a ,  no f u e r o n  u t i l i z a d o s  en 

e s te  t r a b a j o .  L a  o b t e n c i ó n  y c a r a c t e r i z a c i ó n  de a n t i c u e r p o s  m o n o c l o ­

n a l e s  se d e s c r i b i r á  en e l  A n e x o  1.

P u r i f i c a c i ó n  de l a s  i n m u n o g l o b u l  i n a s

L a s  i n m u n o g l o b u l  ¡ ñ a s  de t i p o  G se s e p a r a r o n  de l  r e s t o  de 

l a s  p r o t e í n a s  s é r i c a s  m e d i a n t e  c r o m a t o g r a f í a  en P r o t e i n  A -  

S e p h a r o s e  C L - 4 B  ( c o m u n i c a c i ó n  p e r s o n a l  D r .  A .  de  l o a n n e s ) .  L a s  

c o l u m n a s  c o n t e n í a n  1,5  mi de s e f a r o s a  e q u i l i b r a d a  con  a m o r t i g u a ­
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d o r  f o s f a t o  de s o d i o  50 mM a pH 8 , 0 .  P o r  l a s  c o l u m n a s  se p a s a b a  

1 mi de  s u e r o  i n m u n e  o de s u e r o  c o n t r o l  y d e s p u é s  de l a v a r  con  

l a  s o l u c i ó n  de e q u i l i b r i o  se e l u f a n  l a s  IgG c on  á c i d o  a c é t i c o  0,1 

N-NaCI  0 ,1 5  M.  Se c o l e c t a b a n  f r a c c i o n e s  de  0 , 6  m i .  Los t u b o s  en 

los  c u a l e s  se r e c o g í a  el e l u i d o  c o n t e n í a n  0,1 mi de T r i s  1 M pH 

7 , 0  con  el  o b j e t o  de n e u t r a l i z a r  el med io-  á c i d o .  Se m e d ía  la  

a b s o r b a n c i a  de l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  a 280 nm y se j u n t a b a n  

a q u e l l a s  c u y a  a b s o r b a n c i a  a l c a n z a b a  v a l o r e s  ¡ g u a l e s  o s u p e r i o r e s  

a 0 , 5 .  L a s  i n m u n o g l  obu  I i ñ a s  p u r i f i c a d o s  se d i a l i z a b a n  en s o l u c i ó n  

B a r t h  m o d i f i c a d a  ( G u r d o n ,  1976) a la q u e  en a d e l a n t e  l l a m a r e m o s  

s o l u c i ó n  B a r t h .  L u e g o ,  l a s  IgG se c o n c e n t r a b a n  en u n i d a d e s  

C e n t r i c o n  30 h a s t a  el v o l u m e n  o r i g i n a l  de l  s u e r o  c r u d o  y l u e g o  

p o r  e v a p o r a c i ó n  b a j o  c o r r i e n t e  de  n i t r ó g e n o  g a s e o s o  p a r a  los 

e x p e r i m e n t o s  de  m i c r o i  n y e c c  ión  .

C a r a c t e r i z a c i ó n  de los  a n t i s u e r o s

1. Mi c r o i  n m u n o e n s a y o  c on  el  e n s a y o  E L I S A .

Se usó l a  t é c n i c a  E L IS A  q u e  c o n s i s t e  en a d s o r b e r  el a n t í g e n o  

a la  s u p e r f i c i e  de los p o c i l i o s  de u n a  p l a c a  de p l á s t i c o ;  

p ó s t e r  i o r m e n t e  se a g r e g a  el a n t i s u e r o  y se c u a n t i f i c a n  los a n t i c u e r ­

pos  u n i d o s  e s p e c í f i c a m e n t e  a l  a n t í g e n o  p o r  a d i c i ó n  de a n t i - l g G  de 

c o n e j o  c o n j u g a d o  con  f o s f a t a s a  a l c a l i n a .  L a  e n z i m a  u n i d a  se 

d e t e c t a  p o r  a d i c i ó n  de l  s u s t r a t o  p - n i  t r o f e n i  I f o s f a t o  y m e d i c i ó n  

e s p e c t r o f o t o m é t r i c a  de l  p - n i t r o f e n o l  l i b e r a d o .  Como c o n t r o l e s  en
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t o d o s  ios  e x p e r i m e n t o s  se u s a r o n  s u e r o s  p r e - i n m u n e  como p r i m e r  

a n t i c u e r p o  y s e r o a l b ú m i n a  de b o v i n o  como a n t f g e n o .  Se s i g u i ó

b á s i c a m e n t e  la  t é c n i c a  d e s c r i t a  p o r  E n g v a l l  y P e r l m a n n  ( 1 9 7 2 ) .  Se

c e b a b a n  p l a c a s  c on  u n a  s o l u c i ó n  q u e  c o n t e n í a  10 p g / m l  de h e x o q u i -  

n a s a  en PBS (NaCI  136 mM, KCI 2 , 7  mM, a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  8

mM, pH 7 , 5 )  c o l o c a n d o  50 pl de  la  s o l u c i ó n  de a n t f g e n o  p o r

p o c i l i o  e i n c u b a n d o  l a s  p l a c a s  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  d u r a n t e  

t o d a  la  n o c h e .  D espués  de r e c u p e r a r  el a n t f g e n o  se a g r e g a b a n  a 

c a d a  p o c i l i o  0,1 mi de  u n a  s o l u c i ó n  q u e  c o n t e n í a  BSA 1 % - a z id a

0,02% en PBS y se i n c u b a b a  1 h a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  c on  el 

o b j e t o  de  b l o q u e a r  s i t i o s  r e m a n e n t e s  p a r a  p r o t e í n a  en el p l á s t i c o .  

P ó s t e r ¡ o r m e n t e  se l a v a b a  3 v ec es  con  Tween<r20 0,1% en PBS. A la  

p l a c a  a s í  t r a t a d a  se a g r e g a b a n  d i l u c i o n e s  s e r i a d a s  de s u e r o  en 

P B S - B S A - a z i  d a , s i e n d o  el v o l u m e n  f i n a l  de 50 p i .  D espués  de

i n c u b a r  2 h a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  se r e p e t í a  el  l a v a d o  con

T w e e n - 2 0  y se a g r e g a b a n  a c a d a  p o c i l i o  25 p l  de a n t i - l g G  de

c o n e j o  c o n j u g a d o  c o n  f o s f a t a s a  a l c a l i n a  ( d i l u i d o  1:1000 en PBS- 

B S A - a z i d a ) .  Se i n c u b a b a  la  p l a c a  3 h en u n a  e s t u f a  a 37° y se

l a v a b a  n u e v a m e n t e .  La a c t i v i d a d  de la  f o s f a t a s a  a l c a l i n a  se

m e d í a  a g r e g a n d o  50 ti l  de l  s u s t r a t o  p - n i  t r o f e n i  ( f o s f a t o  (1 m g / m l

en a m o r t i g u a d o r  c a r b o n a t o  0 ,0 5  M con  M g C I^  1 mM, pH 9 , 6 ) .  Se

i n c u b a b a  d u r a n t e  30 m in  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  y la r e a c c i ó n  

e n z i m á t i c a  se d e t e n í a  a g r e g a n d o  50 pl de NaOH 3 M.  El c o n t e n i d o

de  c a d a  p o c i l i o  se d i l u í a  con  0 ,1 5  mi de a g u a  d e s t i l a d a  y el 

p - n i t r o f e n o l  f o r m a d o  se c u a n t i f i c a b a  m i d i e n d o  l a  a b s o r b a n c i a  a

405 nm .
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2.  E f e c t o  de l  s u e r o  s o b r e  la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a .

Se i n c u b a b a  u n a  c a n t i d a d  c o n s t a n t e  de la  e n z i m a  c o r r e s p o n ­

d i e n t e  con  c a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  de s u e r o  i n m u n e  o s u e r o  c o n t r o l .
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c é l u l a .  M e d i a n t e  un  m i c r o m a n i p u l a d o r  se s u j e t a b a  la  m i c r o p i p e t a  

y se c o n t r o l a b a n  sus  m o v i m i e n t o s .  C u a n d o  se m i c r o i  n y e c t a b a n  

c o m p u e s t o s  r a d i o a c t i v o s  como [ ] - g  I uc o s a  , [ ^ C ]  - 2 - d e s o x i  g l  u c o s a

u o t r o s ,  és to s  se c o n c e n t r a b a n  p r e v i a m e n t e  a s e q u e d a d  b a j o  

c o r r i e n t e  de n i t r ó g e n o  y se d i s o l v í a n  d e s p u é s  en s o l u c i ó n  B a r t h  

h a s t a  a l c a n z a r  la  c o n c e n t r a c i ó n  d e s e a d a .  En los  e x p e r i m e n t o s  de 

m i c r o i n y e c c i ó n  s i e m p r e  se u s a b a n  a n t i c u e r p o s  p u r i f i c a d o s ,  los q u e  

se d i a l  i z a b a n  en s o l u c i ó n  B a r t h  y se c o n c e n t r a b a n  en u n i d a d e s  

C e n t r i c o n  30.

M ed ic ió n  de la  a c t i v id a d  h e x o q u in á s ic a  en ooc itos .

La  a c t i v i d a d  h e x o q u i n á s i c a  de los  o o c i t o s  se m e d ía  i n  v i v o  

en o o c i t o s  i n t a c t o s  y a d e m á s  i n  v i t r o ,  u t i l i z a n d o  en am bos  c a s o s  

un r a d i o e n s a y o  d e s c r i t o  p o r  R a d o j k o v i c  y co l  a b o r a d o r e s  ( 1 9 7 8 ) .  

En a l g u n a s  o c a s i o n e s  se u s a b a  el  m é to d o  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o  en 

c o n d i c i o n e s  in  v i t r o ,  q u e  y a  f u e  d e s c r i t o  a n t e r i o r m e n t e .

1. A c t i v i d a d  h e x o q u i n á s i c a  i n  v i t r o .

Se p r e p a r a b a n  h o m ogen e i  z a d o s  de o o c i t o s  a l  33,3% ( v / v )  en

a m o r t i g u a d o r  Hepes 100 mM pH 8 , A q u e  c o n t e n í a  a d e m á s  DTT 2 

mM. El h o m o g e n e i z a d o  se c e n t r i f u g a b a  d u r a n t e  1 h a 30 .000  x  g 

en u n a  c e n t r í f u g a  S p in c o  m o d e lo  L .  Se d e s c a r t a b a  el p r e c i p i t a d o  

y a l  l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  se a g r e g a b a n  c r i s t a l e s  de b i c a r b o n a t o  

de p o t a s i o  h a s t a  a l c a n z a r  v a l o r e s  de pH e n t r e  7 ,2  y 7 , A. Se 

p r e p a r a b a  u n a  m e z c la  de r e a c c i ó n  q u e  t e n í a  los s i g u i e n t e s  c o m p o -
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r e a c c i ó n  e n z i m á t i c a .  Después de c e n t r i f u g a r  la  m e z c la  de r e a c c i ó n  

d u r a n t e  5 m in  los l í q u i d o s  s o b r e n a d a n t e s  se f i l t r a b a n  en c o l u m n a s  

de  Dowex-1  f o r m i a t o .  L a s  c o l u m n a s  se l a v a b a n  con  7 mi de HCOOH 

0,1 N y d e s p u é s  se e l u í a  el  é s t e r  f o s f ó r i c o  con  2 , 5  mi de f o r m i a t o  

de a m o n i o  0,A N pH 5 , 3 .  Se t o m a b a n  a l í c u o t a s  de  0 ,5  m i ,  t a n t o  

de l  l a v a d o  como de l  e l u i d o ,  a l a s  c u a l e s  se a g r e g a b a n  5 mi de 

l í q u i d o  de c e n t e l l e o  c o n s t i t u i d o  p o r  u n a  m e z c la  de  PPO ( A g / l  ) -

POPOP (50 m g / l  ) en t o l u e n o  y T r i t ó n  X -100  (2:1 v / v ) . La

r a d i a c t i v i d a d  de  l a s  m u e s t r a s  se c o n t a b a  en un e s p e c t  r ó m e t r o  de 

c e n t e l l e o  l í q u i d o  P h i l i p s .  T o d a s  l a s  d e t e r m i n a c i o n e s  se h a c í a n  p o r  

d u p l i c a d o  y como b l a n c o  se p r e p a r a b a n  m e z c la s  que  no c o n t e n í a n  

A T P .

T a m b i é n  se m e d ía  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  en p r e p a r a c i o n e s  

semi  p u r i f i c a d a s  o b t e n i d a s  p o r  c r o m a t o g r a f  ía  en D E A E - c e l u l o s a . El 

l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  o b t e n i d o  como se d e s c r i b i ó  a n t e r  i o r m e n t e  se 

d i a l  i z a b a  d u r a n t e  1 h en s o l u c i ó n  C y p o s t e r i o r m e n t e  se a p l i c a b a  

a u n a  m i n i - c o l u m n a  de  2 mi de v o l u m e n  q u e  se e m p a c a b a  c on  

D E A E -c e l  u l  osa  e q u i l i b r a d a  en s o l u c i ó n  a m o r t  i g u a d o r a  C q u e  no 

c o n t e n í a  KCI . L a  c o l u m n a  se l a v a b a  c on  10 mi de l  a m o r t i g u a d o r  C
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y la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  se e l u f a  con  un g r a d i e n t e  l i n e a l  de KCI 

de  0 a 0 , 3 5  M p r e p a r a d o  en el  m is m o  a m o r t i g u a d o r .  El g r a d i e n t e  

t e n í a  un v o l u m e n  t o t a l  de 34 mi y se c o l e c t a b a n  f r a c c i o n e s  de 0 , 2  

m i .  La  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  de l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  se 

d e t e r m i n a b a  p o r  e l  m é todo  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o  ya  d e s c r i t o .

2. A c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  ¡n v i v o .

Se i n y e c t a b a n  o o c i t o s  con  a p r o x i m a d a m e n t e  50 n i  de [ ^ C ] - 2 -  

d e s o x i  gl  u c o s a .  Como c o n t r o l e s  se u s a b a n  o o c i t o s  s i n  i n y e c t a r  o 

m i c r o !  n y e c t a d o s  con  s o l u c i ó n  B a r t h .  D espués  de la  i n y e c c i ó n  se 

i n c u b a b a n  g r u p o s  de  4 o o c i t o s  d u r a n t e  t i e m p o s  v a r i a b l e s  en t u b o s  

q u e  c o n t e n í a n  75 ¡ i \  de s o l u c i ó n  B a r t h  b a j o  u n a  a t m ó s f e r a  de 100% 

0^ a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  c on  a g i t a c i ó n  c o n t i n u a .  Una v ez  c o m p l e ­

t a d o  el t i e m p o  de i n c u b a c i ó n  d e s e a d o ,  c a d a  g r u p o  de 4 c é l u l a s  se 

t r a s l a d a b a  a t u b o s  E p p e n d o r f  q u e  c o n t e n í a n  á c i d o  p e r c l ó r i c o .

D espués  de h o m o g e n e i z a r  se o b t e n í a  un  e x t r a c t o  p e r c l ó r i c o  a l  3%. 

El e x t r a c t o  o b t e n i d o  se c e n t r i f u g a b a  d u r a n t e  5 m i n ,  se g u a r d a b a  

e l  l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  y el  p r e c i p i t a d o  se l a v a b a  u n a  v e z  con  

á c i d o  p e r c l ó r i c o  3%. Los  l í q u i d o s  s o b r e n a d a n t e s  se j u n t a b a n ,  se 

n e u t r a l i z a b a n  c o n  KOH 1 N y se d e j a b a n  p r e c i p i t a r  l a s  p r o t e í n a s  

y el  p e r c l o r a t o  d u r a n t e  la  n o c h e .  P o s t e r i o r m e n t e  se c e n t r i f u g a b a  

5 m in  p a r a  d e s c a r t a r  el  p r e c i p i t a d o  y los  l í q u i d o s  s o b r e n a d a n t e s  

se f i l t r a b a n  en c o l u m n a s  q u e  c o n t e n í a n  1 mi de Dowex -1  f o r m i a t o ,  

s i g u i e n d o  e l  m is m o  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  a n t e r i o r m e n t e .
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D e t e r m i n a c i ó n  de  g l i c ó g e n o

L a  i n c o r p o r a c i ó n  de [ ^ C ] - g l u c o s a  en g l i c ó g e n o  en o o c i t o s

en d i f e r e n t e s  s i t u a c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  se m e d fa  como s i g u e .

Después  de m i c r o i n y e c t a r  [ ] - g l  uc os a  , p r e c u r s o r  en la  s í n t e s i s  

de  g l i c ó g e n o ,  g r u p o s  de 4 o o c i t o s  se i n c u b a b a n  en la f o r m a

p r e v i a m e n t e  d e s c r i t a .  T e r m i n a d o  e l  p e r í o d o  de i n c u b a c i ó n ,  c a d a  

o o c i t o  e r a  s e p a r a d o  y c o l o c a d o  i n d i v i d u a l m e n t e  en un t u b o  de 

e n s a y o  y s o m e t i d o  a d i g e s t i ó n  c on  0 , 5  mi de  KOH a l  30% d u r a n t e

30 m in  a 100°.  P o s t e r i o r m e n t e  se a g r e g a b a  a c a d a  t u b o  0,1 mi de

s u l f a t o  de s o d i o  2%, 40 l de u n a  s o l u c i ó n  de g l i c ó g e n o  ( ~50 mg

en  8 mi de  H^ 0 )  y 2,1 mi de e t a n o l  75% y se d e j a b a  p r e c i p i t a r

d u r a n t e  la n o c h e .  Al d í a  s i g u i e n t e  los  t u b o s  se c e n t r i f u g a b a n

d u r a n t e  10 m i n  en u n a  c e n t r í f u g a  c l í n i c a  a v e l o c i d a d  m á x i m a .  Se 

d e s c a r t a b a  e l  l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  y se d e j a b a  s e c a r  el p r e c i p i t a ­

d o .  Es te  se r e s u s p e n d í a  en 2 mi de a g u a  t i b i a  y se a g r e g a b a n  6

mi de e t a n o l  p a r a  p r e c i p i t a r  el g l i c ó g e n o .  Los p r e c i p i t a d o s  se 

c o l e c t a b a n  en f i l t r o s  de f i b r a  de v i d r i o ,  se l a v a b a n  con  e t a n o l  

75% y l u e g o  se s e c a b a n  b a j o  u n a  l á m p a r a  de l u z  i n f r a r o j a .  Los  

f i l t r o s  secos  se c o l o c a b a n  en f r a s c o s  de v i d r i o  q u e  c o n t e n í a n  5 mi 

d e  l í q u i d o  de  c e n t e l l e o  y se m e d ía  su r a d i a c t i v i d a d .

M e d ic ió n  de CO2

Los t u b o s  en los  c u a l e s  se i n c u b a b a  c a d a  g r u p o  de o o c i t o s

p o s e í a n  un s i s t e m a  de d e s p r e n d i m i e n t o  q u e  c o n e c t a b a  los  t u b o s  de
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( B r e n d e l  y M e e z a n ,  1974 ) .  La  r a d i a c t i v i d a d  p r e s e n t e  en el  CC^ se 

m e d ía  i g u a l  q u e  en los  c a s o s  a n t e r i o r e s  en un e s p e c t  r ó m e t r o  de 

c e n t e l l e o  l í q u i d o .

ir
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RESULTADOS

P u r i f ic a c ió n  de h e x o q u in a s a  B

El  p r o t o c o l o  de p u r i f i c a c i ó n  de h e x o q u i n a s a  B de  m ú s c u l o  de 

r a n a  h a  s i d o  el r e s u l t a d o  de n u m e r o s o s  e n s a y o s  en los  c u a l e s  se 

v a r i a b a n  u n a  s e r i e  de c o n d i c i o n e s .  La  e n z i m a  se e n c u e n t r a  en 

p e q u e ñ a  c a n t i d a d  en el  t e j i d o  y es b a s t a n t e  i n e s t a b l e ,  r a z ó n  p o r  

l a  c u a l  h u b o  q u e  d i s e ñ a r  un  p r o c e d i m i e n t o  de p u r i f i c a c i ó n  q u e  

f u e r a  r á p i d o  y e n c o n t r a r  a d e m á s  c o n d i c i o n e s  en l a s  c u a l e s  la  

a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  f u e r a  e s t a b l e .  Se p r o b a r o n  v a r i a s  t é c n i c a s  

c r o m a t o g r á f i c a s  en d i f e r e n t e  o r d e n ,  en l a s  c u a l e s  se v a r i a b a  el  

p H ,  la  f u e r z a  i ó n i c a  y e l  t a m a ñ o  de l a s  c o l u m n a s .  Se e s t u d i ó  la  

e s t a b i l i d a d  de la  e n z i m a  d u r a n t e  el p r o c e s o  de p u r i f i c a c i ó n  en 

p r e s e n c i a  y a u s e n c i a  de a l g u n o s  p r o t e c t o r e s  como g l u c o s a ,  D TT ,  

monot  i og l  ¡ c e ro  I y g l i c e r o l .  Se e s t u d i ó  t a m b i é n  el  e f e c to  de l  i n h i b i ­

d o r  de p r o t e a s a s  PMSF. Los  r e s u l t a d o s  q u e  se m o s t r a r á n  a 

c o n t i n u a c i ó n  c o r r e s p o n d e n  a un  p r o t o c o l o  de  p u r i f i c a c i ó n  p a r a  

h e x o q u i n a s a  B q u e  se h a  r e p e t i d o  v a r i a s  v e c e s ,  o b t e n i é n d o s e  

e s e n c i a l m e n t e  e l  m ism o  r e s u l t a d o .

1. P r e p a r a c i ó n  de l  e x t r a c t o  c r u d o

N o r m a l m e n t e  se p r o c e s a b a n  a l r e d e d o r  de 300 g de m ú s c u l o  de 

r a n a .  La  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  p r e s e n t e  en el  c i t o s o l  ( o b t e n i d o  

d e s p u é s  de  h o m o g e n e i z a r  el m ú s c u l o  y c e n t r i f u g a r )  e r a  a p r o x i m a d a ­

m e n te  12 u n i d a d e s .  D espués  de l a v a r  el  p r e c i p i t a d o  con  T r i t ó n
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X -100  a l  0,1% y v o l  v e r  a c e n t r i f u g a r  se o b t e n f a  u n a  a c t i v i d a d  

e q u i v a l e n t e  a 6 u n i d a d e s  de e n z i m a .  En g e n e r a l  se o b t e n í a n  como 

p r o m e d i o  0 , 0 7  u n i d a d e s  de e n z i m a / g  de t e j i d o .  El l í q u i d o  s o b r e n a ­

d a n t e  t o t a l  ( c o n j u n t o  de l a s  f r a c c i o n e s  c o n  y s i n  T r i t ó n )  c o n t e n í a  

de 10 a 12 mg de  p r o t e í n a / m l  y t e n í a  u n a  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de 

0 ,0 0 4  u n i d a d e s / m g  de  p r o t e í n a .

2.  C r o m a t o g r a f  ía  en DEAE-ce l  u l o s a

Un s o l o  p i c o  de a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  se e n c u e n t r a  c u a n d o  

se c r o m a t o g r a f  ía  en D EAE-ce l  u l o s a  el  l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  p r o v e ­

n i e n t e  de la  c e n t r i f u g a c i ó n  de  un  e x t r a c t o  c r u d o  de m ú s c u l o  de 

r a n a .  E s ta  a c t i v i d a d  c o r r e s p o n d e  a la  ¡ s o e n z im a  B, q u e  es la  

h e x o q u i n a s a  t í p i c a  de l  m ú s c u l o  ( F i g .  1 ) .  En el p r o t o c o l o  de 

p u r i f i c a c i ó n  se m o d i f i c ó  la  c r o m a t o g r a f  ía  e l i m i n a n d o  el g r a d i e n t e



F i g u r a  1.  H e x o q u i n a s a  B:  c r o m a t o g r a f  ía  en D EAE-ce l  u l o s a . 242 mi

de  c i t o s o l  q u e  c o n t e n í a n  9 u n i d a d e s  de h e x o q u i n a s a  B se c o l o c a r o n
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o b t i e n e  un g r a n  a u m e n t o  de  la  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  que  n o r m a l m e n ­

te v a r f a  e n t r e  20 y 25 v e c e s .  L a  r e c u p e r a c i ó n  de la  a c t i v i d a d  

e n z i m á t i c a  t a m b i é n  es a l t a  y c o r r e s p o n d e  a un 85-90%.
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c o n c e n t r a c i ó n  e s t á  lo  s u f i c i e n t e m e n t e  a l e j a d a  de la  q u e  se r e q u i e r e  

p a r a  e l u i r  la e n z i m a  en f o r m a  i n e s p e c f f i c a  y a d e m á s  p e r m i t e  

e l i m i n a r  u n a  g r a n  c a n t i d a d  de p r o t e í n a s  c o n t a m i n a n t e s .

P a r a  e l u i r  la h e x o q u i n a s a  de la  c o l u m n a  de se f  a r o s a - a z u  I 

p o r  a f i n i d a d  se p r o b a r o n  los s u s t r a t o s  g l u c o s a  y ATP y el 

p r o d u c t o  g l u c o s a - 6 - P .  No f u e  p o s i b l e ,  en l a s  c o n d i c i o n e s  q u e  se
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F ig u r a  3 .  H e x o q u in a s a  B: c r o m a t o g r a f ía  en C ib a c ro n  B lu e -S e p h a -

ro s e .  138 mi de m u e s t r a  p r o v e n i e n t e s  de la c r o m a t o g r a f í a  en

h ¡ d r o x i  l a p a t  ¡ t a  , p r e v i a m e n t e  c o n c e n t r a d a  y d i a l  i z a d a ,  se c o l o c a r o n  

en u n a  c o l u m n a  de  C i b a c r o n  Bl u e - S e p h a r o s e  ( 1 x 3  cm) e q u i l i b r a d a  

en s o l u c i ó n  C. La  m u e s t r a  c o n t e n í a  6 , 2  u n i d a d e s  de h e x o q u i n a s a

B.  Se l a v ó  con  20 mi de s o l u c i ó n  C q u e  c o n t e n í a  KCI 90 mM. L a s

p r o t e í n a s  se e l u y e r o n  c o n  s o l u c i ó n  C q u e  c o n t e n í a  KCI 20 mM y 

ATP 5 mM. Se c o l e c t a r o n  f r a c c i o n e s  de 1 m i .  O t ro s  d e t a l l e s  como 

en la  f  i g u r a  1 .
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t e m e n te  la  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  a u m e n t a  el d o b l e .  L a  r e c u p e r a c i ó n  

en e s t a  e t a p a  es de  50%.

6. F i l t r a c i ó n  en S e p h a c r y l  S -200.

En e s t a  ú l t i m a  e t a p a  de l  p r o c e s o  de p u r i f i c a c i ó n  n o r m a l m e n t e  

se c o n s i g u e  n u e v a m e n t e  d i s m i n u i r  a la m i t a d  la  c o n c e n t r a c i ó n  de 

p r o t e í n a s  y a u m e n t a r  2 v ec es  l a  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a .  L a  r e c u p e r a ­

c i ó n  de la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  es de 90%. E s ta  p r e p a r a c i ó n ,  que  

p r e s e n t a  u n a  s o l a  b a n d a  de p r o t e í n a s  en g e le s  de po l  i a c r i  I ami  da  

con  SDS ( F i g .  4 ) ,  t i e n e  u n a  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de a p r o x i m a d a m e n ­

te 12 U /m g  p r o t e í n a .  E x c e p c i o n a l m e n t e  se h a n  o b t e n i d o  p r e p a r a c i o ­

nes  c u y a  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  a l c a n z a  a 18 U /m g  p r o t e í n a .

Un r e s u m e n  de  los r e s u l t a d o s  de l  p r o c e d i m i e n t o  de p u r i f i c a ­

c i ó n  de h e x o q u i n a s a  B se m u e s t r a  en la T a b l a  1.

Con el o b j e t o  de c o n o c e r  a l g u n a s  c a r a c t e r í s t  ¡ cas  de la  

h e x o q u i n a s a  B de  r a n a  y c o m p a r a r l a s  con  o t r a s  h e x o q u i n a s a s , se 

h i z o  u n a  c a r a c t e r i z a c i ó n  c i n é t i c a  p r e l i m i n a r  de la  e n z i m a .  Los 

v a l o r e s  de l a  p a r a  g l u c o s a  ( 0 , 1 0 0  mM) y p a r a  ATP ( 0 , 7  mM)

son s i m i l a r e s  a los o b t e n i d o s  p a r a  o t r a s  h e x o q u i n a s a s  de m ú s c u l o  

de  v e r t e b r a d o s  ( W i l s o n ,  1985 ) .

P u r i f ic a c ió n  de la  h e x o q u in a s a  C

No f u e  p o s i b l e  o b t e n e r  h e x o q u i n a s a  C p u r a  a ú n  d e s p u é s  de 

h a b e r  e n s a y a d o  n u m e r o s a s  t é c n i c a s  u s a d a s  t r a d i c i o n a l m e n t e  p a r a  

p u r i f i c a c i ó n  de p r o t e í n a s .  Como se r e q u e r í a  la  e n z i m a  h o m ogén ea
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F ig u r a  4 .  E le c t ro fo re s is  en g e les  de pol i a c r i  I a m ¡ d a  de h e x o q u in a s a  

B en d i s t in t a s  e ta p a s  de p u r i f i c a c ió n .

P a n e l  i z q u i e r d o :  ge l  en p r e s e n c i a  de SDS; p r o t e í n a s  t e ñ i d a s  con  

a z u l  de  C o o m a s s ie .  C a n a l  1: 50 y g  de la  p r e p a r a c i ó n  o b t e n i d a  de 

la  1a c r o m a t o g r a f  ía  en D EAE-ce l  u l o s a ; c a n a l  2: 5 y g  de e n z i m a  

p r o v e n i e n t e s  de  la  f i l t r a c i ó n  en S e p h a c r y l  S -200.

P a n e l  d e r e c h o :  ge l  en c o n d i c i o n e s  n a t i v a s  en el c u a l  se c o lo c ó  en

c a d a  c a n a l  20 yg  de p r o t e í n a  p r o v e n i e n t e  de  la p r e p a r a c i ó n  

o b t e n i d a  de  l a  c r o m a t o g r a f  ía  en C i b a c r o n  Bl u e - S e p h a r o s e .

C a n a l  1: t i n c i ó n  de p r o t e í n a s ;  c a n a l  2: t i n c i ó n  de a c t i v i d a d  

e n z i m á t i c a  como se d e s c r i b i ó  en p á g .  16 . La  p r e p a r a c i ó n  de los 

g e le s  se d e s c r i b i ó  en M a t e r i a l e s  y M é to dos  en la  p á g .  18.



Tabla 1

Purificación de hexoquinasa B de músculo de rana

Etapa Volumen 

(m i )

Actividad 

(U/ml)

Proteína 

(mg/ml)

Actividad
específica

(U/mg)

Rendimiento

(%)

Purificación 

(veces)

1. Citosol* 470 0,042 9,6 0,004 100 1

2. DEAE-celulosa 176 0,038 1.7 0,022 34 5

3. Hidroxilapatita 138 0,045 0,11 0,41 31,5 98

4. Sefarosa-azul 8 0,317 0,065 4,88 12,7 1162

5. DEAE-celulosa 3 0,343 0,036" 9,53 ,5,1 2269

6. Sephacryl S-200 6,5 0,122 0,010 12,2 4,1 2905

♦Conjunto de las fracciones con y sin Tritón obtenidas después de centrifugar el homogeneizado de
músculo
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p a r a  s e r  i n y e c t a d a  en c o n e j o  y o b t e n e r  el a n t i c u e r p o  c o r r e s p o n d í  e n ­

t e ,  é s t a  se o b t u v o  s o m e t i e n d o  u n a  p r e p a r a c i ó n  e n z i m á t i c a  s e m i p u r i -  

f i c a d a  a e l e c t r o f o r e s i s  en g e le s  de po l  i a c r i  I am i  d a . Los r e s u l t a d o s  

o b t e n i d o s  en l a s  d i f e r e n t e s  e t a p a s  de l  p r o c e s o  de p u r i f i c a c i ó n  se 

d e s c r i b e n  a c o n t i n u a c i ó n .

1 . P r e p a r a c i ó n  de e x t r a c t o s  c r u d o s

G e n e r a l m e n t e  se p r o c e s a b a n  a l r e d e d o r  de 80 g de h f g a d o .  

D espués  de  h o m o g e n e i z a r  a l  50% el t e j i d o  y c e n t r i f u g a r ,  la  

a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  en el c i t o s o l  e r a  de 0 , 3  U/m l  . L a  a c t i v i ­

d a d  h e x o q u i  n á s i c a  t o t a l  e r a  i g u a l  a 30 U, lo  que  e q u i v a l e  a 0 , 4  

U / g  de t e j i d o .  Es n e c e s a r i o  r e c a l c a r  s i n  e m b a r g o  q u e  en h f g a d o  

de r a n a  la  h e x o q u i n a s a  C r e p r e s e n t a  a l r e d e d o r  de un 44% de la  

a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  t o t a l  ( l a  a c t i v i d a d  r e m a n e n t e  c o r r e s p o n d e  

a h e x o q u i n a s a s  B y D ) ,  p o r  lo t a n t o  la a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  

c o r r e s p o n d í  e n te  a h e x o q u i n a s a  C s e r f a  a p r o x i m a d a m e n t e  13 ,2  U. 

La  a c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  de e s t a  p r e p a r a c i ó n  e r a  a p r o x i m a d a m e n t e  

0,011 U /m g  p r o t e f n a .

2.  C r o m a t o g r a f  fa  en D EAE-ce l  u I o s a

C u a n d o  se c r o m a t o g r a f í a  en D E A E -c e l  u los a  u n  e x t r a c t o  c r u d o  

de  h f g a d o  de r a n a  se o b t i e n e n  3 p i c o s  de  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  

q u e  c o r r e s p o n d e n  a l a s  i s o e n z i m a s  C, B y D, r e s p e c t i v a m e n t e  

( F i g .  5 ) .  Es tos  r e s u l t a d o s  c o i n c i d e n  con  los c o m u n i c a d o s  p o r

U r e t a  ( 1 9 7 6 ) .  El p r i m e r  p i c o  c o r r e s p o n d e  a l a  h e x o q u i n a s a  C, que
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F ig u r a  5 .  H e x o q u in a s a  C: c r o m a to g r a f fa  en D EAE-ce l  u lo s a . 78 mi

de  c i t o s o l  que  c o n t e n í a n  11 ,9  u n i d a d e s  de h e x o q u i n a s a  se c o l o c a r o n  

en u n a  c o l u m n a  ( 2 , 5  x  14 cm)  e q u i l i b r a d a  con  s o l u c i ó n  D. Se 

l a v ó  c on  500 mi de la m is m a  s o l u c i ó n  y l a s  p r o t e í n a s  se e l u y e r o n  

con  KCI en un  g r a d i e n t e  l i n e a l  de 0 a 0 , 5  M en s o l u c i ó n  D. Se 

c o l e c t a r o n  f r a c c i o n e s  de 10 m i .  La a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  se m i d i ó  

e s p e c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  con  g l u c o s a  0 , 5  mM ( •  ) o 100 mM ( o  ) .
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e l u y e  a u n a  c o n c e n t r a c i ó n  de KCI i g u a l  a 90 mM. E s ta  f r a c c i ó n

p r e s e n t a  u n a  a c t i v i d a d  de 0 ,0 4  U /m l  , s i e n d o  l a  a c t i v i d a d  t o t a l

i g u a l  a 3 , 5  U. La  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de la e n z i m a  en e s t a

e t a p a  es de 0 ,0034  U /m g  p r o t e í n a .  No se o b s e r v a  a u m e n t o  con

r e s p e c t o  a la e t a p a  a n t e r i o r ,  a p e s a r  de que  la  c o n c e n t r a c i ó n  de

p r o t e í n a s  de e s t a  f r a c c i ó n  es 3 v e c e s  m e n o r  q u e  la  de l  e x t r a c t o

c r u d o .  E l l o  se d e b e  a q u e  en e l  e x t r a c t o  c r u d o  se e s t á  m i d i e n d o  

la  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  t o t a l  q u e  i n c l u y e ,  a d e m á s  de h e x o q u i n a -  

sa C, a l a s  ¡ s o e n z im a s  B y D. Po r  lo t a n t o  la a c t i v i d a d

e s p e c í f i c a  de l  e x t r a c t o  c r u d o  c o r r e s p o n d e  en r e a l i d a d  a l a  a c t i v i ­

d a d  e s p e c í f i c a  de l  t o t a l  de h e x o q u i n a s a s  p r e s e n t e s .
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F ig u r a  6 .  H e x o q u in a s a  C: c r o m a t o g r a f ía  en h id r o x i  I a p a t i  t a . 95 mi

de  la p r e p a r a c i ó n  p r o v e n i e n t e  de la  c r o m a t o g r a f í a  en D E A E - c e l u l o -  

s a ,  p r e v i a m e n t e  c o n c e n t r a d a  y d i a l i z a d a ,  se c o l o c a r o n  en u n a  

c o l u m n a  de h i d r o x i  I a p a t  i t a  (1 x  18 cm )  e q u i l i b r a d a  con  s o l u c i ó n  

B m o d i f i c a d a  (con  a m o r t i g u a d o r  f o s f a t o  5 mM en vez  de 50 m M ) .  

La  p r e p a r a c i ó n  t e n í a  3 , 4  u n i d a d e s  de h e x o q u i n a s a  C. Se l a v ó  con  

100 mi de s o l u c i ó n  B m o d i f i c a d a  y l a s  p r o t e í n a s  se e l u y e r o n  con  

f o s f a t o  en un g r a d i e n t e  l i n e a l  de 5 a 100 mM en la m is m a  

s o l u c i ó n .  Se c o l e c t a r o n  f r a c c i o n e s  de 3 m i .  O t r o s  d e t a l l e s  e x p e r i m e n ­

t a l e s  como en la  f i g u r a  1.



T a b l a  2

Purificación de hexoquinasa C de hígado de rana

Etapa Volumen 

(mi)

Actividad 

(U/ml)

Proteína 

(mg/ml)

Actividad
específica

(U/mg)

Rendimiento

(%)

Purificación 

(veces)

1. Citosol* 78 0,153 32 0,004 100 1

2. DEAE-celulosa 95 0,036 11 0,003 28,3 0,8

3. Hidroxilapatita 66 0,028 0,12 0,23 52,9 58

4. Sephacryl S-300 25 0,05 0,03 1,66 72 415

♦Líquido sobrenadante obtenido después de
■i-

homogeneizar el hígado y centrifugar a 28..000 x g.



50

es de 0 ,0 5  U /m l  . La  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de e s t a  f r a c c i ó n  es de 

1 ,6  U /m g  de p r o t e í n a  y la r e c u p e r a c i ó n  es de 80%.

5.  El e c t r o f o r e s i  s en g e le s  de po l  i a c r i  I ami  da

L a s  f r a c c i o n e s  con  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  p r o v e n i e n t e s  de 

l a  f i l t r a c i ó n  en S e p h a c r y l  se j u n t a r o n  y se c o n c e n t r a r o n  p o r  

u 11 r a f  ¡ 11 r a e  ión en A m icon  y p o s t e r i o r m e n t e  en C e n t r i c o n .  E s ta  

p r e p a r a c i ó n  se s o m e t ió  a e l e c t r o f o r e s i s  en p l a c a  de po l  i a c r i  I ami  d a . 

Como se d e s c r i b i ó  a n t e r i o r m e n t e ,  se c o r t ó  la b a n d a  de ge l  q u e  

p r e s e n t a b a  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  p a r a  s e r  i n y e c t a d a  en c o n e j o .

La  T a b l a  2 m u e s t r a  un r e s u m e n  de l  p r o c e s o  de p u r i f i c a c i ó n  

de  h e x o q u i n a s a  C. <,

P u r i f i c a c i ó n  de los  s u e r o s

D e b i d o  a l a  a l t a  c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  e x i s t e n t e  en los 

s u e r o s ,  f u e  n e c e s a r i o  p u r i f i c a r  l a s  i n m u n o g l  o b u  I i ñ a s  con  el  o b j e t o  

de  p o d e r  m i c r o i  n y e c t a r  en los o o c i t o s  u n a  c o n c e n t r a c i ó n  de a n t i ­

c u e r p o s  q u e  p e r m i t i e r a  a s e g u r a r  la  i n h i b i c i ó n  de la  a c t i v i d a d  

h e x o q u i  n á s i c a  d e n t r o  de la  c é l u l a .  Con es te  p r o c e d i m i e n t o  se 

l o g r a b a  d i s m i n u i r  la c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a  a l r e d e d o r  de 80 

v e c e s .  Los  s u e r o s  c o m p l e t o s  t i e n e n  a p r o x i m a d a m e n t e  10 g de 

p r o t e í n a  p o r  100 m i ,  v a l o r  q u e  b a j a b a  a 0 ,1 3  g / 1 0 0  d e s p u é s  de 

l a  p u r i f i c a c i ó n .
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C a r a c t e r i z a c i ó n  de los  a n t i s u e r o s

De a c u e r d o  con  los p r o t o c o l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  d e s c r i t o s  en 

M a t e r i a l e s  y M é to d o s ,  se p r e p a r a r o n  en c o n e j o s  s u e r o s  i n m u n e s  

a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B y C de r a n a .  Se u s a r o n  los  s u e r o s  c o m p l e t o s  

o b i e n  se p u r i f i c a r o n  l a s  i n m u n o g l o b u l  i n a s  de t i p o  G p o r  c r o m a t o ­

g r a f í a  en P r o t e í n a  A - S e f a r o s a .  Los  a n t i s u e r o s  se c a r a c t e r i z a r o n  

m e d i a n t e  los  p r o c e d i m i e n t o s  q u e  se d e s c r i b e n  a c o n t i n u a c i ó n .

1. Mi c r o i  n m u n o t  i t u  I ac  ión

L a s  c u r v a s  de t i t u l a c i ó n  o b t e n i d a s  p o r  el p r o c e d i m i e n t o  

E L IS A  p a r a  s u e r o s  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B, o b t e n i d o s  10 d í a s  d e s p u é s  

de c a d a  i n y e c c i ó n  de l  a n t í g e n o  a p a r e c e n  en la  f i g u r a  7.  Se p u e d e  

a p r e c i a r  q u e  l a s  c u r v a s  de  t i t u l a c i ó n  de los  s u e r o s  o b t e n i d o s
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— (log d i lu c ió n  de su e ro )

F ig u r a  7 .  T i t u la c ió n  del suero  a n t i - h e x o q u in a s a  B. Sue ros  a n t i -  

h e x o q u i n a s a  B o b t e n i d o s  d e s p u é s  de i n m u n i z a c i o n e s  s u c e s i v a s  se 

c a r á c t e r  i z a r o n  p o r  el m é todo  E L I S A  ( v é a s e  M a t e r i a l e s  y M é to d o s ,  

p á g .  2 7 ) .  Los s u e r o s  se i d e n t i f i c a n  como s i g u e :  •  : 2a i n m u n i z a ­

c i ó n ;  A :  3a i n m u n i z a c i ó n ;  ■ 4a i n m u n i z a c i ó n ;  <>: Suero  c o n t r o l ;

V : BSA.  Se u s a r o n  d i l u c i o n e s  s e r i a d a s  de los  s u e r o s .
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s u g e r i r  q u e  e l  e f e c to  se d e b a  e x c l u s i v a m e n t e  a i n h i b i c i ó n ,  ya  q u e

la  d i s m i n u c i ó n  de a c t i v i d a d  o b s e r v a d a  p o d r í a  i n c l u i r  p r e c i p i t a c i ó n  

de  la  e n z i m a .

El e f e c t o  i n h i b i d o r  de los s u e r o s  a n t i - B  ( o b t e n i d o s  d e s p u é s

de  t r e s  i n m u n i z a c i o n e s  s u c e s i v a s )  es m a y o r  a m e d i d a  que  a u m e n t a  

el  n ú m e r o  de  i n m u n i z a c i o n e s  ( F i g .  9 ) .  A s í  p o r  e j e m p l o ,  10 yl de l  

s u e r o  o b t e n i d o  d e s p u é s  de la  c u a r t a  i n y e c c i ó n  p r o d u j e r o n  65% de

i n a c t i v a c i ó n  de la  e n z i m a ,  m i e n t r a s  q u e  c o n  l a  m is m a  c a n t i d a d  de 

s u e r o  o b t e n i d o  d e s p u é s  de la  s e g u n d a  i n y e c c i ó n  se a l c a n z ó  s o l a m e n ­

te 20% de i n a c t i v a c i ó n  en l a s  m is m a s  c o n d i c i o n e s  de e n s a y o .  P o r  

e s t a  r a z ó n  to d o s  los  e x p e r i m e n t o s  p o s t e r i o r e s  se h i c i e r o n  con el 

s u e r o  o b t e n i d o  d e s p u é s  de l a  ú l t i m a  i n y e c c i ó n  de a n t í g e n o .

La i n h i b i c i ó n  de la a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  p o r  el  a n t i s u e r o  

d e p e n d e  de v a r i o s  f a c t o r e s :  e s t a d o  de p u r i f i c a c i ó n  de l  s u e r o ,

t i e m p o  de i n c u b a c i ó n  de l  s u e r o  con  el a n t í g e n o  y l a s  c o n d i c i o n e s  

en l a s  c u a l e s  se e n c u e n t r a  la  e n z i m a ,  e s p e c i a l m e n t e  la  p r e s e n c i a  

o a u s e n c i a  de p r o t e c t o r e s  de  la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en la

p r e p a r a c i ó n  q u e  se u s a .

L a  i n f l u e n c i a  de l  e s t a d o  de  p u r i f i c a c i ó n  de l  a n t i s u e r o  s o b r e  

la c a p a c i d a d  de  és te  p a r a  i n h i b i r  la a c t i v i d a d  de h e x o q u i n a s a  B 

se i l u s t r a  en l a  f i g u r a  10, en l a  q u e  se c o m p a r a n  los  r e s u l t a d o s  

o b t e n i d o s  d e s p u é s  de i n c u b a r  h e x o q u i n a s a  B con  s u e r o  c o m p l e t o  y
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F i g u r a  9 .  I n h i b i c i ó n  de  l a  a c t i v i d a d  de  h e x o q u i n a s a  B p o r  s u e r o  

a n t i - h e x o q u i n a s a  B. C a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  de s u e r o s  o b t e n i d o s  

d e s p u é s  de i n m u n i z a c i o n e s  s u c e s i v a s  se i n c u b a r o n  c on  2 , 3  mi l  de 

h e x o q u i n a s a  B semi  p u r i f i c a d a  p r o v e n i e n t e  de la e t a p a  de DEAE-

c e l u l o s a ,  en un  v o l u m e n  f i n a l  de 0 , 1 2  m i .  La  i n c u b a c i ó n  se 

r e a l i z ó  d u r a n t e  1 h a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  D espués  de c e n t r i f u ­

g a r  10 m in  se m i d i ó  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en el l í q u i d o  s o b r e n a ­

d a n t e  m e d i a n t e  el  m é todo  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o .  Los  s u e r o s  o b t e n i d o s

d e s p u é s  de c a d a  i n m u n i z a c i ó n  ( v é a s e  M a t e r i a l e s  y M é to dos  p á g .  

2 5 )  se i d e n t i f i c a n  como s i g u e :  •  : 2a i n m u n i z a c i ó n ;  a  ; 3a i n m u n i ­

z a c i ó n ;  ■ : 4a i n m u n i z a c i ó n .  0 :  s u e r o  c o n t r o l .
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F ig u r a  10. In h ib ic ió n  de la  a c t i v i d a d  de h e x o q u in a s a  B por suero  

a n t i - h e x o q u in a s a  B: e fec to  de la  p u r i f i c a c ió n  del su ero . C a n t i d a ­

des v a r i a b l e s  de s u e r o  o de IgG p u r i f i c a d a s  (5 -1 0 0  y l )  se 

i n c u b a r o n  con 2 , 7  o 2 , 4  mi l  de h e x o q u i n a s a  B semi  p u r i f i c a d a  

p r o v e n i e n t e  de la  e t a p a  de h i  d r o x i  I a p a  t i t a  en un v o l u m e n  f i n a l

de  0 , 4  m i .  La  i n c u b a c i ó n  se r e a l i z ó  d u r a n t e  30 m in  a 30° y 18 h

a 4 o . D espués  de c e n t r i f u g a r  10 m in  se m i d i ó  a c t i v i d a d  e n z i m á t í c a

en e l  l i q u i d o  s o b r e n a d a n t e  m e d i a n t e  el  mé todo  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o .

Los  s u e r o s  i n m u n e s  se i d e n t i f i c a n  como s i g u e ,  a  : IgG p u r i f i c a d a s  

en P r o t e i n  A - S e p h a r o s e  C L - 4 B ;  y  s u e r o  c o m p l e t o .  0  : s u e r o  c o n t r o l .  

L a  a b s c i s a  se e x p r e s a  como el c u o c i e n t e  e n t r e  la  c a n t i d a d  de 

s u e r o  y la a c t i v i d a d  e n z i m á t í c a ,  p a r a  c o m p e n s a r  l a s  d i f e r e n c i a s  

en la  c a n t i d a d  de e n z i m a  u s a d a  en d i f e r e n t e s  e x p e r i m e n t o s .
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con  s u e r o  p u r i f i c a d o  p o r  c r o m a t o g r a f  ía de a f i n i d a d .  Se p u e d e  v e r  

q u e  la  e n z i m a  es i n a c t i v a d a  c o m p l e t a m e n t e  p o r  el s u e r o  p u r i f i c a d o ,  

m i e n t r a s  q u e  c on  el  s u e r o  c r u d o  q u e d a  u n a  a c t i v i d a d  r e m a n e n t e  

de  20% con  r e s p e c t o  a l  s u e r o  c o n t r o l  y a la  e n z i m a  s i n  a n t i s u e r o .

En la  f i g u r a  11 se m u e s t r a  la  d e s a p a r i c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  

de  h e x o q u i n a s a  B en dos  c o n d i c i o n e s  de i n c u b a c i ó n .  Se o b s e r v a  

q u e  c on  50 pl de l  a n t i s u e r o  se a l c a n z a  u n a  i n a c t i v a c i ó n  de l  50% 

c u a n d o  la  i n c u b a c i ó n  se r e a l i z a  d u r a n t e  30 m in  a 3 0 ° .  Sí la  

i n c u b a c i ó n  se c o n t i n ú a  d u r a n t e  18 h a 4 o se l o g r a  la  i n a c t i v a c i ó n  

c o m p l e t a  de  la  e n z i m a .

A l g u n o s  p r o t e c t o r e s  de l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  que  se u s a b a n  

de  r u t i n a  d u r a n t e  la  p u r i f i c a c i ó n  de la . e n z i m a  i n f l u y e n  en la  

i n m u n o i  n a c t  i v a c i ó n  de h e x o q u i n a s a  B ( F i g .  1 2 ) .  La  e n z i m a  s i n
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F ig u r a  11. In h ib ic ió n  de la  a c t i v id a d  de h e x o q u in a s a  B por  

s u e ro -h e x o q u i  n a s a  B en d i fe r e n te s  c o n d ic io n e s  de in c u b a c ió n .

C a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  de IgG p u r i f i c a d a s  se i n c u b a r o n  c on  2 , 7  mU 

de  h e x o q u i n a s a  B serni p u r i f i c a d a  p r o v e n i e n t e  de la e t a p a  de 

h i d r o x i  I a p a t  i t a  en un v o l u m e n  f i n a l  de 0 , 4  m i .  L a s  i n c u b a c i o n e s  

p a r a  el s u e r o  i n m u n e  f u e r o n  como s i g u e :  ▼ : 30 m in  a 30° ; A 30

m i n  a 30° y 18 h a 4 o . <> : s u e r o  c o n t r o l  en a m b a s  c o n d i c i o n e s .

D espués  de c e n t r i f u g a r  10 m in  se m i d i ó  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en el 

l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  m e d i a n t e  el m é todo  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o .



r
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F i g u r a  12.  I n h i b i c i ó n  de l a  a c t i v i d a d  de h e x o q u i n a s a  B p o r  s u e r o  

a n t i - h e x o q u i n a s a  B: e f e c t o  de  p r o t e c t o r e s  de la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i -

c a .  C a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  de s u e r o  c o m p l e t o  ( e n t r e  5 y 100 y l )  se 

i n c u b a r o n  con  1 ,5  o 1 ,7  mi l  de h e x o q u i n a s a  B semi  p u r i f i c a d a  

p r o v e n i e n t e  de l a  e t a p a  de h i d r o x i  l a p a t i  ta  en un  v o l u m e n  f i n a l

de  0 ,2  m i .  La  i n c u b a c i ó n  se r e a l i z ó  d u r a n t e  30 m in  a 30° y 18 h

a 4 o . D espués  de c e n t r i f u g a r  10 m in  se m i d i ó  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  

en el  I f q u i d o  s o b r e n a d a n t e  m e d i a n t e  el  m é to do  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o .  

L a  e n z i m a  u t i l i z a d a  se i d e n t i f i c a  como s i g u e :  y  : e n z i m a  con

p r o t e c t o r e s  de a c t i v i d a d  ( g l u c o s a  y g l i c e r o l ) ;  ▲ : e n z i m a  en

a u s e n c i a  de p r o t e c t o r e s .  0  : s u e r o  c o n t r o l .
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l o g r a r  u n a  i n h i b i c i ó n  a p r e c i a b l e  f u e  n e c e s a r i o  d i a l i z a r  la  p r e p a r a ­

c i ó n  e n z i m á t i c a  q u e  se u s a b a  c o n t r a  un  ta m p ó n  s i n  p r o t e c t o r e s .  

Con e s t a  p r e p a r a c i ó n  se a l c a n z a b a  un 95%- de i n h i b i c i ó n  de la

a c t i v i d a d  con  25 yl de s u e r o  p o r  mi l  de e n z i m a .  En c a m b i o ,  a l  

u s a r  la  e n z i m a  p r o t e g i d a ,  la  m is m a  c a n t i d a d  de s u e r o  s ó lo

p r o d u c í a  un  20% de  i n a c t i v a c i ó n  ( F i g .  1 3 ) ,  la  q u e  a u m e n t a b a  a l  

50% con  70 yI de  s u e r o .  M a y o r e s  c a n t i d a d e s  de s u e r o  (100 o 125 yl 

p o r  mU de e n z i m a ) ,  no a u m e n t a r o n  la  i n a c t i v a c i ó n .  Como se p u e d e  

v e r ,  el e f e c t o  p r o t e c t o r  de g l u c o s a  y g l i c e r o l  f r e n t e  a la  

i n a c t i v a c i ó n  p o r  el s u e r o  es m u c h o  más  i m p o r t a n t e  p a r a  h e x o q u i n a -  

sa C q u e  p a r a  h e x o q u i n a s a  B.  En la  f i g u r a  14 se i l u s t r a  el

e f e c t o  de dos  c o n d i c i o n e s  de i n c u b a c i ó n  s o b r e  la  i n a c t i v a c i ó n  de

h e x o q u i n a s a  C p o r  el  a n t i s u e r o  c o r r e s p o n d i e n t e .  C u a n d o  la  i n c u b a ­

c i ó n  se r e a l i z a b a  d u r a n t e  30 m in  a 30°  l a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  

r e m a n e n t e  e r a  30% de  la a c t i v i d a d  o r i g i n a l ,  v a l o r  que  se a l c a n z a ­

b a  con  75 y l  de a n t i s u e r o .  Si la  i n c u b a c i ó n  se p r o l o n g a b a  

d u r a n t e  18 h a 4 o la a c t i v i d a d  r e m a n e n t e  e r a  5% de la  a c t i v i d a d  

o r i  g i n a l  .

3 .  R e a c t i v i d a d  i n m u n o l ó g i c a  c r u z a d a  de h e x o q u i n a s a s  B y C

El e n f o q u e  e x p e r i m e n t a l  p l a n t e a d o  en e s te  t r a b a j o  p a r a

a b o r d a r  el  e s t u d i o  de l a s  v í a s  de  u t i l i z a c i ó n  de g l u c o s a  en-  los
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F ig u r a  13. In h ib ic ió n  de la  a c t i v id a d  de h e x o q u in a s a  C por suero  

a n t i - h e x o q u in a s a  C: e fec to  de p ro te c to re s  de l a  a c t i v i d a d  e n z im á t i -

c a .  C a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  de s u e r o  ( e n t r e  10 y 150 y I ) se
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/j . \  de suero

v

F ig u r a  14. In h ib ic ió n  de la  a c t i v i d a d  de h e x o q u in a s a  C por suero  

a n  t i - h e x o q u  i n a s a  C en d i fe r e n te s  co n d ic io n e s  de in c u b a c ió n .  C a n t i ­

d a d e s  v a r i a b l e s  de s u e r o  p u r i f i c a d o  se i n c u b a r o n  c on  4 , 2  mU de 

h e x o q u i n a s a  C semi  p u r i f i c a d a  p r o v e n i e n t e  de la e t a p a  de h i d r o x i l -  

a p a t i t a  en un  v o l u m e n  f i n a l  de 0 , 4  m i .  L a s  i n c u b a c i o n e s  p a r a  el 

s u e r o  i n m u n e  f u e r o n  como s i g u e :  ▼ : 30 m in  a 3 0 ° ;  a : 30 m in  a 

30° y 18 h a 4 o ; 0 :  S u e ro  c o n t r o l .  Después  de c e n t r i f u g a r  10 m in  

se m i d i ó  la a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en el I f q u i d o  s o b r e n a d a n t e  

m e d i a n t e  el m é to d o  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o .
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o o c i t o s  se b a s a  en la i n m u n o - i n h i b i c i ó n  s e l e c t i v a  de la  a c t i v i d a d

de l a s  dos h e x o q u i n a s a s  p r e s e n t e s  en e s t a s  c é l u l a s .  P o r  lo  t a n t o ,  

u n a  c a r a c t e r í s t i c a  e s e n c i a l  e x i g i d a  a los  a n t i s u e r o s  e r a  la a u s e n ­

c i a  de r e a c c i ó n  c r u z a d a  c o n  r e s p e c t o  a l a  i n a c t i v a c i ó n .  En o t r a s  

p a l a b r a s ,  el  s u e r o  a n t i - B  só lo  d e b e r í a  i n a c t i v a r  a la h e x o q u i n a s a  

B y no a l a  ¡ s o e n z im a  C. C o n s e c u e n t e m e n t e ,  a n t i - C  s ó lo  d e b e r í a  

i n a c t i v a r  a la  h e x o q u i n a s a  C y no a la h e x o q u i n a s a  B. T a l

c o n d i c i ó n  se c u m p l e ,  y a  q u e  no  e x i s t e  r e a c c i ó n  c r u z a d a  e n t r e  l a s  

h e x o q u i n a s a s  con  r e s p e c t o  a p é r d i d a  de la a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a

en p r e s e n c i a  de  los a n t i s u e r o s  r e s p e c t i v o s .  L a  h e x o q u i n a s a  B s ó lo  

es i n a c t i v a d a  p o r  el  s u e r o  a n t i - B ,  no s i e n d o  a f e c t a d a  su a c t i v i d a d  

p o r  el s u e r o  a n t i - C  ( F i g .  15 ) .  De i g u a l  m a n e r a ,  l a  h e x o q u i n a s a  C 

se i n a c t i v a  c u a n d o  se i n c u b a  con s u e r o  a n t i - C ,  p e r o  su a c t i v i d a d

p e r m a n e c e  i n a l t e r a d a  en p r e s e n c i a  de s u e r o  a n t i - B .

S in  e m b a r g o ,  se d e t e c t a  r e a c c i ó n  c r u z a d a  p a r a  a m b a s  e n z i ­

m as  c u a n d o  se r e a l i z a  el e n s a y o  E L IS A  ( F i g .  1 6 ) .  El s u e r o  a n t i - B

r e c o n o c e  t a n t o  a h e x o q u i n a s a  B como a h e x o q u i n a s a  C, p e r o  la

c a n t i d a d  de s u e r o  r e q u e r i d a  p a r a  r e a c c i o n a r  c on  l a  ¡ s o e n z im a  C 

( d i l u c i ó n  1 /8 )  es m uc ho  m a y o r  q u e  la q u e  se r e q u i e r e  p a r a  

r e a c c i o n a r  con  B ( d i l u c i ó n  1 / 2 5 6 ) .  A s i m i s m o ,  el s u e r o  a n t i - C  

t a m b i é n  r e c o n o c e  a a m b a s  h e x o q u i n a s a s ,  p e r o  el  t í t u l o  p a r a  la

¡ s o e n z im a  C se a l c a n z a  c on  el  s u e r o  d i l u i d o  8192 v ec es  m i e n t r a s  

q u e  p a r a  h e x o q u i n a s a  B se r e q u i e r e  u n a  d i l u c i ó n  de 32 v e c e s .
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F ig u r a  15. E s p e c i f i c i d a d  de la  i n h i b i c i ó n  de h e x o q u in a s a s  B y C 

p o r  los a n t is u e ro s  re s p e c t iv o s .  C a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  de s u e r o  

a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B o a n t i - h e x o q u i n a s a  C se i n c u b a r o n  con  c a n t i d a ­

des  f i j a s  de h e x o q u i n a s a s  B o C semi  p u r i f i c a d a s  p r o v e n i e n t e s  de 

l a  e t a p a  de h i d r o x i  I a p a t  i t a  en un  v o l u m e n  f i n a l  de 0 , 4  m i .  La  

i n c u b a c i ó n  se r e a l i z ó  d u r a n t e  30 m in  a 30° y 18 h a 4 o . D espués  

de c e n t r i f u g a r  10 m in  se m i d i ó  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en el  l í q u i d o  

s o b r e n a d a n t e  m e d i a n t e  el  m é todo  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o .

P a n e l  i z q u i e r d o :  e f e c t o  de l  s u e r o  a n t i - h e x o q u i n a s a  B s o b r e  h e x o q u i -  

n a s a  B:  A ( 2 , 7  m i l ,  con  p r o t e c t o r e s  de  la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a )  y 

h e x o q u i n a s a  C:  •  ( 3 , 2  m i l ,  s i n  p r o t e c t o r e s  de a c t i v i d a d )

P an e l  d e r e c h o :  e f e c to  de l  s u e r o  a n t i - h e x o q u i n a s a  C s o b r e  h e x o q u i n a ­

sa C: •  ( 3 , 9  m i l )  y h e x o q u i n a s a  B:  ▲ ( 2 , 9  m i l ) .  <> : s u e r o  c o n t r o l .



65

F ig u r a  16. R eacción in m u n o ló g ic a  c r u z a d a  de h e x o q u in a s a s  B y C.

Se p r o b ó  la  r e a c t i v i d a d  i n m u n o l ó g i c a  de  los  s u e r o s  a n t i - h e x o q u i n a ­

sa  B y a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C c on  l a s  i s o e n z i m a s  B y C m e d i a n t e  el 

m é to do  E L IS A  ( v é a s e  M a t e r i a l e s  y M é to d o s ,  p á g .  2 7 ) .  Se u s a r o n  

d i l u c i o n e s  s e r i a d a s  de los s u e r o s  p r o v e n i e n t e s  de la  ú l t i m a  i n m u n i -  

z ac  i ó n .

P a n e l  i z q u i e r d o :  s u e r o  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B. P a n e l  d e r e c h o :  s u e r o

a n t  i - h e x o q u i n a s a  C. H e x o q u i n a s a  B:  A  ; h e x o q u i n a s a  C: •  .
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C o n d i c i o n e s  a p r o p i a d a s  p a r a  el  f u n c i o n a m i e n t o  de los  o o c i t o s .

El o b j e t i v o  c e n t r a l  de  e s ta  p a r t e  de l  t r a b a j o  f u e  e s t u d i a r  el 

p o s i b l e  e f e c t o  de la  m i c r o i n y e c c i ó n  de s u e r o s  an  t i - h e x o q u i  n a s a s  B 

y C s o b r e  las  v f a s  de u t i l i z a c i ó n  de g l u c o s a  en o o c i t o s .  Por  lo

t a n t o  e r a  m uy  i m p o r t a n t e  e n c o n t r a r  l a s  m e j o r e 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  en l a s  c u a l e s  los  o o c i t o s  u t i l i z a r a n  g l u c o s a  r a d i a c t i v a  

p a r a  i n c o r p o r a r l a  en CO^ y g l i c ó g e n o ,  p r o d u c t o s  de l a s  dos  v f a s

de  u t i l i z a c i ó n  de  g l u c o s a  p r e s e n t e s  en e s t a s  c é l u l a s  ( U r e t a  y 

R a d o j k o v i c ,  1985) .  Se r e q u e r í a ,  p o r  e j e m p l o ,  q u e  la  t e m p e r a t u r a  y

el t i e m p o  de p r e i n c u b a c i ó n  f u e r a n  los a d e c u a d o s  p a r a  la  d i f u s i ó n  

de los s u e r o s  en el  i n t e r i o r  de l a s  c é l u l a s .  E r a  t a m b i é n  n e c e s a r i o  

d e m o s t r a r  q u e  la  p e r t u r b a c i ó n  m e c á n i c a  p r o d u c i d a  a l  i n y e c t a r  los  

o o c i t o s  no a f e c t a b a  la  i n c o r p o r a c i ó n  de g l u c o s a  y a v e r i g u a r ,

f i n a l m e n t e ,  s i  la  m e j o r  i n c o r p o r a c i ó n  de l  a z ú c a r  se o b t e n í a  p o n i e n ­

do la  g l u c o s a  en el m e d io  e x t e r n o  en que  se i n c u b a b a n  los 

o o c i t o s  o m i c r o i  n y e c t á n d o l a  d e s p u é s  de h a b e r  p r e i n c u b a d o  l a s  

c é l u l a s  con  el  a n t i s u e r o .  Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en es te  t i p o  de 

e x p e r i m e n t o s  se d e t a l l a n  a c o n t i n u a c i ó n .

1. I n f l u e n c i a  de la  p e r t u r b a c i ó n  m e c á n i c a  p r o d u c i d a  p o r  l a  

m i c r o i  n y e c c  i ó n .

Se m i d i ó  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de r a d i a c t i v i d a d  p r o v e n i e n t e  de [ U-  

^ C ] - g l u c o s a  en CO^ y en g l i c ó g e n o  en o o c i t o s  a i s l a d o s  q u e  

f u e r o n  p r e i n c u b a d o s  en s o l u c i ó n  B a r t h  d u r a n t e  t i e m p o s  v a r i a b l e s  

a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  Una vez  c u m p l i d o  el t i e m p o  de p r e i n c u b a ­



67

c i ó n  los  o o c i t o s  f u e r o n  m i c r o i n y e c t a d o s  con  s o l u c i ó n  B a r t h  y

g r u p o s  de  4 o o c i t o s  se c o l o c a r o n  en t u b o s  q u e  c o n t e n í a n  s o l u c i ó n  

14
B a r t h  con  l C J - g l u c o s a  2 mM y d e s p u é s  de t i e m p o s  v a r i a b l e s  se 

m i d i ó  el CO^ y el  g l i c ó g e n o  como se d e s c r i b i ó  en M a t e r i a l e s  y 

M é t o d o s .  Los  c o n t r o l e s  e r a n  o o c i t o s  p r e i n c u b a d o s  en l a s  m is m a s
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F ig u r a  17. In c o rp o ra c ió n  de [ ^ C ] g l u c o s a  en ooc itos: e fecto  de la

p e r t u r b a c ió n  m ec á n ic a  p ro d u c id a  p o r  la  m ic ro in y e c c ió n .  G r u p o s  de 

4 o o c i t o s  se p r e i n c u b a r o n  d u r a n t e  t i e m p o s  v a r i a b l e s  a t e m p e r a t u r a  

a m b i e n t e  en s o l u c i ó n  B a r t h  q u e  c o n t e n í a  [ U - ^ C  ] g l  uc os a  2 mM. La  

i n c o r p o r a c i ó n  de  g l u c o s a  en g l i c o g é n o  se m i d i ó  en o o c i t o s  i n d i v i d u a ­

les como se d e s c r i b i ó  en M a t e r i a l e s  y M é t o d o s .  L a s  c o n d i c i o n e s  de 

los  o o c i t o s  f u e r o n  l a s  q u e  s i g u e n .  S ím b o lo s  v a c í o s :  o o c i t o s  s i n

m i c r o i n y e c c i ó n ;  s í m b o l o s  l l e n o s :  o o c i t o s  m i c r o i n y e c t a d o s  con  50 ni

de  s o l u c i ó n  B a r t h .  Los t i e m p o s  de  p r e i n c u b a c i ó n  f u e r o n  los s i g u i e n ­

te s ,  en h o r a s : om : 0 ; ü  : 2 ;  a m : 4 ; 0 4  : 20.
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2.  E f e c t o  de! t i e m p o  de p r e i n c u b a c i ó n .

O oc i tos  r e c i é n  s e p a r a d o s  de l  o v a r i o  de la  r a n a  se c o l o c a r o n  

en v a s o s  con  s o l u c i ó n  B a r t h  y se i n c u b a r o n  d u r a n t e  t i e m p o s  

v a r i a b l e s .  A e s to s  p e r í o d o s  se les l l a m ó  " t i e m p o  de p r e i n c u b a c i ó n " .  

P a r a  c a d a  t i e m p o  e l e g i d o ,  la  p r e i n c u b a c i ó n  se h i z o  c on  g r u p o s  de 

o o c i t o s  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  y a 4 o . La i n c o r p o r a c i ó n  de 

r a d i a c t i v i d a d  en g l i c ó g e n o  en g e n e r a l  d i s m i n u y e  a m e d i d a  q u e  

a u m e n t a  el t i e m p o  de p r e i n c u b a c i ó n  ( F i g .  18 ) .  La  m a r c a  i n c o r p o r a ­

d a  d u r a n t e  1 h p o r  o o c i t o s  q u e  f u e r o n  p r e i n c u b a d o s  4 h a 4 o en 

s o l u c i ó n  B a r t h  f u e  c a s i  5 veces  m e n o r  q u e  la  ¡ n c o r p o r a c i ó n  en el 

m is m o  t i e m p o  en o o c i t o s  que  f u e r o n  p r e i n c u b a d o s  d u r a n t e  1 h o r a  a 

t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  Po r  o t r a  p a r t e  es n o t a b l e  la i n f l u e n c i a  que  

t i e n e  la  t e m p e r a t u r a  a l a  c u a l  se h a c e  la  p r e i n c u b a c i ó n .  En 

t o d o s  los c a s o s  en los  c u a l e s  la  p r e i n c u b a c i ó n  se h i z o  a t e m p e r a t u ­

r a  a m b i e n t e  la  s í n t e s i s  de g l i c ó g e n o  f u e  m u y  b a j a .  Po r  e j e m p l o ,  

c u a n d o  se p r e i n c u b a r o n  l a s  c é l u l a s  d u r a n t e  1 h a t e m p e r a t u r a  

a m b i e n t e ,  l a  m a r c a  i n c o r p o r a d a  en g l i c ó g e n o  f u e  s ó lo  un 15% de l  

v a l o r  que  se o b t u v o  c u a n d o  la p r e i n c u b a c i ó n  se h i z o  d u r a n t e  el 

m is m o  t i e m p o  a 4 o . Si l a  p r e i n c u b a c i ó n  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  se 

p r o l o n g a  d u r a n t e  4 h ,  la i n c o r p o r a c  ión de r a d i a c t i v i d a d  en 

g l i c ó g e n o  es c e r o ,  como se v i o  t a m b i é n  en la  f i g u r a  17.

L a  p r o d u c c i ó n  de CO^ t a m b i é n  e r a  a f e c t a d a  p o r  el t i e m p o  de 

p r e i n c u b a c i ó n  y p o r  la t e m p e r a t u r a  a la  c u a l  é s t a  se r e a l i z a b a ,  

p e r o  en m e n o r  g r a d o  q u e  l a  s í n t e s i s  de g l i c ó g e n o .  A s í  p o r
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14F ig u r a  18. In c o rp o ra c ió n  de [ C ] g lu c o s a  en ooc itos: e fecto  del

tiem po de p re in c u b a c ió n  a  d i fe r e n te s  t e m p e r a tu r a s .  G r u p o s  de 4 

o o c i t o s  se p r e i n c u b a r o n  en s o l u c i ó n  B a r t h  q u e  c o n t e n f a  [ U - ^ C ]  g l u ­

c o s a  2 mM d u r a n t e  t i e m p o s  v a r i a b l e s  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  y a 

4 o. Se m i d i ó  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de  g l u c o s a  en g l i c ó g e n o  y CC^.  L a s  

c o n d i c i o n e s  de p r e i n c u b a c i ó n  f u e r o n  l a s  que  s i g u e n .  S ím bo los  

v a c í o s :  t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e ;  s í m b o l o s  l l e n o s :  4 o . Los  t i e m p o s  de

p r e i n c u b a c i ó n  f u e r o n  los s i g u i e n t e s ,  en h o r a s : A A :  1 ; : 2 ;4 0  : 4.
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e j e m p l o ,  c u a n d o  el  t i e m p o  de  p r e i n c u b a c i ó n  a u m e n t a b a  de 1 a 2 o 

4 h ,  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de m a r c a  en CO^ d i s m i n u í a .  De i g u a l  m odo ,  

l a  r a d i a c t i v i d a d  p r e s e n t e  en CC^ d i s m i n u í a  un  poco  más  de la  

m i t a d  c u a n d o  los  o o c i t o s  se p r e i n c u b a b a n  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  

con  r e s p e c t o  a los q u e  f u e r o n  p r e i n c u b a d o s  a 4 o , a c u a l q u i e r  

t i e m p o  de p r e i  n c u b a c  ión de las  c é l u l a s .

3.  C o m p a r a c i ó n  de l a s  f o r m a s  de a d m i n i s t r a c i ó n  de l a  g l u c o s a

14En los  e x p e r i m e n t o s  a n t e r i o r e s  la  [ C] g l u c o s a  se c o lo c ó  en 

el  m e d io  d o n d e  se i n c u b a b a n  los  o o c i t o s .  En c a m b i o ,  a l  m i c r o i n y e c -  

t a r  la  g l u c o s a  en los o o c i t o s ,  a ú n  d e s p u é s  de 4 h de p r e i n c u b a ­

c i ó n ,  h u b o  u n a  g r a n  ¡ n c o r p o r a c i ó n  de g l u c o s a  m a r c a d a  en g l i c ó g e -
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14
F i g u r a .  19.  M i c r o i n y e c c i ó n  de i C J g l u c o s a  en o o c i t o s .  G r u p o s  de

14
4 o o c i t o s  f u e r o n  i n y e c t a d o s  con 3 n m o le s  de [ U-  C J g l u c o s a  q u e  

c o n t e n í a n  a l r e d e d o r  de 50 .000  c p m .  L a s  c é l u l a s  se p r e i n c u b a r o n  

d u r a n t e  4 h o r a s  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  a 4 o . Se m i d i ó  la  

i n c o r p o r a c i ó n  de g l u c o s a  en g l i c ó g e n o  y CC^.  L a s  c o n d i c i o n e s  de 

p r e i n c u b a c i ó n  f u e r o n  l a s  q u e  s i g u e n .  S ím bo los  v a c í o s :  t e m p e r a t u r a

a m b i e n t e ;  s í m b o l o s  l l e n o s :  4 o .
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m i c r o i n y e c t a d o s  c on  l CJ - g l u c o s a ;  se d e j a r o n  en i n c u b a c i ó n  1 h 

a n t e s  de m e d i r  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de m a r c a  en g l i c ó g e n o  y en CO^.

A c t iv id a d  h e x o q u i n á s ic a  de los oocitos

L a s  h e x o q u i n a s a s  c a t a l i z a n  la  p r i m e r a  r e a c c i ó n  de la  u t i l i z a ­

c i ó n  de g l u c o s a  en l a s  c é l u l a s .  En o o c i t o s  de r a n a  se h a n  

d e s c r i t o  2 ¡ s o e n z i m a s  que  c o r r e s p o n d e n  p r o b a b l e m e n t e  a l a s  h e x o ­

q u i n a s a s  B y C ( R a d o j k o v i c  y U r e t a ,  1982 ) .  Como se d e s c r i b i ó  

a n t e r i o r m e n t e ,  los  s u e r o s  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B y a n t  i - h e x o q u i  n a s a  

C se p r e p a r a r o n  u s a n d o  como a n t f g e n o s  l a s  e n z i m a s  de  m ú s c u l o  e 

h í g a d o  de la  r a n a ,  r e s p e c t i v a m e n t e .  Por  lo  t a n t o  e r a  i n d i s p e n s a b l e  

s a b e r  si los a n t i s u e r o s  r e c o n o c e r í a n  a l a s  h e x o q u i n a s a s  de los 

o o c i t o s .  E l l o  i m p l i c ó  m e d i r  la a c t i v i d a d  de l a s  e n z i m a s  en e s t a s  

c é l u l a s ,  y e s t u d i a r  el r e c o n o c i m i e n t o  de  e l l a s  p o r  los a n t i s u e r o s  

c o r r e s p o n d í  e n t e s . Se m i d i ó  la a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  t o t a l  en 

l í q u i d o s  s o b r e n a d a n t e s  p r o v e n i e n t e s  de l a  c e n t r i f u g a c i ó n  de un 

h o m o g e n e i z a d o  de  c é l u l a s  y en o o c i t o s  i n t a c t o s .

1. A c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  ¡n v i t r o .

L a  m e d i c i ó n  de a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  ¡n v i t r o  en e x t r a c t o s  

c r u d o s  de o o c i t o s  es d i f í c i l ,  en p a r t e  p o r  los  b a j o s  n i v e l e s  de 

a c t i v i d a d  y en p a r t e  p o r q u e  l a  h o m o g e n e i z a c i ó n  de l a s  c é l u l a s  

p r o d u c e  e x t r a c t o s  m uy  d e n s o s  y á c i d o s .  D espués  de v a r i a s  p r u e b a s  

se l o g r ó  u n a  p r e p a r a c i ó n  a d e c u a d a  m e d i a n t e  el c o n t r o l  del  pH 

d u r a n t e  la  h o m o g e n e i z a c i ó n  y la  o b t e n c i ó n  de l  l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e

] 4
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( v e r  M e d i c i ó n  de la  a c t i v i d a d  h e x o q u i n á s i c a  en o o c i t o s ,  p á g .  30 ) .  

El l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  se d i l u y ó  a l r e d e d o r  de 25 v eces  en el 

m e d i o  de i n c u b a c i ó n  p a r a  l o g r a r  u n a  b u e n a  f o s f o r i l a c i ó n  de l  CJ 2 -  

d e s o x i  gl  u c o s a . La  a c t i v i d a d  se m i d i ó  con  2 - d e s o x i  g l  ucosa  m a r c a d a  

p a r a  p o d e r  c o m p a r a r l a  c o n  la  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  de o o c i t o s  

i n t a c t o s .  La  r e a c c i ó n  es l i n e a l  en el t i e m p o  a l  menos h a s t a  los

60 m in  ( F i g .  20) y en e s t a s  c o n d i c i o n e s  la  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  

es de  120 p m o le s  de 2 - d e s o x i g l  u c o s a - 6 - P / m i n / o o c i  t o .  C u a n d o  la  

a c t i v i d a d  se m i d e  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  se o b t i e n e  la  t r a n s f o r m a ­

c i ó n  de 700 p m o le s  de  gl  u c o s a / m i  n / o o c i  t o .

C u a n d o  se c r o m a t o g r a f  fa  el l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  en u n a  

c o l u m n a  de D EAE-ce l  u l o s a ,  se o b t i e n e  un p i c o  q u e  r e p r e s e n t a

a p r o x i m a d a m e n t e  el 95% de la  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  de l  o o c i t o  

y u n a  s e g u n d a  f r a c c i ó n  que  no  s i e m p r e  se s e p a r a  b i e n  de la  

p r i m e r a  ( F i g .  2 1 ) .  E s t a s  son l a s  f o r m a s  q u e  c o r r e s p o n d e r í a n  a

l a s  h e x o q u i n a s a s  C y B, r e s p e c t i v a m e n t e .

2.  Ac t i v  i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  i n v i v o .

L a  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  p r e s e n t e  en o o c i t o s  i n t a c t o s  se 

m i d i ó  c u a n t i f i c a n d o  el p r o d u c t o  de la  r e a c c i ó n ,  2 - d e s o x i g l u c o s a -  

- 6 - P , d e s p u é s  de h a b e r  m i c r o i n y e c t a d o  los o o c i t o s  con  I C j - 2 - d e s o -  

x i g l u c o s a .  A n t e s  de la m i c r o i  n y e c c  ión de l  s u s t r a t o  m a r c a d o  los  

o o c i t o s  se p r e i n c u b a r o n  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  d u r a n t e  t i e m p o s  

v a r i a b l e s .  En la  f i g u r a  22 a p a r e c e  la  c u r v a  de p r o g r e s o  p a r a  

e s t a  r e a c c i ó n .  Como se p u e d e  v e r ,  l a  r e a c c i ó n  no es l i n e a l  en el

t i e m p o ,  c o s a  q u e  no  o c u r r í a  con  el  s i s t e m a  ¡n v i t r o .  E l l o  p o d r í a
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F ig u r a  20 . A c t iv id a d  h e x o q u in á s ic a  en e x t ra c to s  de

p r e p a r ó  un hom ogen e  i z a d o  a l  33% de 1000 o o c i t o s  en 

H epes .  D espués  de c e n t r i f u g a r  a 30 .0 0 0  x  g d u r a n t e  1 

la a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  p o r  el m é to do  r a d i a c t i v o  

M a t e r i a l e s  y M é t o d o s ,  p á g .  3 0 .
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3

F ig u r a  21 . H e x o q u in a s a s  de ooc itos: c ro m a to g ra f  fa  en D E A E -c e lu lo -

s a .  El l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  p r o v e n i e n t e  de la  c e n t r i f u g a c i ó n  de 

un  h o m ogen e i  z a d o  de 600 o o c i t o s  ( v e r  p á g .  3 0 )  se c o lo c ó  en u n a  

c o l u m n a  de  D E A E -c e l  u l o s a  de 8 mi e q u i l i b r a d a  en a m o r t i g u a d o r  

Hepes a pH 7 , 5 .  Se l a v ó  con  40 mi de a m o r t i g u a d o r  y l a s  

p r o t e í n a s  se e l u y e r o n  c on  KCI en un g r a d i e n t e  l i n e a l  de 0 a 0 ,3 5  

M en el m ism o  a m o r t  i g u a d o r . L a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  de l a s  

f r a c c i o n e s  se m i d i ó  p o r  el m é todo  r a d i a c t i v o  d e s c r i t o  en la  p á g .  

30 e x c e p t o  q u e  se usó [ ^ C J g l u c o s a  0 , 5  mM como s u s t r a t o .  La  

f l e c h a  1 i n d i c a  e l  c o m ie n z o  de l  g r a d i e n t e .
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F ig u r a  22.  A c t iv id a d  h e x o q u in á s ic a  en o o c i t o s :  m edic ión  ^n v i v o .

G r u p o s  de  4 o o c i t o s  se p r e i n c u b a r o n  d u r a n t e  t i e m p o s  v a r i a b l e s  en 

s o l u c i ó n  B a r t h  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  y d e s p u é s  se m i c r o i  n y e c t a -  

r o n  con  50 n i  de [ U C] 2 - d e s o x ¡  g l  u c o s a  q u e  c o n t e n í a  a l r e d e d o r  de 

50 .0 00  c p m .  L a s  c é l u l a s  se i n c u b a r o n  d u r a n t e  t i e m p o s  v a r i a b l e s  

en s o l u c i ó n  B a r t h  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  L a  i n c o r p o r a c i ó n  de 

r a d i a c t i v i d a d  en [ ^ C ]  2 - d e s o x i  g I u c o s a - 6 - P  se m i d i ó  p o r  el m é to do  

r a d i a c t i v o  d e s c r i t o  en M a t e r i a l e s  y M é to d o s ,  p á g .  30 . Los t i e m p o s  

de  p r e i n c u b a c i ó n  f u e r o n  como s i g u e ,  en h o r a s ,  e : 0;  >̂ : 0 , 5 ;

A : 1; □ : 2.
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d e b e r s e ,  e n t r e  o t r a s  r a z o n e s ,  a i n a c t i v a c i ó n  de la  e n z i m a  o

a g o t a m i e n t o  de l  ATP ¡ n t r a c e l u l a r  d i s p o n i b l e  p a r a  la r e a c c i ó n .  De

e s to s  e x p e r i m e n t o s  se p u d o  c a l c u l a r  q u e  en los  o o c i t o s  i n t a c t o s  la  

p r o d u c c i ó n  de l CJ - 2 - d e s o x i - g l  u c o s a - 6 - P  e r a  de 40 a 50

p m o l e s / m i n / o o c i t o  en los  p r i m e r o s  10 m i n ,  q u e  es a p r o x i m a d a m e n t e  

l a  m i t a d  de l  v a l o r  e n c o n t r a d o  en los e x p e r i m e n t o s  ¡n v i t r o .  Es

i n t e r e s a n t e  n o t a r  t a m b i é n  que  la  p r e i n c u b a c i ó n  a t e m p e r a t u r a

a m b i e n t e  de los  o o c i t o s  no  a f e c t a  la  p r o d u c c i ó n  de 2 - d e s o x i  g l  u c o s a -

6 - P ,  a ú n  c u a n d o  e s te  p e r í o d o  se p r o l o n g u e  h a s t a  2 h .
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El e f e c t o  de  los s u e r o s  t a m b i é n  se e s t u d i ó  u s a n d o  los 

c o n j u n t o s  de f r a c c i o n e s  con a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  p r o v e n i e n t e s  de 

la  c r o m a t o g r a f  fa  de DEAE-ce l  u l o s a , q u e  c o r r e s p o n d í a n  s u p u e s t a m e n ­

te a l a s  h e x o q u i n a s a s  B y C de l  o o c i t o .  El s u e r o  a n t i - h e x o q u i n a s a  

C p u r i f i c a d o  p r o d u c í a  70% de i n a c t i v a c i ó n  de la  p r i m e r a  f r a c c i ó n .  

La  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  de e s t a  m is m a  f r a c c i ó n  no e r a  a l t e r a d a  

en c a m b i o  p o r  el  s u e r o  a n t i - h e x o q u i n a s a  B ( F i g . 2 3 ) .  No f u e  

p o s i b l e  i n v e s t i g a r  e l  e f e c to  de los  a n t i s u e r o s  s o b r e  la  s e g u n d a  

f r a c c i ó n  ( s u p u e s t a m e n t e  h e x o q u i n a s a  B) que  se o b t e n í a  de la  

c o l u m n a  de D E A E -c e l  ul  o s a , ya  q u e  la a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  de 

e l l a  e r a  m uy  p o c a  e i n e s t a b l e .

2.  E s t u d i o s  ¡n v i v o

El e f e c t o  de los a n t i c u e r p o s  s o b r e  la  r e a c c i ó n  h e x o q u i  n á s i c a  

se e s t u d i ó  m í c r o i  n y e c t a n d o  l a s  i n m u n o g l  o b u  I i ñ a s  en los o o c i t o s  y ,  

d e s p u é s  de 2 h de p r e i n c u b a c i ó n ,  m i c r o i  n y e c t a n d o  [  ̂ fC ] - 2 - d e s o x i  g l  u -  

c o s a .  El p r o d u c t o  de la  r e a c c i ó n ,  2 - d e s o x ¡  g l  u c o s a - 6 - P ,  se s e p a r ó  

en c o l u m n a s  de D o w e x - 1 - f o r m i  a t o  como se d e s c r i b i ó  a n t e r i o r m e n t e .  

En los o o c i t o s  m i c r o i  n y e c t a d o s  c on  a n t i c u e r p o s  a n t i - h e x o q u i n a s a  C 

se o b t e n í a  30 a 40% de i n h i b i c i ó n  de la  p r o d u c c i ó n  de 2 - d e s o x i g l u -  

c o s a - 6 - P .  No f u e  p o s i b l e  d e t e c t a r  i n h i b i c i ó n  de la  a c t i v i d a d  

h e x o q u i  n á s i c a  en los o o c i t o s  m i c r o i  n y e c t a d o s  c on  a n t i c u e r p o s  a n t i -  

h e x o q u i n a s a  B.  A s í  p o r  e j e m p l o ,  la  p r o d u c c i ó n  de 2 - d e s o x i g l  u c o s a -  

6 -P  e r a  690 p m o le s  en 30 m in  en o o c i t o s  m i c r o i  n y e c t a d o s  c on  IgG 

c o n t r o l .  En c a m b i o ,  los o o c i t o s  m i c r o i  n y e c t a d o s  con  a n t i c u e r p o s
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F ig u r a  23 . In h ib ic ió n  de la  a c t i v i d a d  de h e x o q u in a s a  C de 

oocitos p o r  suero  a n t i - h e x o q u in a s a  C. C a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  de 

IgG p u r i f i c a d a s  se i n c u b a r o n  c on  0 , 6  mü de h e x o q u i n a s a  s e m i p u r i -  

f i c a d a  de  o o c i t o s  p r o v e n i e n t e  de la  p r i m e r a  f r a c c i ó n  o b t e n i d a  en 

la  c r o m a t o g r a f  ía  de D EAE-ce l  u I o s a . L a  i n c u b a c i ó n  se h i z o  en un 

v o l u m e n  f i n a l  de  0 ,2 4  mi d u r a n t e  2 h a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  

D espués  de c e n t r i f u g a r  10 m in  se m i d i ó  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en el 

l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  m e d i a n t e  el m é to do  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o .  Se 

u s a r o n  l a s  IgG q u e  se i n d i c a n :  •  : a n t i - h e x o q u i n a s a  C; ▲ :

a n t i - h e x o q u i n a s a  B; <>: c o n t r o l .
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a n t i - h e x o q u i n a s a  C p r o d u c í a n  470 p m o le s  de 2 - d e s o x ¡  g l  u c o s a - 6 - P .  

Estos  v a l o r e s  son el p r o m e d i o  de dos d e t e r m i n a c i o n e s  en g r u p o s  

de 4 o o c i t o s .

Los  r e s u l t a d o s  de es tos  e x p e r i m e n t o s  i n d i c a n  c l a r a m e n t e  q u e  

en los o o c i t o s  e x i s t e  h e x o q u i n a s a  C c u y a  a c t i v i d a d  es i n h i b i d a  ¡n 

v i  v o  e j_n v i  t r o  p o r  l a s  i n m u n o g l o b u l  i n a s  an.t ¡ - h e x o q u i n a s a  C. Po r  

el c o n t r a r i o ,  no  es p o s i b l e  a s e g u r a r  la  e x i s t e n c i a  de la  ¡ s o e n z im a  

B en e s t a s  c é l u l a s .

E f e c t o  de  l a  m i c r o i  n y e c c i ó n  de a n t i c u e r p o s  a n t i - h e x o q u i n a s a s  B y 

C s o b r e  l a  i n c o r p o r a c i ó n  de g l u c o s a  en g l i c ó g e n o  y CC^.

Como ya  se m e n c io n ó  a n t e r i o r m e n t e ,  él  o b j e t i v o  c e n t r a l  de

e s t e  t r a b a j o  e r a  i n v e s t i g a r  el e f e c t o  ¡n v i v o  de los a n t i c u e r p o s

a n t i - h e x o q u i n a s a s  B o C s o b r e  l a s  v í a s  de u t i l i z a c i ó n  de  g l u c o s a

p r e s e n t e s  en los o o c i t o s .  Con e s t a  i n t e n c i ó n ,  v a r i o s  g r u p o s  de

o o c i t o s  f u e r o n  m i c r o i n y e c t a d o s  con  a p r o x i m a d a m e n t e  50 n i  de i n m u -

n o g l o b u l i n a  c o n t r o l ,  a n t i - h e x o q u i n a s a  B o a n t i - h e x o q u i n a s a  C.

D espués  de un p e r í o d o  de p r e i n c u b a c i ó n  de 2 h a t e m p e r a t u r a

r 14a m b i e n t e ,  se m i c r o i n y e c t a r o n  to d o s  los o o c i t o s  con  i C j - g l u c o s a .  

L u e g o ,  g r u p o s  de 4 o o c i t o s  se d e j a r o n  i n c u b a n d o  1 h a t e m p e r a t u ­

r a  a m b i e n t e  c on  a g i t a c i ó n  p a r a  m e d i r  p o s t e r i o r m e n t e  la  i n c o r p o r a ­

c i ó n  en g l i c ó g e n o  y CO^.

El a n t i c u e r p o  a n t i - h e x o q u i n a s a  C p r o v o c a  u n a  i n h i b i c i ó n  

d r á s t i c a  de  la i n c o r p o r a c  ión de m a r c a  en e l  g l i c ó g e n o ,  i n h i b i c i ó n
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q u e  l l e g a  a 70-80% en 1 h de i n c u b a c i ó n  ( F i g .  2 4 ) .  El a n t i c u e r p o  

a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B, en c a m b i o ,  no  t i e n e  e fe c to  s o b r e  la  s í n t e s i s  

de  g l i c ó g e n o ,  s i e n d o  los v a l o r e s  de i n c o r p o r a c  ión  i g u a l e s  a los 

o b t e n i d o s  en o o c i t o s  m i c r o i n y e c t a d o s  con  IgG c o n t r o l .  N i n g u n o  de 

los  a n t i c u e r p o s  a f e c t a  c l a r a m e n t e  l a  i n c o r p o r a c  ión  de g l u c o s a  en 

CO^.  S in  e m b a r g o ,  es p o s i b l e  a p r e c i a r  q u e  en los  o o c i t o s  m i c r o -  

i n y e c t a d o s  con  a n t i c u e r p o s  a n t  ¡ - h e x o q u i  n a s a  C, d e s a p a r e c e  el p e r í o ­

do de l a t e n c i a  q u e  se o b s e r v a  p a r a  la  i n c o r p o r a c i ó n  de m a r c a  en 

CC^.  E s ta  f a s e  de  r e t a r d o  p a r a  d i c h a  i n c o r p o r a c i ó n  es c a r a c t e r í s t  i -  

c a  de t o d o s  los  e x p e r i m e n t o s  en los  c u a l e s  se ha  m e d id o  la  

p r o d u c c i ó n  de CC^ a p a r t i r  de i n t e r m e d i a r i o s  m a r c a d o s  ( c o m u n i c a ­

c i ó n  p e r s o n a l  D r .  T i t o  U r e t a ) .

La  d e s a p a r i c i ó n  de la  f a s e  de r e t a r d o  se v e  t a m b i é n  

c l a r a m e n t e  en o t r o  e x p e r i m e n t o  en el  q u e  se c o m p a r a n  o o c i t o s  

i n y e c t a d o s  c on  a n t i c u e r p o s  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C c on  o o c i t o s  i n y e c t a ­

dos c on  IgG c o n t r o l  ( F i g .  2 5 ) .

Los d a t o s  n u m é r i c o s  s o b r e  el e f e c t o  de l  a n t i c u e r p o  a n t i -  

h e x o q u i n a s a  C se m u e s t r a n  en la  T a b l a  3. Los  e x p e r i m e n t o s  1 y 2 

c o r r e s p o n d e n  a l a s  f i g u r a s  24 y 25,  r e s p e c t i v a m e n t e .

Los e x p e r i m e n t o s  de m i c r o i  n y  ecc ión  de  a n t i c u e r p o s  m u e s t r a n  

q u e  la  h e x o q u i n a s a  C s o lo  p a r t i c i p a  en la  v í a  q u e  s i n t e t i z a  

g l i c ó g e n o .  Es te  r e s u l t a d o  s u g i e r e  q u e  en l a s  dos  v í a s  q u e  u t i l i z a n  

g l u c o s a  en el o o c i t o  p a r t i c i p a r í a n  ¡ s o e n z i m a s  d i f e r e n t e s  p a r a
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F i g u r a  24.  E f e c t o  de l a  m i c r o i n y e c c i ó n  de a n t i c u e r p o s  a n t i -  

h e x o q u i n a s a s  B y C s o b r e  l a  s í n t e s i s  de g l i c o g é n o  y CC^.  G r u p o s  

de 4 o o c í t o s  se m i c r o i  n y e c t a r o n  con  50 n i  de  IgG y se p r e i n c u b a ­

r o n  en s o l u c i ó n  B a r t h  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  d u r a n t e  2 h .  

S e g u i d a m e n t e  se m i c r o i n y e c t a r o n  c on  3 n m o le s  de [ U - ^ C ]  g l u c o s a  

( a p r o x i m a d a m e n t e  50 .0 00  c p m )  y se i n c u b a r o n  d u r a n t e  t i e m p o s

v a r i a b l e s  en s o l u c i ó n  B a r t h  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  Se m i d i ó  la
14i n c o r p o r a c  ión  de C p r o v e n i e n t e  de g l u c o s a  r a d i a c t i v a  en g l i c ó g e ­

no  y CO^ ( p á g .  3 3 ) .  Los  a n t i c u e r p o s  i n y e c t a d o s  se i d e n t i f i c a n  

como s i g u e .  • :  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C; A :  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B; □ :

IgG c o n t r o l .  Los  r e s u l t a d o s  son el p r o m e d i o  de d e t e r m i n a c i o n e s  en 

5 -7  ooc i tos + E .S.
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F ig u r a  25 . E fecto  de la  m icro i n y e c c i ó n  de a n t ic u e rp o s  a n t i -  

h e x o q u in a s a  C sobre  la  s ín te s is  de g lic ó g e n o  y CC^. G r u p o s  de 4 

o o c i t o s  se m i c r o i  n y e c t a r o n  con  50 n i  de IgG y se p r e i n c u b a r o n  en 

s o l u c i ó n  B a r t h  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  d u r a n t e  2 h .  En s e g u i d a  

se m i c r o i n y e c t a r o n  con  3 n m o le s  de [ U - ^ C ]  g l u c o s a  ( a p r o x i m a d a ­

m e n te  50 .000  c p m )  y se i n c u b a r o n  d u r a n t e  t i e m p o s  v a r i a b l e s  en

s o l u c i ó n  B a r t h  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  Se m i d i ó  la  i n c o r p o r a c i ó n  
14de  C p r o v e n i e n t e  de g l u c o s a  r a d i a c t i v a  en g l i c ó g e n o  y CC^

( p á g .  3 3 ) -  Los a n t i c u e r p o s  i n y e c t a d o s  se i d e n t i f i c a n  como s i g u e .  

•  : a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C; □ : IgG c o n t r o l .  Los  r e s u l t a d o s  son el 

p r o m e d i o  de  d e t e r m i n a c i o n e s  en 4 - 5  o o c i t o s  + E .S .
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T a b la  3

Incorporación de [ 14C ] glucosa en glicógeno en oocitos microinyecta- 
dos con anticuerpos anti-hexoquinasa C*

t: tiempo de incubación en minutos 
n: número de oocitos
*: Las técnicas de microinyección y de determinación de glicógeno
fueron descritas en Materiales y Métodos. El glicógeno se midió en

oocitos individuales y los resultados se expresaron como pmoles de
. 14 .I C J glucosa incorporados por oocito en 30 o 60 minutos + ES.
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DISCUSION

los á c i d o s  u r ó n i c o s .  La  r e a c c i ó n  de f o s f o r i l a c i ó n  es c a t a l i z a d a  

p o r  e n z i m a s  d e n o m i n a d a s  h e x o q u i n a s a s  ( E . C .  2 . 7 . 1 . 1 ) :

D - g l u c o s a  + MgATP -------------------------------- > -  D -g l  u c o s a - 6 - P  + MgADP + H+

En un g r a n  n ú m e r o  de o r g a n i s m o s  e x i s t e n  i s o e n z i m a s  o 

f o r m a s  m o l e c u l a r e s  m ú l t i p l e s  de la e n z i m a .  Poco d e s p u é s  de l  

r e c o n o c i m i e n t o  de la  e x i s t e n c i a  de dos i s o e n z i m a s  f o s f o r i  I a n t e s  de 

g l u c o s a  en el  h í g a d o  de r a t a  ( D i P i e t r o  et a l  . .  1962; W a l k e r ,

1963; V i h u e l a  ej___a ) . , 1963) ,  G o n z á le z  y co l  a b o r a d o r e s  (1964)

s e p a r a r o n  de  la  m is m a  f u e n t e  c u a t r o  i s o e n z i m a s ,  l a s  que  d e n o m i n a ­

r o n  A,  B,  C y D de a c u e r d o  a l  o r d e n  de e l u c i ó n  de u n a  c o l u m n a  

de  D E A E -c e l  u l o s a .  Se les  l l a m a  t a m b i é n  I ,  I I ,  I I I  y IV de 

a c u e r d o  c on  su m i g r a c i ó n  e l e c t r o f o r é t i c a  ( K a t z e n  et a l  . . 1965 ) .

L a s  c u a t r o  h e x o q u i n a s a s  p r e s e n t a n  d i f e r e n t e  d i s t r i b u c i ó n  t i s u -  

l a r ,  v a r i a n d o  t a m b i é n  el t i p o  de i s o e n z i m a s  q u e  a p a r e c e  en 

d i f e r e n t e s  o r g a n i s m o s  en un m ism o t e j i d o .  L a s  i s o e n z i m a s  A ,  B y 

C t i e n e n  v a l o r e s  de b a j o s  p a r a  g l u c o s a  (3 0 -1 5 0  yM) y peso

m o l e c u l a r  de  a p r o x i m a d a m e n t e  100 .000 d a l t o n s .  La  ¡ s o e n z im a  D en
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c a m b i o ,  t i e n e  u n a  a l t a  « m p a r a  g l u c o s a  (6 m M ) ,  un  peso

m o l e c u l a r  a p r o x i m a d o  de 50 .0 00  d a l t o n s ,  y se la e n c u e n t r a  s o l a m e n ­

te en h f g a d o  y p á n c r e a s .  L a  ¡ s o e n z im a  C p r e s e n t a  i n h i b i c i ó n  p o r

gl  u c o s a .

En a n f i b i o s  no se h a n  e n c o n t r a d o  l a s  c u a t r o  ¡ s o e n z im a s

c o e x i s t i e n d o  en el  m ism o t e j i d o .  En h f g a d o  se d a n  dos  p e r f i l e s  de

h e x o q u i  n a s a s : A ,  B y D o C B y D ,  n u n c a  c o e x i s t e n  A y C. En

el m ú s c u l o ,  p a r a  la  g r a n  m a y o r f a  de l a s  e s p e c i e s  a n a l i z a d a s  la

ú n i c a  ¡ s o e n z im a  p r e s e n t e  es h e x o q u i n a s a  B ( U r e t a  1976, U r e t a  et 

a l  . , 1 9 7 8 ) .

L a s  p r o p i e d a d e s  de l a s  h e x o q u i n a s a s  de v e r t e b r a d o s  h a n  

s i d o  r e v i s a d a s  e x t e n s a m e n t e  p o r  U r e t a  (1975 ,  1982) .

P u r i f i c a c ió n  de  h e x o q u in a s a s  B y C de r a n a

Se h a n  p u r i f i c a d o  a h o m o g e n e i d a d  l a s  s i g u i e n t e s  e n z i m a s ,  

t o d a s  de r a t a :  h e x o q u i n a s a  A de c e r e b r o  (C h o u  y W i l s o n ,  1972) ,  

h e x o q u i n a s a  B de m ú s c u l o  ( H o l r o y d e  y T r a y e r ,  1976; Q a d r i  e

E a s t e r b y ,  1980) y h e x o q u i n a s a  D o g l u c o q u i n a s a  de__h f g a d o  ( H o l r o y ­

de  et__ 1976) y de p á n c r e a s  ( M e g l a s s o n  et a 1983) .  Se

p u r i f i c ó  t a m b i é n  a h o m o g e n e i d a d  l a  g l u c o q u i n a s a  de h f g a d o  de 

p e r r o  ( M a c c i o n i  y B a b u l  , 1980 ) .  L a  p u r i f i c a c i ó n  de h e x o q u i n a s a  C

h a  t e n i d o  s e r i a s  d i f i c u l t a d e s ,  ‘ p r i n c i p a l m e n t e  d e b i d o  a q u e  e s t a  

¡ s o e n z im a  e x i s t e  en m uy  pocos  t e j i d o s  y ,  c u a n d o  e s t á  p r e s e n t e ,  la  

c a n t i d a d  es m uy  p e q u e ñ a .  S in  e m b a r g o ,  a l g u n o s  a u t o r e s  h a n
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c o m u n i c a d o  la p u r i f i c a c i ó n  de la  e n z i m a  a h o m o g e n e i d a d  en 

h f g a d o  de r a t a  ( W r i g h t  et a l  . , 1978) ,  en e r i t r o c i t o s  de c e r d o  

( S to c c h i  et  a l . ,  1983) y r e c i e n t e m e n t e  R a d o j k o v i c  y U r e t a  (1987)  

p u r i f i c a r o n  s i m u l t á n e a m e n t e  l a s  h e x o q u i n a s a s  B y C de h e p a t o m a  

de  N o v i k o f f .

Con r e s p e c t o  a l a s  h e x o q u i n a s a s  B y C de r a n a  no  e x i s t f a  

h a s t a  es te  momento  un p r o t o c o l o  de  p u r i f i c a c i ó n  p a r a  n i n g u n a  de 

e l l a s .  I n t e n t o s  p a r a  u n i r  h e x o q u i n a s a  B de r a n a  a sef  a r o s a - g l  u c o -  

s a m i n a  s e g ú n  el  p r o c e d i m i e n t o  d e s c r i t o  p o r  H o l r o y d e  y T r a y e r  

(1976)  p a r a  la  e n z i m a  de m ú s c u l o  de r a t a ,  no  p r o s p e r a r o n .  Se 

t r a t ó  t a m b i é n  de  r e p e t i r  el  d i s e ñ o  p r o p u e s t o  p o r  Q a d r i  y E a s t e r b y
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se e l u y e  de l a  c o l u m n a  c on  ATP 5 mM, en l a s  m is m a s  c o n d i c i o n e s  

q u e  l a s  d e s c r i t a s  p a r a  la  i s o e n z i m a  de r a n a .

La  p r e p a r a c i ó n  f i n a l  de h e x o q u i n a s a  B de m ú s c u l o  de r a n a  

o b t e n i d a  p o r  n o s o t r o s  f u e  p u r i f i c a d a  2900 v ec es  con  un r e n d i m i e n t o  

de  5%. T i e n e  u n a  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  q u e  v a r í a  e n t r e  12 y 18 

U /m g  de p r o t e í n a .  Es te  v a l o r  es n o t o r i a m e n t e  más  b a j o  que  los

q u e  se o b t i e n e n  p a r a  l a s  h e x o q u i n a s a s  de m ú s c u l o  de r a t a  (210 a 

120 U /m g  s e g ú n  los  a u t o r e s  c i t a d o s )  o de h e p a t o m a  (86 U / m g ) .  

E l l o  p o d r í a  d e b e r s e  p o r  un l a d o ,  a q u e  se p a r t e  con  u n a  

a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  10 v ec es  más  b a j a  q u e  en los  c a s o s  m e n c i o n a ­

d o s .  A d e m á s ,  l a  e n z i m a  es m uy  l á b i l  y se i n a c t i v a  f á c i l m e n t e .  

Po r  o t r a  p a r t e ,  la b a j a  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de la e n z i m a  de

m ú s c u l o  de r a n a  p o d r í a  s e r  c a r a c t e r í s t i c a  de la  e s p e c i e .

En r e l a c i ó n  a la  h e x o q u i n a s a  C, se p r o b a r o n  l a s  t é c n i c a s  

c o n v e n c i o n a l e s  p a r a  p u r i f i c a c i ó n  de p r o t e í n a s  q u e  se u s a n  h a b i t u a l ­

m en te  en n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  en  d i f e r e n t e s  c o n d i c i o n e s  y en

d i s t i n t o  o r d e n .  S in  e m b a r g o  la  f r a c c i ó n  más p u r i f i c a d a  p r e s e n t a b a  

n o r m a l m e n t e  6 a 8 b a n d a s  de p r o t e í n a  en g e le s  de po l  i a c r i  I am i  d a . 

Como se r e q u e r í a  en f o r m a  u r g e n t e  la  e n z i m a  ho m o g é n e a  p a r a  la

p r e p a r a c i ó n  de a n t i c u e r p o s ,  se d e c i d i ó  c o n c e n t r a r  la  e n z i m a  p r o v e ­

n i e n t e  de S e p h a c r y l  ( p u r i f i c a d a  400 v e c e s  y con  u n a  a c t i v i d a d  

e s p e c í f i c a  c e r c a n a  a 2 U /m g  p r o t e í n a )  y s o m e t e r l a  a el e c t r o f o r e s i  s 

p r e p a r a t i v a  en ge I de po l  ¡ a c r i  l a m i d a . Se c o r t ó  la  b a n d a  del  gel  

q u e  c o r r e s p o n d í a  a la h e x o q u i n a s a  C y se usó p a r a  la o b t e n c i ó n  

de l  a n t i - s u e r o  c o r r e s p o n d i e n t e  ( v e r  M a t e r i a l e s  y M é t o d o s ,  p á g .  2 4 ) .
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La  p u r i f i c a c i ó n  de h e x o q u i n a s a  C de r a n a  e s ,  p o r  lo  t a n t o ,  

un p r o b l e m a  no  r e s u e l t o .  Con la  i d e a  de  e n c o n t r a r  a l g u n a  

c o n d i c i ó n  p a r a  u n a  e t a p a  de c r o m a t o g r a f f a  de a f i n i d a d ,  se e n s a y ó  

la  m e t ó d i c a  p r o p u e s t a  p o r  S toc c h i  y co l  a b o r a d o r e s  (1983)  p a r a  la  

p u r i f i c a c i ó n  de h e x o q u i n a s a  C de e r i t r o c i t o s  de c e r d o .  De e s t a  

m a n e r a ,  se p u d o  u n i r  la ¡ s o e n z im a  C de  h í g a d o  de r a n a  a 

s e f a r o s a - N - h e x a n o ¡  Ig l  u c o s a m i n a . L a s  c o n d i c i o n e s  p a r a  e l u i r  la  e n z i ­

ma de r a n a  de la  m a t r i z  son l i g e r a m e n t e  d i s t i n t a s  a l a s  d e s c r i t a s  

p a r a  la  h e x o q u i n a s a  de e r i t r o c i t o .  E s t a  e t a p a  de p u r i f i c a c i ó n  

a u m e n t ó  20 v ec es  la  a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de u n a  p r e p a r a c i ó n  de 

h e x o q u i n a s a  C de r a n a  p r o v e n i e n t e  de u n a  c r o m a t o g r a f  ía en 

D EAE-ce l  u I o s a . Po r  lo  t a n t o  e x i s t e n  b u e n a s  p e r s p e c t i v a s  p a r a  

i n t e n t a r  l a  p u r i f i c a c i ó n  de la  e n z i m a  como p r o y e c t o  f u t u r o .

Los v a l o r e s  q u e  a p a r e c e n  en la t a b l a  de p u r i f i c a c i ó n  p a r a  

h e x o q u i n a s a  C ( T a b l a  2,  p á g .  49 ) se m u e s t r a n  s ó l o  como e j e m p l o  

de l  p r o c e d i m i e n t o ,  p u e s t o  que  p a r a  c a l c u l a r l o s  se h a n  h e c h o  

v a r i a s  s u p o s i c i o n e s .  A s í  p o r  e j e m p l o ,  como en el  c i t o s o l  se m id e  

la  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  t o t a l  de l  h í g a d o ,  la a c t i v i d a d  c o r r e s ­

p o n d i e n t e  a h e x o q u i n a s a  C se e s t i m ó  s u p o n i e n d o  q u e  e l l a  r e p r e s e n ­

ta  un 40% de  la  a c t i v i d a d  t o t a l .  Po r  o t r a  p a r t e ,  la h e x o q u i n a s a  

C p r e s e n t a  i n h i b i c i ó n  p o r  el  s u s t r a t o  g l u c o s a ,  de  t a l  m a n e r a  q u e  

los  v a l o r e s  de a c t i v i d a d  o b t e n i d o s  d u r a n t e  t o d o  el  p r o c e s o  d e b i e ­

r a n  m u l t i p l i c a r s e  a l  menos  p o r  un  f a c t o r  de 2.
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C a r a c t e r i z a c i ó n  ¡ n m u n o l ó g i c a  de l a s  h e x o q u i n a s a s  B y C de  r a n a

El s u e r o  a n t i - h e x o q u i n a s a  B se p r e p a r ó  i n y e c t a n d o  un c o n e j o  

c on  la  h e x o q u i n a s a  h o m ogén ea  o b t e n i d a  p o r  el  p r o t o c o l o  d e s c r i t o  

en es te  t r a b a j o .  La  o b t e n c i ó n  de l  s u e r o  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C m erece  

un  c o m e n t a r i o  e s p e c i a l  p u e s t o  q u e ,  al  no c o n t a r  con  la  e n z i m a  

h o m o g é n e a ,  se usó como a n t f g e n o  la  b a n d a  de l  gel  de po l  i a c r i  l a m i ­

d a  que  t e n í a  la  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a . Se i n t e n t ó  e l u i r  la  

e n z i m a  de la t a j a d a  de l  ge l  de a c u e r d o  con la  t é c n i c a  d e s c r i t a  

p o r  B r a a t z  y Me I n t i r e  (1977)  q u e  c o n s i s t e  en s o m e te r  l a s  t a j a d a s  

d e  gel  q u e  c o n t i e n e n  la e n z i m a  a u n a  e l e c t r o f o r e s i  s r e v e r s a .  S in  

e m b a r g o ,  el r e n d i m i e n t o  o b t e n i d o  f u e  m uy  b a j o .  Se o p tó  e n t o n c e s  

p o r  i n y e c t a r  la h e x o q u i n a s a  i n c l u i d a  en e l  g e l ,  como se d e s c r i b i ó  

a n t e r i  o r m e n t e .

1. R e c o n o c i m i e n t o  de h e x o q u i n a s a s  B y C p o r  los a n t i s u e r o s  

r e s p e c t  i v o s .

Los  s u e r o s  a n t i - h e x o q u i n a s a s  B y C son i n h i b i d o r e s  de la  

a c t i v i d a d  de l a s  e n z i m a s ,  p e r o  d a d a  la  n a t u r a l e z a  p o l i c l o n a l  de 

e l l o s ,  no s a b e m o s  si  la  i n a c t i v a c i ó n  se p r o d u c e  p o r  i n t e r a c c i ó n  

de  a n t i c u e r p o s  c on  el  s i t i o  a c t i v o ,  con  r e g i o n e s  a d y a c e n t e s  a é l  o 

c o n  o t r a s  r e g i o n e s  de la  p r o t e í n a .

L a  u n i ó n  de los  s u e r o s  a l a s  e n z i m a s  se m i d i ó  p o r  E L I S A .  

Los  t í t u l o s  ( v a l o r  q u e  c o r r e s p o n d e  a la  d i l u c i ó n  de s u e r o  con la  

c u a l  se a l c a n z a  l a  m i t a d  de l a  a b s o r b a n c i a  m á x i m a )  o b t e n i d o s
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p o r  e s t a  t é c n i c a  f u e r o n  1 .0 24  p a r a  el  s u e r o  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B y 

16 .384  p a r a  el s u e r o  a n t i - h e x o q u i  n a s a  C. Es te  r e s u l t a d o  i n d i c a  

q u e  si  el a n t f g e n o  e s t á  i n m o v i l i z a d o  en f a s e  s ó l i d a ,  el s u e r o  

a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C es más  p o t e n t e  q u e  el s u e r o  a n t  ¡ - h e x o q u i  n a s a

B.  S in  e m b a r g o ,  S m i th  y W i l s o n  (1986)  h a n  c o m u n i c a d o  que  c u a n d o

l a  h e x o q u i n a s a  A de c e r e b r o  de r a t a  se a d h i e r e  a l a  p l a c a  de

E L IS A  se d e s n a t u r a  en a l t o  g r a d o .  P o r  l o  t a n t o ,  a l  u s a r  e s t a  

t é c n i c a  se m i d e n  de p r e f e r e n c i a  a q u e l l o s  a n t i c u e r p o s  q u e  re c o n o c e n  

a la e n z i m a  d e s n a t u r a d a .  Es p o s i b l e ,  p o r  l o  t a n t o ,  q u e  el s u e r o  

an  t i - h e x o q u i  n a s a  C es té  r e c o n o c i e n d o  e s e n c i a l m e n t e  h e x o q u i n a s a  C 

d e s n a t u r a d a .  S m i th  y W i l s o n  p r o p o n e n  u n a  m o d i f i c a c i ó n  de l  m é todo  

E L IS A  q u e  m a n t i e n e  a la  e n z i m a  en  c o n f o r m a c i ó n  n a t i v a .  S e r ía  

i n t e r e s a n t e  c a r a c t e r i z a r  n u e s t r o s  s u e r o s  p o r  am bos  m é to d o s ,  en 

p r i m e r  l u g a r  p a r a  v e r  si  h a y  d i f e r e n c i a  en los  t í t u l o s  q u e  se 

o b t i e n e n ,  y l u e g o ,  si  l a s  h u b i e r e ,  v e r  si  e l l a s  d i c e n  a l g o  en 

c u a n t o  a l a  c o m p o s i c i ó n  de los a n t i s u e r o s ,  v a l e  d e c i r ,  si  e x i s t e  

p r e f e r e n c i a  p o r  la  e n z i m a  d e s n a t u r a d a  o n a t i v a .

Al m e d i r  el e f e c t o  de los a n t i - s u e r o s  s o b r e  la  a c t i v i d a d

e n z i m á t i c a  de  l a s  h e x o q u i n a s a s  B y C, se e n c o n t r ó  q u e  el  s u e r o

a n t i - h e x o q u i n a s a  B es m e j o r  i n a c t i v a n t e  q u e  el a n t  i - h e x o q u i  n a s a

C. En c o n d i c i o n e s  de e n s a y o  s i m i l a r e s ,  u s a n d o  s u e r o  c o m p l e t o  y 

e n z i m a  s i n  p r o t e c t o r e s  de la  a c t i v i d a d ,  25 yl de  s u e r o  a n t i - h e x o -  

q u i n a s a  C p o r  mU de e n z i m a  i n h i b e n  la  a c t i v i d a d  de h e x o q u i n a s a  

C en un  95%. En c a m b i o  h e x o q u i n a s a  B se i n h i b e  un  100% con
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menos de  1 yl de s u e r o  a n t  ¡ - h e x o q u i  n a s a  B p o r  mU de e n z i m a .

Es to s  r e s u l t a d o s  c o n c u e r d a n  c o n  l a  i d e a  d i s c u t i d a  a n t e r i o r m e n ­

te de  q u e  el  s u e r o  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  B e s t a r í a  c o m p u e s t o  p o r  un 

m a y o r  p o r c e n t a j e  de i n m u n o g l  u b u  I i ñ a s  d i r i g i d a s  c o n t r a  l a  e n z i m a  

n a t i v a ,  m i e n t r a s  q u e  en el  s u e r o  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C e s t a r í a n  en 

m a y o r  n ú m e r o  a q u e l l a s  q u e  r e c o n o c e n  m e j o r  l a . e n z i m a  d e s n a t u r a d a .

Un h e c h o  i n t e r e s a n t e  de r e c a l c a r  es la  m a r c a d a  p r o t e c c i ó n  

de  g l u c o s a  y gl  i c e r o l  s o b r e  la  a c t i v i d a d  de l a s  h e x o q u i n a s a s  en 

p r e s e n c i a  de  los  s u e r o s .  Es te  e f e c to  es e s p e c i a l m e n t e  n o t o r i o  en la  

i n a c t i v a c i ó n  de la  ¡ s o e n z im a  C; no  es p o s i b l e  s o b r e p a s a r  el 50% 

de  p é r d i d a  de a c t i v i d a d  en p r e s e n c i a  de  los  p r o t e c t o r e s  a ú n  con  

g r a n d e s  c a n t i d a d e s  de s u e r o .  P a r a  h e x o q u í n a s a  B,  en p r e s e n c i a  

de los p r o t e c t o r e s  q u e d a  s i e m p r e  u n a  a c t i v i d a d  r e m a n e n t e  de 20%. 

Es te  e f e c t o  p o d r í a  e x p l i c a r s e  y a  sea  p o r q u e  h a y  a n t i c u e r p o s  q u e  

se u n e n  a l  s i t i o  a c t i v o ,  u n i ó n  q u e  s e r í a  i m p e d i d a  p o r  el s u s t r a t o  

g l u c o s a ,  o b i e n  el s u s t r a t o  p o d r í a  i m p e d i r  c a m b i o s  c o n f o r m a d o n a -  

les  que  se p r o d u c e n  en la  e n z i m a  p o r  u n i ó n  de l  a n t i c u e r p o  a 

o t r a s  r e g i o n e s  de la  p r o t e í n a .  R e s u l t a d o s  s i m i l a r e s  se h a n  o b t e n i d o  

en a l c o h o l - d e s h i d r o g e n a s a  ( F u l l e r  y M a r u c c i ,  1971) y en h e x o q u i -  

n a s a  A de r a t a  ( W i l s o n ,  c o m u n i c a c i ó n  p e r s o n a l ) .  Con r e s p e c t o  a l  

g l i c e r o l ,  é s te  es un  m uy  b u e n  p r o t e c t o r  de la  a c t i v i d a d  h e x o q u i n á -  

s i c a ,  r a z ó n  p o r  la  c u a l  se a g r e g a b a  s i e m p r e  a l a s  p r e p a r a c i o n e s  

a d e m á s  de  g l u c o s a .  Po r  lo  t a n t o  no  s a b e m o s  s i  g l i c e r o l  t i e n e  

a l g ú n  e f e c t o  en la  i n a c t i v a c i ó n  p r o d u c i d a  p o r  los  s u e r o s ,  o si  el
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c r u z a d a  c on  la o t r a  h e x o q u i n a s a .  P a r a  el  c a s o  de l a s  h e x o q u i n a -

s a s ,  e x i s t e n  en la  l i t e r a t u r a  n u m e r o s a s  p r u e b a s  q u e  i n d i c a n  

a u s e n c i a  de r e a c c i ó n  c r u z a d a  con  r e s p e c t o  a i n h i b i c i ó n  de la

a c t i v i d a d  de l a s  o t r a s  ¡ s o e n z i m a s .  C r a v e n  y B a s f o r d  (1969)  c o m u n i ­

c a r o n  q u e  un  s u e r o  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  A de c e r e b r o  de b o v i n o  no 

a f e c t a b a  la  a c t i v i d a d  de l a s  h e x o q u i n a s a s  B,  C o D de r a t a .

C r e i g h t o n  y c o l  a b o r a d o r e s  (1972)  e n c o n t r a r o n  q u e  un s u e r o  a n t i -  

h e x o q u i n a s a  B s ó l o  i n h i b e  a h e x o q u i n a s a  B de  r a t a ,  s i n  a f e c t a r  

l a s  a c t i v i d a d e s  de h e x o q u i n a s a  A de c e r e b r o  y t e j i d o  a d i p o s o  n i

h e x o q u i n a s a  D de h í g a d o  de l a  m is m a  e s p e c i e .  O t ro s  a u t o r e s  

( N e u m a n n  y P f l e i d e r e r ,  1974; N e u m a n n  et  a l . , 1974) d e m o s t r a r o n

q u e  un  s u e r o  a n t  ¡ - h e x o q u i  n a s a  A h u m a n a  no p r e c i p i t a b a  a h e x o q u i ­

n a s a  C de  la m is m a  e s p e c i e ,  como a s í  t a m p o c o  el s u e r o  a n t i - h e x o -  

q u i n a s a  C r e c o n o c í a  a h e x o q u i n a s a  A.  El s u e r o  a n t i - h e x o q u i n a s a
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C de  r a t a  i n h i b e  la  a c t i v i d a d  de la  i s o e n z i m a  C p e r o  no i n h i b e  a 

l a s  h e x o q u i n a s a s  A n i  B ( R a d o j k o v i c  y U r e t a ,  1987) .

Los s u e r o s  a n t  i - h e x o q u i  n a s a s  B y C de r a n a  d e s c r i t o s  en

e s t a  t e s i s  r a t i f i c a n  el h e c h o  de q u e  el  a n ' t i s u e r o  d i r i g i d o  c o n t r a  

u n a  i s o e n z i m a  no  a f e c t a  la  a c t i v i d a d  de l a s  o t r a s  ¡ s o e n z im a s  de l  

s i  s te m a .

S in  e m b a r g o ,  e x i s t e  r e a c c i ó n  c r u z a d a  c u a n d o  los s u e r o s  se

c a r a c t e r i z a n  p o r  E L I S A .  E l l o  no d e b e r f a  l l a m a r  la  a t e n c i ó n  p u e s t o  

q u e  la  c o m p a r a c i ó n  de l a s  c o m p o s i c i o n e s  de a m i n o á c i d o s  de v a r i a s  

h e x o q u i n a s a s  i n d i c a  g r a n  s i m i l i t u d  e s t r u c t u r a l  e n t r e  e l l a s  ( U r e t a ,  

1982 ) .  E s to  s i g n i f i c a  q u e  en t o d a s  l a s  i s o e n z i m a s  e x i s t e n  e p f t o p o s  

c o m u n e s  q u e  son r e c o n o c i d o s  p o r  los  s u e r o s ,  con  m a y o r  r a z ó n  a ú n  

si  s u p o n e m o s  q u e  la  e n z i m a  e s t á  d e s n a t u r a d a ,  como y a  se d i s c u t i ó  

p r e v i a m e n t e .  R e s u l t a d o s  s i m i l a r e s  h a n  s i d o  d e s c r i t o s  p o r  L a w r e n c e  

y T r a y e r  ( 1 9 8 4 ) ,  q u i e n e s  e n c o n t r a r o n  q u e  l a s  h e x o q u i n a s a s  A ,  B

y D de  r a t a  r e a c c i o n a b a n  c r u z a d a m e n t e  e n t r e  e l l a s .  De i g u a l
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modo R a d o j k o v i c  y U r e t a  ( 1 9 8 7 ) ,  c o m u n i c a r o n  q u e  s u e r o  a n t i - h e x o -  

q u i n a s a  A de r a t a  r e a c c i o n a b a  c r u z a d a m e n t e  p o r  E L IS A  con l a s  

h e x o q u i n a s a s  B y C de h e p a t o m a  y s u e r o  a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C de 

h e p a t o m a  r e c o n o c í a  a h e x o q u i n a s a  B de la  m is m a  f u e n t e .

Si b i e n  en es te  t r a b a j o  hemos v i s t o  q u e  con  l a  t é c n i c a

E L IS A  c l á s i c a  se p u e d e  d e m o s t r a r  r e a c c i ó n  . i n m u n o l ó g i c a  c r u z a d a  

e n t r e  l a s  dos  h e x o q u i n a s a s  de  r a n a  e s t u d i a d a s ,  p e n s a m o s  q u e  

es te  r e c o n o c i m i e n t o  s ó lo  se o b t i e n e  en e s t a s  c o n d i c i o n e s ,  y a  q u e

no h u b o  r e a c c i ó n  c r u z a d a  en los  e x p e r i m e n t o s  de i n h i b i c i ó n  de la  

a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a .  S e r ía  i n t e r e s a n t e  r e e s t u d i a r  es te  p r o b l e m a  

m e d i a n t e  la  m o d i f i c a c i ó n  " s a n d w i c h "  de l  m é to d o  E L IS A  ( S m i th  y 

Wi I s o n , 1986 ) .

El  o o c i t o  de  r a n a  como m o d e lo  e x p e r i m e n t a l

Los o o c i t o s  de r a n a  c o n s t i t u y e n  u n a  p o b l a c i ó n  c e l u l a r  hom o g é ­

n e a .  C a d a  o o c i t o  e s t á  r o d e a d o  p o r  u n a  m o n o c a p a  de c é l u l a s  

f o l i c u l a r e s ,  c u y o  v o l u m e n  es d e s p r e c i a b l e  en r e l a c i ó n  a l  v o l u m e n

de l  o o c i t o .  C a d a  r a n a  t i e n e  a l r e d e d o r  de c i n c o  m i l  o o c i t o s ,  que  se 

e n c u e n t r a n  f u n c i o n a l m e n t e  d e t e n i d o s  en la p r o f a s e  de la p r i m e r a

d i v i s i ó n  m e i ó t i c a .  El p r o c e s o  de la  v i  t e l o g é n e s i  s ya  se h a  c o m p l e t a ­

d o .  La  p r o g e s t e r o n a  e s t i m u l a  la  m e i o s i s ,  q u e  l l e g a  h a s t a  la  

m e t a f a s e  s e g u n d a ,  e t a p a  en la  c u a l  p e r m a n e c e n  l a s  c é l u l a s  h a s t a  

q u e  se p r o d u c e  la  f e r t i l i z a c i ó n  ( M a l l e r  y K r e b s ,  1980 ) .  El t a m a ñ o  

de  los o o c i t o s  (2 mm de d i á m e t r o  en e s t a d i o  VI  de D u m o n t )  y su
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r e s i s t e n c i a ,  p e r m i t e n  la m i c r o i  n y e c c  ión de v o l ú m e n e s  a p r e c i a b l e s  

de l í q u i d o .  En los  e x p e r i m e n t o s  q u e  se r e a l i z a n  en n u e s t r o  

l a b o r a t o r i o ,  i n c l u i d o s  los de es te  t r a b a j o ,  se i n y e c t a n  a l r e d e d o r  

de 50 n i  p o r  o o c i t o .  Como el v o l u m e n  p r o m e d i o  de los o o c i t o s  es 

de  3 yl  , se e s t á  i n y e c t a n d o  un v o l u m e n  q u e  c o r r e s p o n d e  a menos 

de 2 %  de l  v o l u m e n  c e l u l a r .  E x p e r i m e n t o s  p r e l i m i n a r e s  c on  i n y e c c i o ­

nes  de 100 n i  p r o d u c í a n  p e r  t u r b a c i o n e s  en el  f u n c i o n a m i e n t o  de 

los  o o c i t o s .  P o r  o t r a  p a r t e ,  el g r a n  t a m a ñ o  de l a s  c é l u l a s  h a c e  

q u e  su m a n i p u l a c i ó n  sea f á c i l  y p e r m i t e  h a c e r  m e d i c i o n e s  m e t a b ó l i -  

c a s  en u n a  s o l a  c é l u l a .

La  c a n t i d a d  t o t a l  de p r o t e í n a s  es de 600 + 12 y g / o o c i t o  y el 

c o n t e n i d o  de  g l i c ó g e n o  es de 160 + A yg/oo ' fc i to  ( U r e t a  y R a d o j k o -  

v i c ,  1979) .

P u e s t o  q u e  el o b j e t i v o  c e n t r a l  de es te  t r a b a j o  e r a  i n v e s t i g a r  

e l  e fe c to  de la  m i c r o i  n y e c c  ión de los s u e r o s  a n t  i - h e x o q u i  n a s a s  B 

y C s o b r e  l a s  v í a s  q u e  u t i l i z a n  g l u c o s a  en los  o o c i t o s ,  f u e  

n e c e s a r i o  b u s c a r  l a s  c o n d i c i o n e s  a p r o p i a d a s  en l a s  c u a l e s  és tos  

i n c o r p o r a n  g l u c o s a  r a d i a c t i v a  en g l i c ó g e n o  y en CC^.

Un h e c h o  i m p o r t a n t e  que  m e rece  un e s p e c i a l  c o m e n t a r i o  d i c e  

r e l a c i ó n  c on  l a  m a n e r a  como los  o o c i t o s  r e c i b e n  l a  g l u c o s a .  La  

e f i c i e n c i a  de la  i n c o r p o r a c i ó n  de g l u c o s a  en g l i c ó g e n o  y en CO^ 

a u m e n t a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  c u a n d o  el  s u s t r a t o  se m i c r o i n y e c t a  en 

l a s  c é l u l a s  en l u g a r  de p o n e r l o  en el  m e d io  de i n c u b a c i ó n .  E l l o  

s u g i e r e  q u e  el  t r a n s p o r t e  de g l u c o s a  s e r í a  u n a  e t a p a  l i m i t a n t e  en 

su  u t i l i z a c i ó n .  R e s u l t a d o s  s i m i l a r e s  f u e r o n  o b t e n i d o s  p o r  U r e t a  y
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R a d o j k o v i c  (1985)  en l a s  m is m a s  c é l u l a s .  Po r  o t r a  p a r t e ,  no  

podem os  d e s c a r t a r  la  p a r t i c i p a c i ó n  q u e  p u d i e r a n  t e n e r  l a s  c é l u l a s  

f o l i c u l a r e s  que  r o d e a n  a l  o o c i t o .  L a  v í a  de a c c e s o  de g l u c o s a  a l  

o o c i t o  e s t á  r e l a c i o n a d a  t a m b i é n  c on  el p e r í o d o  de p r e i n c u b a c i ó n  

a l  c u a l  se som eten  l a s  c é l u l a s .  Como ya  se m e n c io n ó  a n t e r i o r m e n t e , 

l a  p r e i n c u b a c i ó n  de los o o c i t o s  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  d u r a n t e  1

o más  h o r a s  d i s m i n u y e  en un 95% la  i n c o r p o r a c  ión de g l u c o s a

d e s d e  el m e d i o  de i n c u b a c i ó n  en g l i c ó g e n o .  S in  e m b a r g o ,  c u a n d o

en e s t a s  c o n d i c i o n e s  la  g l u c o s a  se m i c r o i n y e c t a ,  el  d e c a i m i e n t o  de

l a  s í n t e s i s  de g l i c ó g e n o  d e s a p a r e c e .  Es tos  e f e c t o s  no se p r o d u c e n

c u a n d o  la p r e i n c u b a c i ó n  se h a c e  a 4 o . E fe c to s  s e m e j a n t e s  se 

o b t u v i e r o n  p a r a  la  s í n t e s i s  de CC^.  Es tos  r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  que

la  t e m p e r a t u r a  a f e c t a  el m e c a n i s m o  de t r a n s p o r t e  de  g l u c o s a .

A p e s a r  de es tos  r e s u l t a d o s ,  l a  p r e i n c u b a c i ó n  de los o o c i t o s

i n y e c t a d o s  con I gG se h i z o  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e ,  p u e s t o  q u e

e x i s t e n  d a t o s  q u e  i n d i c a n  q u e  el  c o e f i c i e n t e  de d i f u s i ó n  de

p r o t e í n a s  m i c r o i  n y e c t a d a s  en f i b r o b l a s t o s  es 5 v e c e s  m e n o r  a 5 o

q u e  a 22° ( W o j c i e s z y n  e t a l  . ,  1981 ) .  Es tos  m is m os  a u t o r e s  h a n

d e m o s t r a d o  que  la  d i f u s i ó n  de IgG c o n j u g a d a  c on  f l u o r e s c e í n a  es

r á p i d a  en l a s  c é l u l a s  y se c o m p l e t a  en 5 m i n .  El c o e f i c i e n t e  de

—8 2d i f u s i ó n  p a r a  e s t a  m o l é c u l a  es de  10 cm / s e g u n d o .

Por  o t r a  p a r t e  se ha  d e m o s t r a d o  q u e  t a n t o  IgG como f r a g m e n ­

tos  F a b  son r e s i s t e n t e s  a l a  d e g r a d a c i ó n  i n t r a c e l u l a r ,  c o n  un 

de  a l  menos 48 h ( M c G a r r y  et a l . ,  1983 ) .  Hemos s u p u e s t o  q u e
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A c t i v i d a d  h e x o q u i n á s i c a  de los  o o c i t o s

E x i s t e n  a p a r e n t e m e n t e  dos ¡ s o e n z i m a s  q u e  f o s f o r i l a n  g l u c o s a  

en o o c i t o s  ( R a d o j k o v i c  y U r e t a ,  1982) ,  q u e  f u e r o n  d e n o m i n a d a s  

h e x o q u i n a s a s  B y C, p o r  c o m p a r a c i ó n  de l  o r d e n  de e l u c i ó n  de 

e l l a s  de u n a  c o l u m n a  de D EAE-ce l  u l o s a  c o n  l a s  i s o e n z i m a s  del  

h í g a d o  de la m is m a  e s p e c i e  ( U r e t a ,  1976 ) .  -Sin e m b a r g o  n i n g u n a

de l a s  dos a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  de l  o o c i t o  se h a n  c a r á c t e r  i z a d o  

h a s t a  el  m om en to .  La  a c t i v i d a d  h e x o q u i n á s i c a  t o t a l  e n c o n t r a d a  

p o r  esos a u t o r e s  f u e  de 600 p m o le s  de gl  u c o s a - 6 - P / m i n / o o c i  t o .

En c o n d i c i o n e s  s i m i l a r e s ,  o b t u v i m o s  un v a l o r  de 700 p m o le s  

de  gl  u c o s a - 6 - P / m i n / o o c i  to .  S in  e m b a r g o ,  c u a n d o  la  a c t i v i d a d  de 

la  e n z i m a  se m id e  p o r  r a d i o e n s a y o  u s a n d o  2 - d e s o x i  g l  uc os a  como

s u s t r a t o ,  se o b t i e n e n  120 p m o le s  de  2 - d e s o x i g l  u c o s a - 6 - P / m i  n / o o c  i t o .  

Una  e x p l i c a c i ó n  p o s i b l e  p a r a  l a  d i f e r e n c i a  p o d r í a  s e r  q u e  la  K
m

p a r a  la  2 - d e s o x i  gl  uc os a  f u e r a  m a y o r  y q u e  la  a c t i v i d a d  m o l e c u l a r  

m e n o r  q u e  p a r a  l a  g l u c o s a .  Es tos  d a t o s  no  se c o n o c e n  p a r a  l a s  

h e x o q u i n a s a s  de o o c i t o .  Por  o t r a  p a r t e ,  en e x p e r i m e n t o s  in  v i v o  

en o o c i t o s  i n t a c t o s  la  a c t i v i d a d  e r a  e q u i v a l e n t e  a 40 -50  pm o le s  de 

2 - d e s o x i  g l  u c o s a - 6 - P / m ¡  n / o o c i  to  q u e  es a p r o x i m a d a m e n t e  la  m i t a d  

de l  v a l o r  e n c o n t r a d o  en los  e x p e r i m e n t o s  in  v i t r o  u s a n d o  el m ism o 

m é to d o .  La  i n c o r p o r a c  ión de g l u c o s a  m a r c a d a  en g l i c ó g e n o  v a r í a

e n t r e  50 y 100 p m o le s  de gl  u c o s a / m i n / o o c i  to ,  v a l o r  q u e  se c o r r e l a ­

c i o n a  m uy  b i e n  con  la  a c t i v i d a d  h e x o q u i n á s i c a  m e d i d a  in  v i v o .
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E f e c t o  de  los  s u e r o s  i n m u n e s  s o b r e  l a s  v í a s  de u t i l i z a c i ó n  de 

g l u c o s a

El p o s t u l a d o  c e n t r a l  q u e  se h a  m a n t e n i d o  d u r a n t e  la  r e a l i z a ­

c i ó n  de e s t a  t e s i s  es que  de l a s  dos  h e x o q u i n a s a s  p r e s e n t e s  en el 

o o c i t o ,  u n a  de  e l l a s  p a r t i c i p a  s o l a m e n t e  en l a  v f a  q u e  c o n d u c e  a 

la  s í n t e s i s  de  g l i c ó g e n o  m i e n t r a s  q u e  la  o t r a '  lo  h a c e  s ó lo  en la  

v í a  de l a s  p e n t o s a s .  El p r o b l e m a  f u e  a b o r d a d o  p o r  m i c r o i n y e c c i ó n  

de  a n t i c u e r p o s  e s p e c í f i c o s  p a r a  d i c h a s  e n z i m a s .

El uso de la  t é c n i c a  de m i c r o i n y e c c i ó n  de  a n t i c u e r p o s  en 

c é l u l a s  h a  a u m e n t a d o  n o t a b l e m e n t e  en el ú l t i m o  t i e m p o ,  p a r t i c u l a r ­

m en te  d e s p u é s  de  l a  p o s i b i l i d a d  de  p o d e r  d i s p o n e r  de m a n e r a  

r e l a t i v a m e n t e  s e n c i l l a  de a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s  ( M i l s t e i n ,  1980) .  

E l l a  ha  p e r m i t i d o  e s t u d i a r  u n a  g r a n  v a r i e d a d  de p r o b l e m a s  

r e l a c i o n a d o s  con  la  a r q u i t e c t u r a  de  la  c é l u l a ,  f u n c i o n e s  c e l u l a r e s  

y v í a s  m e t a b ó l i c a s  q u e  p a r e c í a n  d i f í c i l e s  de a b o r d a r  e x p e r i m e n t a l ­

m e n t e .  C i t a r e m o s  como e j e m p l o  s ó lo  a l g u n o s .

C u a n d o  se i n y e c t ó  s u e r o  a n t i - h i s t o n a s  en n ú c l e o s  de o o c i t o s  

de  a n f i b i o ,  los  a n t i c u e r p o s  r e a c c i o n a r o n  e s p e c í f i c a m e n t e  con  h i s t o -  

n a s  a s o c i a d a s  a l  DNA, i n t e r f  i r i e n d o  el p r o c e s o  de t r a n s c r i p c i ó n  

(S c h e e r  et  a l . ,  1979) en f i b r o b l a s t o s  m i c r o i  n y e c t a d o s  c on  un  

a n t i c u e r p o  m o n o c l o n a l  a n t i - f i  l a m e n t o s  i n t e r m e d i o s ,  se p r o d u c e  un 

c o l a p s o  r á p i d o  de e s t a s  e s t r u c t u r a s  ( K l y m k o w s k y ,  1 981 ) .  La  o r g a n i ­

z a c i ó n  de m i c r o t ú b u l o s  y m i c r o f  i l a m e n t o s  no  se a l t e r a .  Se ha  

o b t e n i d o  i n f o r m a c i ó n  i m p o r t a n t e  s o b r e  la  d e g r a d a c i ó n  de  i n s u l i n a
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i n y i y o  m i c r o i n y e c t a n d o  a n t i c u e r p o s  en c é l u l a s  d e r i v a d a s  de h e p a t o -  

ma h u m a n o  (Shü  y R o th ,  1986) .  Doxsey  y c o l a b o r a d o r e s  (1987)

h a n  d e m o s t r a d o  m e d i a n t e  la  i n t r o d u c c i ó n  de a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a -  

les  a n t  i - c  I a t r  i n a  en c é l u l a s  CV-1 q u e  d i c h a  p r o t e f n a  e s t á  i n v o l u c r a ­

d a  en los p r o c e s o s  de e n d o c i t o s i s  de f a s e  f l u i d a  y e n d o c i t o s i s

m e d i a d a  p o r  r e c e p t o r e s .

En c o n j u n t o ,  es tos  r e s u l t a d o s  y m u c h o s  o t r o s ,  i n d i c a n  que  

los a n t i c u e r p o s  p a r a  u n a  v a r i e d a d  de p r o t e í n a s  son c a p a c e s  de 

r e c o n o c e r  in  v i v o  a l  a n t í g e n o  r e s p e c t i v o  y r e a c c i o n a n  c on  él en 

f o r m a  e s p e c í f i c a  c u a n d o  son m i c r o i n y e c t a d o s  en la  c é l u l a .

Los e x p e r i m e n t o s  d e s t i n a d o s  a p r o d u c i r  i n h i b i c i ó n  s e l e c t i v a  

de las  h e x o q u i n a s a s  de l  o o c i t o  m e d i a n t e  la m i c r o i  n y e c c i ó n  de

a n t i c u e r p o s  e s p e c í f i c o s ,  h a n  m o s t r a d o  un  r e s u l t a d o  s o r p r e n d e n t e . 

El a n t i c u e r p o  a n t  i - h e x o q u i n a s a  C p r o d u c e  u n a  i n h i b i c i ó n  d r á s t i c a  

de la  s í n t e s i s  de g l i c ó g e n o ,  s i n  a l t e r a r  l a  p r o d u c c i ó n  de CC^.

Es te  h e c h o  i n d i c a  c l a r a m e n t e  q u e  la h e x o q u i n a s a  C s ó lo  e s t á

i n v o l u c r a d a  en la  v í a  q u e  v a  h a c i a  la  s í n t e s i s  de l  po l  i s a c á r i d o . 

Por  lo t a n t o  e r a  t e n t a d o r  e s p e r a r  q u e  la o t r a  h e x o q u i n a s a

e s t u v i e r a  i m p l i c a d a  s ó lo  en la  v í a  de l a s  p e n t o s a s  y a l  s e r  

i n h i b i d a  p o r  el a n t i c u e r p o  a n t i - h e x o q u i n a s a  B p r o d u j e r a  la  d e t e n ­

c i ó n  de la  p r o d u c c i ó n  de CO^ m a r c a d o ,  s i n  a f e c t a r  la  i n c o r p o r a ­

c i ó n  de g l u c o s a  en g l i c ó g e n o .  S in  e m b a r g o  si b i e n  la IgG

a n t i - h e x o q u i n a s a  B no a f e c t a  la  s í n t e s i s  de g l i c ó g e n o  t a m p o c o

m o s t r ó  n i n g ú n  e f e c t o  s o b r e  la  p r o d u c c i ó n  de CO^.
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A u n q u e  no  tenem os  e x p l i c a c i ó n  p a r a  la d e s a p a r i c i ó n  de la  

f a s e  de r e t a r d o  en la  p r o d u c c i ó n  de C 0 9 en p r e s e n c i a  de IgG 

a n t  i - h e x o q u i  n a s a  C, o f re c e m o s  la  s i g u i e n t e  e s p e c u l a c i ó n .  En c o n d i ­

c i o n e s  n o r m a l e s ,  a l g ú n  i n t e r m e d i  a r i o  o p r o d u c t o  de la  s í n t e s i s  de 

g l i c ó g e n o  t i e n e  e f e c to  r e t a r d a t o r i o  s o b r e  el  c i c l o  de l a s  p e n t o s a s .  

Es te  e f e c t o  d e s a p a r e c e  si  el  m e t a b o l i t o  no -se p r o d u c e  a l  e s t a r  

i n h i b i d a  la  s í n t e s i s  de  g l i c ó g e n o .

E x i s t e n  v a r i a s  m a n e r a s  de i n t e r p r e t a r  es to s  r e s u l t a d o s .  Una  

p o s i b i l i d a d  es q u e  el  c o n j u n t o  de  e n z i m a s  que  i n t e g r a n  la  v í a  de 

l a s  p e n t o s a s  es té  c o m p a r t  i m e n t a d o  de t a l  m a n e r a  que  el acceso  

de l  a n t i c u e r p o  a él  no  sea p o s i b l e .  O t r a  a l t e r n a t i v a  es q u e ,  

s i e n d o  el c o m p l e j o  a c c e s i b l e ,  l a  e n z i m a  en su i n t e r i o r  es té  o c u l t a  

p o r  el  r e s t o  de los  c o m p o n e n t e s  de modo q u e  e x i s t i r í a  i m p e d i m e n t o  

e s t é r i c o  p a r a  el  r e c o n o c i m i e n t o  a n t  í g e n o - a n t  ¡ c u e r p o .

E s ta s  p r o p o s i c i o n e s  son d i f í c i l e s  de a b o r d a r  e x p e r i m e n t a l m e n t e .

O t r a  e x p l i c a c i ó n  p o s i b l e  es q u e  los  o o c i t o s  no c o n t e n g a n  

h e x o q u i n a s a  B.  Como y a  se m e n c i o n ó ,  se d e n o m i n ó  i s o e n z i m a  B a

l a  f r a c c i ó n  m i n o r i t a r i a  q u e  a p a r e c e  en el p e r f i l  c r o m a t o g r á f  i co  de

D EAE-ce l  u I o s a . S in  e m b a r g o ,  d e b i d o  a q u e  e s t a  f u n c i ó n  t i e n e  u n a  

a c t i v i d a d  m u y  p e q u e ñ a  (5-10% de la  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  t o t a l  

de l  o o c i t o )  y es m u y  l á b i l ,  n u n c a  ha  s i d o  c a r a c t e r i z a d a .  P o d r í a  

t r a t a r s e  de o t r a  i s o e n z i m a ,  c o s a  q u e  nos p a r e c e  poco  p r o b a b l e ,  o

de u n a  f o r m a  m o d i f i c a d a  de h e x o q u i n a s a  C. A l t e r n a t i v a m e n t e ,  l a  

h e x o q u i n a s a  B e s t a r í a  l i m i t a d a  a l a s  c é l u l a s  f o l i c u l a r e s  que
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r o d e a n  a l  o o c i t o ,  y p o r  lo  t a n t o  no a c c e s i b l e  a l  a n t i c u e r p o

i n y e c t a d o .  P o r  lo  t a n t o  es te  es un p r o b l e m a  q u e  d e b e  s e r  

a b o r d a d o  en f o r m a  i n m e d i a t a ,  b u s c a n d o  l a s  t é c n i c a s  a p r o p i a d a s  

q u e  p e r m i t a n  i d e n t i f i c a r  e s t a  a c t i v i d a d  s i n  a m b i g ü e d a d e s .

La p r e s e n c i a  de h e x o q u i n a s a  C en el o o c i t o  es c l a r a  como

lo d e m u e s t r a n  los  e x p e r i m e n t o s  de i n m u n o - i n a c t i v a c i ó n  p o r  i n m u n o -  

g l o b u l i n a s  a n t  ¡ - h e x o q u i n a s a  C de  h í g a d o .  El a n t i c u e r p o  i n h i b e  la  

a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  en un e x t r a c t o  c r u d o  de o o c i t o s  y en 

o o c i t o s  i n t a c t o s .  Po r  o t r a  p a r t e  i n h i b e  t a m b i é n  la a c t i v i d a d

e n z i m á t i c a  de la  f r a c c i ó n  m a y o r i t a r i a  q u e  se o b t i e n e  de la  

c r o m a t o g r a f f a  en D E A E - c e l u I o s a .

C o n s i d e r a c i o n e s  f i n a l e s
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o t r o  e s t a r í a  p a r t i c i p a n d o  en l a  v í a  de l a s  p e n t o s a s .  E l l o  i m p l i c a  

c o m p a r t  i m e n ta c  ión  f u n c i o n a l  de l a s  v í a s  q u e  u t i l i z a n  el i n t e r m e d i a ­

r i o .

E x i s t e n  v a r i o s  t r a b a j o s  en l a  l i t e r a t u r a  q u e  d e m u e s t r a n  la

e x i s t e n c i a  de más  de  un " p o o l "  de  g l u c o s a - 6 - P .  Nos r e f e r i r e m o s  a 

los más r e c i e n t e s ,  q u e  h a n  s i d o  r e a l i z a d o s  en un s o lo  t i p o

c e l u l a r ,  e l i m i n a n d o  de e s t a  m a n e r a  a r t e f a c t o s  q u e  p u d i e r a n  p r o d u ­

c i r s e  en un  t e j i d o  p o r  l a  e x i s t e n c i a  de v a r i o s  t i p o s  c e l u l a r e s .

C h r i s t  y J u n g e r m a n n  ( 1 9 8 7 ) ,  t r a b a j a n d o  en h e p a t o c i t o s  p e r -  

m eab  i I i z a d o s , e n c o n t r a r o n  q u e  l a  r a d i a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de g l u c o ­

sa  p r o v e n i e n t e  de  g l i c ó g e n o  e n d ó g e n o  r a d i a c t i v o  q u e  se l i b e r a  a l  

m e d io  de i n c u b a c i ó n  no c a m b i a  p o r  d i l y c i ó n  c on  g l u c o s a - 6 - P  

e x t e r n a .  A s i m i s m o ,  la  r a d i a c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de  g l u c o s a  p r o v e ­

n i e n t e  de g l u c o s a - 6 - P  m a r c a d a  e x t e r n a  no  se a l t e r a  p o r  d i l u c i ó n  

con  g l u c o s a - 6 - P  p r o v e n i e n t e  de g l i c ó g e n o  e n d ó g e n o .  Es tos r e s u l t a ­

dos son i n c o m p a t i b l e s  c on  la  e x i s t e n c i a  de un  s o lo  " p o o l "  de

g l u c o s a - 6 - P .

Po r  o t r a  p a r t e ,  K a l a n t  y co l  a b o r a d o r e s  (1987)  d e m o s t r a r o n  

q u e  c u a n d o  se i n c u b a b a n  h e p a t o c i t o s  a i s l a d o s  con g l u c o s a  o

f r u c t o s a  r a d i a c t i v a s ,  l a s  r a d i a c t i v i d a d e s  e s p e c í f i c a s  de g l u c o s a -  

1-P y f r u c t o s a - 6 - P  e r a n  4 v ec es  m a y o r  q u e  la  de g l u c o s a - 6 - P .  

E l l o  i n d i c a  q u e  el g l u c o s a - 6 - P  f o r m a d o  p o r  f o s f o r i l a c i ó n  de g l u c o s a  

no se m e z c la  r á p i d a m e n t e  con  el que  p r o v i e n e  de  o t r a s  f u e n t e s .  

E l l o  s u g i e r e  q u e  gl  u c o s a - 6 - P  no e x i s t e  en un  " p o o l "  ú n i c o .
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En n u e s t r o s  e x p e r i m e n t o s  s e r f a  i m p o r t a n t e  m e d i r  la r a d i a c t i v i ­

d a d  e s p e c í f i c a  de a l g u n o s  i n t e r m e d i a r i o s , e s p e c i a l m e n t e  g l u c o s a -  

6 - P , g l u c o s a - 1 - P ,  6 - P - g l  u c o n a t o  y CC^,  como u n a  m a n e r a  de 

c o n f i r m a r  la  e x i s t e n c i a  de más de un " p o o l "  de  g l u c o s a - 6 ~ P  en 

los o o c i t o s .

No podem os  en es te  mom en to  v i s l u m b r a r  c u a n  g e n e r a l e s  

p u e d a n  s e r  n u e s t r o s  r e s u l t a d o s .  En el m ú s c u l o ,  p o r  e j e m p l o ,  que  

s i n t e t i z a  . g l i c ó g e n o ,  no e x i s t e  h e x o q u i n a s a  C. S in  e m b a r g o ,  p o d r í a  

d a r s e  el  c a s o  de  que  en d i f e r e n t e s  t e j i d o s  e x i s t i e r a n  d i s t i n t a s  

c o m b i n a c i o n e s  de  i s o e n z i m a s  p a r a  l a  c o m p o s i c i ó n  de u n a  m is m a  

v í a  m e t a b ó l i c a .

Una  p o s i b i l i d a d  a t r a y e n t e  es u s a r ,  p a r a  e s te  t i p o  de e x p e r i ­

m e n t o s ,  m u t a n t e s  de  l e v a d u r a s  o de E.  c o l  i q u e  c a r e c e n  de 

a l g u n a s  i s o e n z i m a s  de h e x o q u i n a s a  o f o s f o f r u c  t o q u i  n a s a , r e s p e c t i v a -  

men t e .

Si b i e n  l a s  d i f i c u l t a d e s  p r á c t i c a s  p a r a  un  e s t u d i o  i n  v i v o  

en c é l u l a s  s o m á t i c a s  son f o r m i d a b l e s ,  es p o s i b l e  i m a g i n a r  s o l u c i o ­

nes  e x p e r i m e n t a l e s  q u e  u t i l i c e n  u n a  c o m b i n a c i ó n  de t é c n i c a s  i n m u n o -  

l ó g i c a s  c on  m é to dos  no  i n v a s i v o s  de d e t e c c i ó n  de ¡ n t e r m e d i a r i o s  o 

p r o d u c t o s  f i n a l e s  e s p e c í f i c o s  de l a s  v í a s  de u t i l i z a c i ó n  de g l u c o s a .
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ANEXO 1

OBTENCION Y CARACTERIZ ACIO N DE ANTICUERPOS 

MONOCLONALES A N T l -H EXO Q U I  NASA B DE 

MUSCULO DE RANA

En g e n e r a l ,  los s u e r o s  p o l i c l o n a l e s  c o n v e n c i o n a l e s  p r e s e n ­

t a n  a l g u n a s  d e s v e n t a j a s ,  e n t r e  l a s  c u a l e s  m e n c i o n a r é  q u e  e s t á n  

c o n s t i t u i d o s  p o r  u n a  p o b l a c i ó n  h e t e r o g é n e a  de a n t i c u e r p o s  i m p o s i ­

b l e  de r e p r o d u c i r  en un n u e v o  a n i m a l  y el r e q u e r í  mi e n t o  de 

c a n t i d a d e s  a p r e c i a b l e s  de p r o t e f n a  o a r a  su p r e p a r a c i ó n .  E s ta s  

l i m i t a n t e s  n o r m a l m e n t e  no  se d a n  en los  a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s .  

P o r  e s t a s  r a z o n e s  y f u n d a m e n t a l m e n t e  p o r  la  e s c a s a  c a n t i d a d  de 

e n z i m a s  p u r a s  d i s p o n i b l e s  p a r a  l a s  i n m u n i z a c i o n e s ,  se d e c i d i ó  

p r e p a r a r  a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s  en r a t ó n ,  c o m e n z a n d o  p o r  m ono­

c l o n a l e s  a n t  i - h e x o q u i n a s a  B.
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P r i m e r a  i n y e c c i ó n :  70 yg de p r o t e í n a  y c o a d y u v a n t e  de F r e u n d  

c o m p l e t o ,  en v o l ú m e n e s  i g u a l e s ,  v í a  i n t r a p e r i  t o n e a l  .

S e g u n d a  i n y e c c i ó n :  3 meses d e s p u é s ,  0,1 mg de p r o t e í n a  v í a

e n d o v e n o s a .

T e r c e r a  i n y e c c i ó n :  21 d í a s  d e s p u é s ,  0,1 mg de p r o t e í n a  v í a

e n d o v e n o s a .

D espués  de 4 d í a s  de la  t e r c e r a  i n y e c c i ó n  se r e a l i z ó  la 

f u s i ó n  c e l u l a r  p a r a  o b t e n e r  los h i b r i d o m a s .

La  r e s p u e s t a  i n m u n e  de l  a n i m a l  se c o n t r o l ó  m i d i e n d o  el

t í t u l o  de l  s u e r o  10 d í a s  d e s p u é s  de la s e g u n d a  i n y e c c i ó n  y el  

d í a  en q u e  se r e a l i z ó  l a  f u s i ó n .  Se u t i l i z ó  el e n s a y o  E L I S A ,  t a l  

como se d e s c r i b i ó  en M a t e r i a l e s  y M é t o d o s .  El t í t u l o  o b t e n i d o  

d e s p u é s  de la  ú l t i m a  i n y e c c i ó n  f u e  e q u i v a l e n t e  a 32 .000  d i l u c i o ­

nes  de s u e r o  ( F i g .  2 6 ) .

P o r  o t r a  p a r t e ,  se m i d i ó  t a m b i é n  la  c a p a c i d a d  de l  s u e r o

de r a t ó n  p a r a  i n h i b i r  la  a c t i v i d a d  h e x o q u i  n á s i c a  ( F i g .  2 7 ) .  Se 

p u e d e  a p r e c i a r  q u e  10 y l  de a n t i c u e r p o  i n h i b e n  el 100% de la  

a c t i v i d a d  de h e x o q u i n a s a  B, c u a n d o  la i n c u b a c i ó n  se h a c e

d u r a n t e  1 h o r a  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  L a  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a

de  h e x o q u i n a s a  C, en c a m b i o ,  no  es a f e c t a d a  p o r  el  a n t i s u e r o .
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PROTOCOLO DE INMUNIZACION

F ig u r a  26 . T i t u la c ió n  por EL ISA  del s u e r o  a n t i - h e x o q u in a s a  B de 

r a t ó n .  Se u s a r o n  d i l u c i o n e s  s e r i a d a s  de s u e r o s ,  l a s  que  se 

e x p r e s a n  como - ( l o g  de la  d i l u c i ó n  de l  s u e r o ) .  El p r o c e d i m i e n t o  

E L IS A  se d e s c r i b i ó  en M a t e r i a l e s  y M é to d o s .

P a n e l  i z q u i e r d o :  S ue ro  o b t e n i d o  10 d f a s  d e s p u é s  de la  s e g u n d a  

i n y e c c i ó n  de a n t í g e n o .

P a n e l  d e r e c h o :  S ue ro  o b t e n i d o  el d í a  q u e  se r e a l i z ó  la  f u s i ó n  (4 

d f a s  d e s p u é s  de  la  t e r c e r a  i n y e c c i ó n ) .
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F ig u r a  27 . In h ib ic ió n  de la  a c t i v i d a d  de h e x o q u in a s a  B de r a n a  

por suero  a n t i - h e x o q u in a s a  B de r a t ó n .  C a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  de 

s u e r o  se i n c u b a r o n  c on  3 , 2  mU de h e x o q u i n a s a  B s e m i p u r i f  ¡ c a d a  

p r o v e n i e n t e  de la e t a p a  de h i d r o x i  I a p a t  i t a  o con  3 , 4  mU de 

h e x o q u i n a s a  C s e m i p u r i f  ¡ c a d a  p r o v e n i e n t e  de la  e t a p a  de DEAE- 

c e l u l o s a .  El v o l u m e n  f i n a l  de i n c u b a c i ó n  f u e  de 0 , 2  m i .  La  

i n c u b a c i ó n  se r e a l i z ó  d u r a n t e  1 h a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e .  D espués  

de  c e n t r i f u g a r  10 m in  se m i d i ó  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  en el  l í q u i d o  

s o b r e n a d a n t e  m e d i a n t e  el m é todo  e s p e c t r o f o t o m é t r i c o .

S ím bo los  l l e n o s :  s u e r o  i n m u n e ;  S ím bo los  v a c í o s :  s u e r o  c o n t r o l ;  • :

H e x o q u i n a s a  B; a : H e x o q u i n a s a  C.
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D es pués  de s a n g r a r  el r a t ó n  p o r  p u n c i ó n  c a r d í a c a ,  se 

e x t r a j o  e! b a z o  y se h o m o g e n e iz ó  s u a v e m e n t e  en m e d io  GKN (10

mi f i n a l e s ) ,  q u e  t i e n e  la  s i g u i e n t e  c o m p o s i c i ó n :  NaCI 0 ,8%, KCI 

0 ,0 4  %, N a 2HP04 0,177%,  NaH P 0 4 0,069%, g l u c o s a  0,2% y r o j o

f e n o l  como i n d i c a d o r  de pH .  El l í q u i d o  s o b r e n a d a n t e  o b t e n i d o  

p o r  d e c a n t a c i ó n  de la  s u s p e n s i ó n  de c é l u l a s  de l  b a z o  se c e n t r i f u ­

gó  a 1 .0 00  r p m .  El p r e c i p i t a d o  se l a v ó  y c e n t r i f u g ó  en l a s

m is m a s  c o n d i c i o n e s .  P a r a l e l a m e n t e  se l a v a r o n  y c e n t r i f u g a r o n  30 

mi de u n a  s u s p e n s i ó n  de  c é l u l a s  de m i e lo m a  ( a p r o x i m a d a m e n t e

9 5 .0 0 0  c é l u l a s ) .  Se j u n t a r o n  a m bos  t i p o s  c e l u l a r e s ,  se l a v a r o n  y

c e n t r i f u g a r o n  en GKN. Se a g r e g a r o n  0 , 5  mi de po l  i et i I e n g  I i co l  , 

g o t a  a g o t a  y con  a g i t a c i ó n  c o n t i n u a  ' ' d u r a n t e  1 m i n .  Se 

a g r e g a r o n  10 mi de  GKN, a g i t a n d o  d u r a n t e  5 m i n .  Después de 

e s p e r a r  5 m i n ,  se l l e v ó  a un v o l u m e n  de 40 mi con  GKN. Se

c e n t r i f u g ó  10 m in  a 1 .000  r p m  y el p r e c i p i t a d o  se r e s u s p e n d i ó  

en m e d io  HAT c o m p l e t o  a d i c i o n a d o  de 10% s u e r o  f e t a l ,  en m e d io  

R P M I - 1 6 4 0 .  El m e d io  HAT c o m p l e t o  c o n t i e n e  p i r u v a t o ,  6 - m e r c a p t o -  

e t a n o l  , am i  n o p t e r i  n a , h i p o x a n t i n a ,  t i m i d i n a  y a n t i b i ó t i c o s  ( p e n i c i ­

l i n a  y e s t r e p t o m i c i n a ) .

L a  s u s p e n s i ó n  f i n a l  se d i s t r i b u y ó  en p l a c a s  de p o l i v i n i l o

de  96 p o c i l i o s ,  c o l o c a n d o  0,1 mi de s u s p e n s i ó n  en c a d a  u n a  de

e l l a s .  Los  c u l t i v o s  se i n c u b a r o n  en e s t u f a  a 37° en u n a

a t m ó s f e r a  de  a i r e  h ú m e d o  c on  5% CO^.
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Selección y c a r a c t e r i z a c ió n  de los c lones

Ocho d í a s  d e s p u é s  de r e a l i z a d a  la  f u s i ó n  c o m e n z a r o n  a 

a p a r e c e r  c l o n e s  c r e c i d o s  en la  p l a c a .  Con 25 y l  de m e d io  de 

c u l t i v o  de c a d a  u n o  de e l l o s  se h i z o  el e n s a y o  E L IS A  u s a n d o  

como a n t f g e n o  h e x o q u i n a s a  B de r a n a .  Como c o n t r o l e s  se u s a b a  

s u e r o  de un r a t ó n  no i n m u n i z a d o  o BSA. Se s e l e c c i o n a r o n  a q u e l l o s  

c l o n e s  q u e  d i e r o n  l a s  l e c t u r a s  más  a l t a s  en E L IS A  y se e x p a n d i e ­

r o n  en p l a c a s  de 24 p o c i l i o s  con  1 mi de m e d io  HT c o m p l e t o  (el  

m e d io  HT no  c o n t i e n e  am i  nop  t e r i  n a ) con a d i c i ó n  de h o m o g e n e i z a d o  

f r e s c o  de b a z o  de r a t ó n .

L a  c a p a c i d a d  de los c l o n e s  e x p a n d i d o s  p a r a  r e c o n o c e r  a 

la  h e x o q u i n a s a  se c o n t r o l ó  n u e v a m e n t e  p d r  E L I S A .  Los c l o n e s
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de r a t ó n .  Después  de i n c u b a r  c on  un  a l í c u o t a  de los m e d io s  de 

c r e c i m i e n t o  de los  c l o n e s ,  se h a c í a  o t r a  i n c u b a c i ó n  con s u e r o s  

e s p e c í f i c o s  p a r a  c a d a  t i p o  de i n m u n o g l  o b u  I i n a : a n t ¡ - l g G 1 ,  lgG 2A,  

lgG 2B ,  lgG3 e I g M .  El r e s t o  de l  p r o c e d i m i e n t o  se r e a l i z ó  t a l  

como se d e s c r i b i ó  en M a t e r i a l e s  y M é to d o s .

Los  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  f u e r o n  c o r r o b o r a d o s  p u r i f i c a n d o  

los m e d io s  de c r e c i m i e n t o  en c o l u m n a s  de P r o t e i n  A - S e p h a r o s e  

C L - 4 B .  La  s e f a r o s a  u n i d a  a p r o t e í n a  A r e t i e n e  l a s  i n m u n o g l o b u l  i -  

n a s  de t i p o  G, no a s í  l a s  de  t i p o  M. L a s  i n m u n o p r o t e í n a s  

r e t e n i d a s  en la  c o l u m n a  se e l u í a n  con d i f e r e n t e s  c o n d i c i o n e s  de 

pH .  Se o b t u v i e r o n  IgG de  l a s  s u b - c l a s e s  1 y 3.

La  i n m u n o g l  o b u  I i na  de t i p o  M se p u r i f i c ó  p a r c i a l m e n t e  

p o r  p r e c i p i t a c i ó n  c on  s u l f a t o  de a m o n i o .
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2. T f t u l o  y c o n c e n t r a c i ó n  de  p r o t e í n a s  de los  a n t i c u e r p o s  p u r i f i c a ­

dos  .

El t í t u l o  de los a n t i c u e r p o s  ( d i l u c i ó n  

c u a l  se a l c a n z a  la  m i t a d  de la a b s o r b a n c i a  

p o r  E L I S A .  Es tos  v a r i a r o n  e n t r e  1024 y 16.

La  c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  se m i d i ó  p o r  el m é to do  de 

B r a d f o r d  (1976)  t a l  como se d e s c r i b i ó  en M a t e r i a l e s  y M é to d o s .  

L a s  c o n c e n t r a c i o n e s  v a r i a b a n  e n t r e  0 , 3  y 0 , 7  mg de  p r o t e í n a / m l  .

Un r e s u m e n  de los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se m u e s t r a  en la  

T a b l a  4.

3.  E f e c t o  de los  a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s  Sob re  la  a c t i v i d a d  de 

h e x o q u i n a s a  B.

Se p r o b ó  la  c a p a c i d a d  de c a d a  a n t i c u e r p o  m o n o c l o n a l  

p a r a  i n h i b i r  la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a  de h e x o q u i n a s a  B. Se 

e n s a y a r o n  d i f e r e n t e s  c o n d i c i o n e s ,  e n t r e  e l l a s ,  c o n c e n t r a c i ó n  de l  

a n t i c u e r p o ,  c o n c e n t r a c i ó n  de e n z i m a ,  t i e m p o  de i n c u b a c i ó n .  Po r  

o t r a  p a r t e ,  los m ism os  e x p e r i m e n t o s  se r e p i t i e r o n  u s a n d o  c o m b i n a ­

c i o n e s  de dos a n t i c u e r p o s ,  y u s a n d o  el  c o n j u n t o  c o m p l e t o .  S in  

e m b a r g o ,  en n i n g u n o  de  los  c a s o s  f u e  p o s i b l e  o b t e n e r  i n h i b i c i ó n  

de  la  a c t i v i d a d  e n z i m á t i c a .

Con l a  i n t e n c i ó n  de  t e n e r  o t r o  c r i t e r i o  ( a d e m á s  de E L IS A )  

que  p e r m i t i e r a  p o n e r  de m a n i f i e s t o  la  u n i ó n  e n t r e  los m o n o c l o n a ­

les y l a  e n z i m a ,  se p r e p a r a r o n  m a t r i c e s  i n m u n o - a b s o r b e n t e s ,
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T a b l a  4

D e s i g n a c i ó n ,  c l a s e  y s u b - c l a s e ,  t í t u l o  y c o n c e n t r a c i ó n  de 6 

a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s  d i r i g i d o s  c o n t r a  h e x o q u i n a s a  B de 

m ú s c u l o  de r a n a * .

Cl on ig T í t u l o

( d i l u c i o n e s  s u e r o )

P r o t e í n a  

( m g / m l  )

1A6 igM 64 2 , 3 0

1 D5 i gG3 1 6 0 , 6 0

2B1 l gG 3 1 28 0 , 6 0

2C5 i gG3 1 0 2 4 0 , 6 8

2A2 l gG i 1 6 0 , 4 2

1C 5
( i gG 1 64 0 , 3 8

i i g G 3 n . d . 0 , 3 3

* L o s  p r o c e d i m i e n t o s  p a r a  la  c a r a c t e r i  z a c i ó n  de los a n t i c u e r ­

pos  f u e r o n  d e s c r i t o s  en el  t e x t o  de es te  A n e x o .
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n i n g u n o  de los  i n m u n o a d s o r b e n t e s .  Como c o n t r o l  se usó un i n m u n o -  

a b s o r b e n t e  p r e p a r a d o  con  el  s u e r o  p o l i c l o n a l  de l  r a t ó n .  En es te  

c a s o  la e n z i m a  f u e  r e t e n i d a  en la  c o l u m n a .

C o n s i d e r a c i o n e s  f i n a l e s

Los  a n t i c u e r p o s  m o n o c l o n a l e s  o b t e n i d o s  c o n t r a  h e x o q u i n a s  

B f u e r o n  s e l e c c i o n a d o s  m e d i a n t e  el  e n s a y o  E L I S A .  Este f u e  el 

ú n i c o  p r o c e d i m i e n t o  q u e  p e r m i t i ó  p o n e r  en e v i d e n c i a  la u n i ó n  de 

los a n t i c u e r p o s  a la  e n z i m a .

Es tos  r e s u l t a d o s  p o d r í a n  d e b e r s e  a v a r i a s  r a z o n e s .  En 

p r i m e r  l u g a r ,  como ya se d i s c u t i ó  en la  p á g .  92 , la t é c n i c a  

E L IS A  d e t e c t a  p r e f e r e n c  i a I m en te  e n z i m a  d e s n a t u r a d a .  P o r  lo  t a n t o ,  

los  a n t i c u e r p o s  s e l e c c i o n a d o s  s e r í a n  a q u e l l o s  q u e  r e c o n o c e n  de 

p r e f e r e n c i a  a la  e n z i m a  d e s n a t u r a d a  y no r e c o n o c e r í a n  a la  

e n z i m a  n a t i v a .  A s í  se e x p l i c a r í a  el  h e c h o  de que  los a n t i c u e r p o s  

no  r e a c c i o n a n  c on  l a  e n z i m a  n a t i v a  en s o l u c i ó n ,  y a  sea e s t a n d o  

e l  a n t i c u e r p o  en s o l u c i ó n  o i n m o v i l i z a d o  en s e f a r o s a .

J u n t o  c on  lo  a n t e r i o r ,  los  a n t i c u e r p o s  p a r e c e r í a n  s e r  de 

m uy  b a j a  a f i n i d a d ,  como lo  d e m u e s t r a n  los  t í t u l o s  o b t e n i d o s  ( v e r  

T a b l a  4)  .
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