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RESUMEN

La glucoquinasa (ATP: D-glucosa-6-fosfotransferasa EC
2.7.1.2.) es una de las cuatro isoenzimas fosforilantes de
glucosa en el higado de rata. Es la isoenzima predominante
y se encuentra exclusivamente en los hepatocitos.

La glucoquinasa presenta cinética sigmoidea con glucosa.
El coeficiente de Hill (n ) fue 1,5y el L ¢ 7,5 a pH 7,5.
El grado de cooperatividad fue independiente del grado de pu
rificacion de la enzima y de la concentracion de ella. El
efecto cooperativo se encontré en la glucoquinasa de todas
las especies de vertebrados estudiadas (mamiferos, anfibios
y queldnidos) y los coeficientes de Hill fueron muy semejan
tes. Los valores de KQ variaron entre 2 y 8 mM glucosa.

Ademéds de glucosa, la glucoquinasa fosforila otros azlca
res y derivados. La funcion de saturacion fue cooperativa

Ko+ = 8 mMM) , en cambio fue hiperbdli-

ca con 2-desoxiglucosa (hu = 1,0; K, ¢ =22 mM) y con fruc-

tosa (hH'z 1,0; K 325 mM) . La Vhafon fructosa fue al_

V.5
rededor de 2,6 veces mayor que la VmaX con glucosa. Frente
al sustrato nucleotidico MgATP la conducta fue hiperbdlica
(R = 1,0; Kg5 =1 mM).

La glucoquinasa de rata es una proteina monomérica y no

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

milar al del ensayo. Esto excluye la posibilidad de que la



cooperatividad sea el resultado de la interaccion de subuni
dades o de una asociacion-disociacion reversible, en que las
propiedades cinéticas dependan del peso molecular de la espe
cié enzimatica.

Diversos intentos realizados para modificar la cooperat_i
vidad no tuvieron éxito. Asi, una disminucién del pH del
medio de ensayo desde 8,5 a 5,75, la fotooxidacién con azul
de metileno o el calentamiento de la enzima antes del ensayo,
y la adicién de tritdén X-100 o de urea al medio de reaccion
no alteraron el coeficiente de Hill, pero disminuyeron la
Vmax Y aumentaron el KQ5 . Tampoco hubo variacién del grado
de cooperatividad al elevar la fuerza id6nica del medio con
KC1 o NaCl, pero hubo una disminucién de la VmaX Y del Kaig-
La presencia en el medio de ensayo de DTT, que estabiliza la
glucoquinasa, tampoco alterd la cooperatividad.

La variacion producida en el parametro Kgq indican que las
moléculas que retuvieron actividad presentan alteracion en la
afinidad por el sustrato, pero conservan la conducta cinética
cooperativa. Se postula que esta propiedad cinética es intrin
seca al mecanismo catalitico.

El grado de cooperatividad con glucosa disminuia al descen-
der la concentracion de MgATP por debajo de su K~, Illegandose
a un coeficiente de Hill de 1,0 con MgATP 0,2 mM. Simultanea
mente, disminuia el K*- para glucosa. La dependencia de los

parametros cinéticos de la concentracién de MgATP se interpreté



como consecuencia de la union al azar de los sustratos a la
enzima en condiciones de no-equilibrio, y con una via ciné-
ticamente preferida, que es la que utiliza el complejo bina
rio E.GIc (modelo I). La distribucidon relativa de ambos
complejos binarios en el régimen estacionario sera funciodn
de la concentracién relativa de ambos sustratos y asi resul
taria el efecto cooperativo con glucosa.

ElI MgADP disminuia el coeficiente de Hill, llegandose a
un valor 1,0 y disminuia también el para glucosa. El
glucosa-6-P no alterd la cooperatividad, aunque disminuyera
la y el Kq para glucosa. La inhibicidon por glucosa-6-P
era cooperativa.

Los sustratos alternativos, mafiosa, 2-desoxiglucosa y fruc
tosa, asi como el analogo N-acetilglucosamina, son inhibidores
competitivos de la glucoquinasa respecto a glucosa. Junto con
aumentar el KQ ocasionaron una disminuciéon en el coeficiente
de Hill, Ilegando hasta una cinética hiperbélica. La concen-
tracion necesaria para lograr un n de 1,0 dependia de la na-
turaleza del inhibidor, siendo fructosa el mas eficiente para
eliminar la cooperatividad. El efecto es especifico, pues
galactosa, que no es inhibidor, no lo produce. La inhibiciodn
por N-acetilglucosamina y mafiosa era cooperativa, lo que se
manifiesta bien al usar muy bajas concentraciones de glucosa
(0,1 a 0,2 mM), condicidon en la que no se observd inhibicidn

hasta con concentraciones de los inhibidores superiores a dos



veces su . La inhibicion aumentaba al subir la concentra-
cion de glucosa hasta alrededor de 2 mM; por encima de ella
ya se observaba la inhibicidén competitiva tipica.

Nuestras observaciones son compatibles con un modelo en
régimen estacionario que considere al menos dos vias de con-
version de sustratos en productos. EI primer modelo (1),
meramente cinético,parecid insuficiente, por lo cual estamos
presentando dos nuevos modelos (Il y I111), que postulan la
existencia de un cambio conformacional i1nducido por glucosa
y por los analogos y la unidon al azar de ambos sustratos,
glucosa y MgATP. En estos modelos el cambio conformacional
genera una especie enzimatica ( E ) con mayor afinidad por
glucosa y sus analogos que la especie original predominante
&-)- En el modelo 11, el cambio conformacional es el paso
limitante de la reaccidén y es mas rapido cuando la glucosa
se une a la enzima libre (&) que cuando se une al complejo
binario ENeMgATP y asi resultan dos caminos no equivalentes,
necesarios para la cooperatividad, derivados de la unién al
azar de los sustratos.

En el modelo 11l en cambio conformacional inducido por glu
cosa no es requisito para la catalisis, pero genera una con-
formacién E con mayor afinidad por glucosa o sus analogos
que Ej., la especie inicialmente predominante. El MgATP no
altera el equilibrio conformacional, pero los complejos

B\ mMgATP y E~- MgATP alcanzan mds rapidamente un equilibrio



que las enzimas libres BE. y E™ .

El modelo 111 fue sometido a simulacién analdgica, sien-
do posible reproducir cualitativamente algunos de los resul_
tados experimentales, como: i) la cinética cooperativa con
glucosa y con mafiosa y la conducta hiperbdlica con 2-desoxi_
glucosa; ii) la reduccion gradual del coeficiente de Hill y
del para glucosa al reducir la concentracion de MgATP;
y 1ii) la reduccién del coeficiente de Hill en presencia de

inhibidores competitivos.
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ABSTRACT

Glucokinase (ATP: D-glucose 6-phosphotransferase, EC
2.7.1.2.) 1is one of four glucose phosphorylating isozymes
present in rat liver. It is the predominant isozyme and
it Is found exclusively in the hepatocyte.

Glucokinase exhibits sigmoid kinetics with glucose. The
Hill coefficient (nED was of 1.5 and the KU_% 7.5 at pH 7.5.
The degree of cooperativity did not depend on the degree of
purification or the concentration of the enzyme. Cooperativity
was observed for the glucokinase of all the species of
vertebrates so far studied (maminals, amphibians, chelonids) ,
and the Hill coefficient values were very similar. The KQ
values varied between 2 and 8 mM glucose.

In addition to glucose, glucokinase phosphorylates other
sugars and derivatives. The saturation function was coopera-
tive with mannose (nd=1,0; K =8mM), while itwas hyperbolic
with 2-deoxyglucose (nH= 1.0; KQ5= 22 mM) and with fructose
(n'|1|T= 1.0; KB.§= 325 mM) as substrates. Vmax with fructose
was about 2_.6-fold higher than that with glucose. With the
nucleotidic substrate ATP the behaviour was hyperbolic
(nH= 1.0; KQ@5= 1 mM) .

Rat glucokinase is a monomeric protein and did not polymer
ize upon Sephadex filtration at 30° under conditions similar to

those of the assay. This findings exelude the possibility
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that the cooperativaty was the result of the interaction of
subunits or from a reversible association-dissociation 1in
which the kinetic properties of the enzyme depend on the
molecular weight of the enzymatic species.

Several attempts to modify cooperativity did not succeed.
Thus, the Hill coefficient did not change with decrease in
the pH of the assay médium from 8.5 to 5.75, photooxidation
with methylene blue, heating of the enzyme before the assay

or the addition to the assay médium of Tritén X-100 or urea.

All these treatments however, decreased VmaX and i1ncreased
KQ valdues. Likewise there was no variation in the degree
of cooperativity on increasing the ionic strength of the
assay médium with KC1 or NaCl, but there was a decrease in
Vmax and Kg . [In addition, the presence in the assay médium
of DTT, which stabilize glucokinase, did not alter the
cooperativity.

The variation produced in the N parameter indicates that
those molecules which retained activity have an altered
affinity for the substrate, but maintain the cooperative
kinetic behaviour. It iIs proposed that this kinetic property
is intrinsic to the catalytic mechanism.

The degree of cooperativity for glucose decreased on
lowering the concentration of MgATP to below its K , reaching
a Hill coefficient of 1,0 with MgATP 0.2 mM. At the same

time the for glucose was diminished.
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The dependence of the kinetic parameters on the concen-
tration of MgATP was 1interpreted as a consequence of the
random binding of the substrates to the enzyme under non-
equilibrium conditions, and with one of the resultant
pathways, that which operates through the binary complex
E.Glc, being kinetically preferred (model 1). The relative
distribution of both binary complexes in the steady-state
will be a function of the relative concentrations of both
substrates, and thus giving rise to the cooperative effect
with glucose.

MgADP decreased the Hill coefficient reaching a valué of
1.0 and also diminished the N for glucose. Glucose 6-
phosphate was not effective in decreasing the cooperativity
although the and the 5 for glucose were decreased.
The i1nhibition by glucose 6-phosphate was cooperative.

The alternative substrates mannose, 2-deoxyglucose and
fructose, and the analog N-acetylglucosamine, acted as
competitive inhibitors of glucokinase with glucose as subs-
trate. Besides the increase in Kg5 for glucose they produced
a decrease in the Hill coefficient approaching hyperbolic
kinetics. The necessary concentration for obtaining a nH of
1.0 depended on the nature of the inhibitor, fructose being
the most efficient one iIn abolishing the cooperativity. This
effect is specific since galactose, which i1s not an inhibitor,

did not produce it.
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The inhibition with N-acetylglucosamine and with mannose
was cooperative, which was seen clearly when low concentrations
of glucose (0.1 to 0.2 ra) were used. In this condition
inhibition was not observed until the concentrations of
N-acetylglucosamine or mannose were two-fold higher than their
K.. This inhibition increased on raising the glucose concen-
tration up to about 2 mM, above which the typical competitive
inhibition was observed.

Our observations are compatible with a model iIn steady-
state that considers at least two pathways of conversioéon of
substrates into products. The merely kinetic model (1) was
considered inadequate and thus two new models are presented
which postulate the existence of a conformational change
induced by glucose (and analogs) and the random binding of
both substrates, glucose and MgATP. In these models the
conformational change generates an enzymatic species E
with greater affinity for glucose and its analogs than the
predominant original species PF.. In model 11 the confor-
mational change is the rate limiting step of the reaction,
and is Taster when glucose binds to the free enzyme (Ej)
than when it binds to the binary complex E"N-MgATP. In this
way two different pathways emerge which are necessary for
cooperativity and which are derived from the binding at

ramdom of substrates.
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In model 111, the conformational change induced by glucose
is not a requirement for catalysis, but generates a confor-
mation E”~, with more affinity for glucose and i1ts analogs
than Ej, the initially predominant form. MgATP does not
alter the conformational equilibrium, but the complexes
E-j-*MgATP and E/~"eMgATP reach equilibrium faster than the free
enzymes EN and E.".

Model 111 was simulated with an analog Computer and it was
possible to reproduce qualitatively some of the experimental
results, such as, i) the cooperative behaviour with glucose
and mannose and the hyperbolic kinetics with 2-deoxyglucose;
ii) the gradual reduction of the Hill coefficient and of the
Kqg”™ for glucose as the concentration of MgATP decreases, and

iii) the reduction of the Hill coefficient by the presence of

competitive inhibitors.
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A. INTRODUCCION

a) Adaptacion metabdlica

Los organismos Vvivos que existen en nuestros dias pueden
considerarse adaptados a su ambiente, lo que seria la conse-
cuencia de que durante la evolucidén se han seleccionado me-
canismos que se traducen en un funcionamiento apropiado de
dichos organismos en las condiciones presentes. La adecua-
cion a las variaciones ambientales implica la operacion de
mecanismos eficientes de regulacion. La efectividad de una
regulacion metabdélica depende de la capacidad de mantencidén
de niveles de actividades enzimaticas convenientes a los
diferentes estados TfTisioldgicos del organismo. Lo que se
regula no son reacciones enzimaticas aisladas, sino comple-
jas redes de vias metabdlicas. Mas aun, en el caso de los
organismos pluricelulares, la regulacidén de una via particu
lar, en un tejido determinado, responde a las necesidades
del organismo como un todo, pues es sobre los organismos don
de ha actuado la evolucidon. La regulacidon de esa via debe
considerarse apropiada al papel especifico que cumple el te-
jido en el conjunto del organismo.

No es de extrafarse que a través de la evolucidén se hubie

ran desarrollado multiples mecanismos de regulacidon que



aseguren al organismo una adaptacion eficiente frente a las
variaciones del medio ambiente. Asi, la modulacién de wuna
via metabdélica se puede lograr mediante la modificacion de
la actividad de la enzima limitante de la velocidad de |la
via, enzima que suele denominarse enzima regulatoria, que

a su vez es regulable mediante diversos mecanismos. Dos son
los parametros de las enzimas regulatorias que estan sujetos
a regulacion: la cantidad de moléculas de enzima y su activi
dad catalitica. La concentracién celular de enzima se modu-
la mediante el control de la velocidad de sintesis, de |la
velocidad de degradacién de la proteina-enzima o de ambos

a la vez (Schimke y Doyle, 1970) y requiere un tiempo que nho
es pequefio en relacién a la vida de la célula, es decir, no
es instantaneo. La actividad catalitica, sin cambio de la
cantidad de enzima, puede regularse a su vez de varias mane
ras: 1) por modificacion covalente catalizada por otras en-
zimas (Holzer y Duntze, 1971; Stadtman y Chock, 1978); a)
por interacciones alostéricas con activadores o inhibidores
(Monod et al ., 1963; 1965; Koshland , 1970 ; Stadtman ,1970) ; iii )
por las caracteristicas cinéticas intrinsecas de la enzima,
que permiten diversos tipos de respuestas frente a fluctua-
ciones en las concentraciones disponibles de sustratos y de

productos.



Es frecuente que todos los mecanismos destinados a modu-
lar la actividad de las enzimas regulatorias operen en for-
ma simultdnea y coherente como para dar un maximo de sensi-
bilidad a la respuesta frente a una determinada perturbaciodn

del medio celular (Sois, 1979) .

b) Kq y nH, parametros cinéticos fundamentales

La modificaciéon de la actividad de una enzima frente a
las variaciones en la concentracion de sustratos es depen-
diente de los parametros cinéticos Km ( KU£¥) y n, -

Es importante el valor del parametro cinético Km o] K@ii’
gque corresponde a la concentracion de sustrato necesaria pa
ra alcanzar la mitad de la velocidad maxima, en relacidén con
los niveles de concentracidén del sustrato existentes en la
célula y accesibles a la enzima. Dependiendo de la relacioén
entre ambos valores, la concentracidon de sustrato y la Km,
la modificacidéon de la actividad enzimatica podria ser mads o

menos sensible a las fluctuaciones i1ntracelulares en los ni

veles de concentracion del sustrato. Asi, si el valor de Km
es mayor que los niveles de sustratos, lavariaciéon de la acti-
vidad sera con bastante aproximacion directamente proporcio-
nal a la variacion en la concentracién del sustrato, es decir,
el orden déla reaccidn sera cercano a 1. Esto de acuerdo con
la ecuacidn de Michaelis-Menten, que describe la relacion entre

velocidad y concentracién de sustrato en la mayoria de las



enzimas: v = V*S/(K + S). Parece ser muy general que el
valor de es semejante o mayor que la concentracién total
de sustrato intracelular (Tabla 6.6 en Lamer, 1971).

El otro parametro cinético responsable de la magnitud de
la respuesta de la velocidad enzimatica frente a la varia-
cion de la concentracion de sustrato es el coeficiente de
Hill (n™), que mide el grado de cooperatividad de la funciodn
de saturacion. Si bien la cinética de un gran numero de en-
zimas puede describirse mediante la ecuacion clasica de Mi-
chaelis-Menten, la mayor parte de las enzimas que catalizan
reacciones claves en la regulacién de vias metabolicas pre
sentan cinéticas no-michaelianas, en las cuales se observa
una cooperatividad positiva.

La propiedad de una enzima de responder con mayor sensi-
bilidad que lo esperado de la ecuacidén de Michaelis frente
a cambios en las concentraciones de sustrato alrededor de
la K , se conoce comunmente como cooperatividad positiva.

Se la ha llamado también activacidén por sustrato (Dixon y
Webb, 1964). En contraposicién, se habla de cooperatividad
negativa cuando la sensibilidad es menor. La interacciodn
de la enzima con ligandos iguales, que se traduce en coope-
ratividad positiva o negativa se denomina interaccidn homo-
rropica (Monod et al. , 1965) . Todos estos términos fueron
introducidos inicialmente considerando la unidén cooperativa

de ligandos en enzimas oligoméricas. Sin embargo, en los



ultimos afios también se han observado funciones de satura-
cion no michaelianas, que pueden describirse como cooperati
vidad positiva o negativa, en enzimas monoméricas, con un
solo sitio activo. En la Discusiéon se analizaran con algun
detalle estas situaciones.

Es importante destacar que, en cualquier caso, las fun-
ciones de saturacidn de enzimas que presentan cooperativi-
dad pueden ser descritas por medio de la ecuacidon de Michae
lis-Menten si la concentracion de sustrato (S) y la concen-
tracion de semisaturaciéon (KM ~) se elevan a un exponente
(n™), que mide el grado de cooperatividad. En el caso de
la ecuacion clasica de Michaelis-Menten este exponente ten-
dria el valor de 1,0, y seria mayor que 1,0 si la cooperati

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

V e SnH
V: __________
K'H + s'd
0,5

Un coeficiente de Hill mayor que 1,0 implica que se requie-
re variar un menor numero de veces la concentracién de sus-
trato para tener una determinada variaciéon de velocidad, en
comparacioéon con la requerida con un coeficiente de 1,0. Asi

por ejemplo, en una enzima que no presenta cooperatividad



(nH = 1,0), se necesita incrementar 81 veces la concentra-
cion de sustrato para aumentar la velocidad desde un 10% de
la V a un 90% de la misma, en cambio si el coeficiente
de Hill es 1,5 se requiere un aumento de solo 18,7 veces
(raiz n™ de 81). Es decir, con un coeficiente de Hill lige
ramente superior a 1,0 se estaria disminuyendo en mads de
cuatro veces el cambio de concentracidn de sustrato necesa-
rio para alcanzar una misma respuesta.

No es extrafio tampoco que los mecanismos moduladores de
la actividad enzimatica que enunciamos antes, modificaciodn
covalente y modificacidén alostérica, operen mediante altera
ciones de los parametros K,, y n en la gran mayoria de los
ejemplos conocidos. Las relaciones son complejas pues tam-
bién la modificacion covalente suele variar la sensibilidad

frente a la concentracion de los efectores alostéricos.

c) Glucoquinasa, una enzima regulatoria

Una enzima en la cual los parametros cinéticos Knc y nFW
tienen por si mismos significacion regulatoria de una fun-
cion celular, como se comentara mas adelante, es la gluco-
quinasa o hexoquinasa D (EC 2.7.1.2). Es una de las cuatro
isoenzimas que catalizan la fosforilacidon de glucosa en el
higado de la rata (Gonzalez et al., 1964; Katzen et al.,

1965) .



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

El nombre de glucoquinasa y su clasificaciéon como EC ,2.7.1.2

en contraposicion a las otras isoenzimas, que han recibido
la denominacion mads amplia de hexoquinasas (EC 2.7.1.1), im-
plica que se trataria de una enzima especifica para la glu-
cosa. Sin embargo, esto no es estrictamente asi, pues pue-
de fosfTorilar también otras hexosas. En este problema es
util considerar algunos antecedentes histéricos. Poco des
pués de que en el laboratorio de Weinhouse (Di Pietro et al.,
1962) se describiera que en extractos de higado de rata Ila
fosforilacion de glucosa catalizada por la llamada glucoqu”®
nasa ocurria con una Km alta, se describidé la presencia en
el higado de dos isoenzimas capaces de fosforilar glucosa:
una de alta afinidad por glucosa (baja Km) y otra de baja
afinidad (alta Km) (Vihuela et al., 1963; Walker, 1963).
Esta ultima enzima corresponderia a la sefialada por Di Pietro
et al., L962) . Vihuela et al .(1963) propusieron conservar
el nombre de glucoquinasa (EC 2.7.1.2) para la enzima del
higado caracterizada por una alta Km (- 10 mM), con una ca
pacidad relativamente baja de fosforilar fructosa a la con
centracion de 100 mM y una insensibilidad a la inhibiciodn
por glucosa-6-fosfato. La otra isoenzima, que aparecia
como una tipica hexoquinasa animal, pues tenia una Km muy

baja para glucosa (- 0,01 mM), fosforilaba fructosa tan



bien como glucosa y era fuertemente inhibida por glucosa-6-
fosfato, se designd como hexoquinasa (EC 2.7.1.1).

Posteriormente, al resolverse el sistema de dos componen
tes en uno de cuatro, se encontrd que tres de las isoenzimas
compartian las propiedades de las hexoquinasas y se las de-
nomind hexoquinasas A, B y C segun su movilidad cromatogra-
fica decreciente en DEAE-celulosa (Gonzalez et al., 1964) o
hexoquinasas I, 11 y Ill, respectivamente, de acuerdo con
su movilidad anddica creciente en electroforesis (Katzen
etal., 1965). A la glucoquinasa también se la llama, segun
estos criterios, hexoquinasa D (Gonzalez et al ., 1964) o
hexoquinasa IV (Katzen et al ., 1965). Al analizar las ve-
locidades relativas de fosforilacién de fructosa y de gluco
sa en las enzimas purificadas se encontrd que mientras las
hexoquinasas fosforilan 1,1 a 1,3 veces mejor la fructosa,
la razon de fosforilacion de fructosa y glucosa con gluco-
quinasa, es 0,2 (Tabla 4 en revision de Niemeyer et al.,
1975b) . Es decir, se confirmé para cada una de las hexoqui™
nasas parcialmente purificadas 1o que el grupo de Sois habia
obtenido para la mezcla de isoenzimas.

Si bien histéricamente esta capacidad relativa de fosfo-
rilacion de fructosa pudo ser un buen argumento para la de-
nominacion de la glucoquinasa, en estos momentos no lo es
mas. En efecto, si bien la Rm para fructosa de la glucogu™i

nasa es aproximadamente cien veces superior a la



correspondiente para glucosa, la velocidad maxima es mas del
doble (pagina 82 de esta tesis). En el caso de las hexo-
quinasas también la Km para fructosa es aproximadamente 100
veces mayor que la Km para glucosa, pero esta vez la veloc”
dad maxima es solo ligeramente superior (Tabla 4 en Niemeyer
et ai., 1975b). Esto hace que, comparativamente, la fructo-
sa sea mejor sustrato de la glucoquinasa que de las hexoqui-
nasas de higado de rata. Hay que considerar, sin embargo,
que dadas las concentraciones de fructosa que se podrian al
canzar dentro de la célula, 1la glucoquinasa in vivo no fosfo
rilaria fructosa. Quizas lo podrian hacer las hexoquinasas,
aunque es poco probable pues el metabolismo de la fructosa
en el higado ocurre mediante la fosforilacion en el carbono
1 por accién de la fructoquinasa (Hers, 1955).

Aunque en rigor el término de glucoquinasa deberia reser
varse para las enzimas especificas para glucosa y que han
sido aisladas en invertebrados y en microorganismos (Ureta
et ai., 1979), a fTalta de una alternativa mejor usaremos
en esta tesis la denominacion de glucoquinasa para refe-
rirnos a la isoenzima D.

Trabajos muy recientes sefialan con buenos argumentos que
la glucoquinasa es una enzima exclusiva del higado, pues
la actividad fosforilante de glucosa de baja afinidad, comu
nicada por diversos autores en varios tejidos, parece co-

rresponder a la N-acetilglucosamina-quinasa y no a la
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glucoquinasa (Vera etal., 1977; Davagnino y Ureta, 1978;
Davagnino, 1979; Davagnino y Ureta, 1980; Alien et al., 1980;
Vera, 1981).

Como el higado es un tejido formado por varias clases de
células, ha sido un problema saber la distribucion celular
de las 1i1soenzimas fTosforilantes de glucosa. Hay consenso
en que la glucoquinasa se encuentra en los hepatocitos o cé-
lulas parenquimatosas pero existian dudas sobre la presen-
cia en ellos de las hexoquinasas. Se ha postulado que éstas
existirian solo en las células sinusoidales o0 no parenquima-
tosas (Revision y referencias en Hue, 1979), entre las que
predominan las células de Kipfer y las células endoteliales.
Sin embargo, trabajos en curso en este laboratorio muestran
con claridad que si bien la glucoquinasa se encuentra soélo
en los hepatocitos, las tres hexoquinasas se encuentran tan-
to en los hepatocitos como en las células sinusoidales (Re-

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

En el higado, la glucoquinasa da cuenta de un 85% de la
actividad total fosforilante de glucosa (Gonzéalez et al.,
1964) y parece jugar un papel clave en la utilizacion de la
glucosa en el hepatocito. Su nivel de actividad puede ser
alterado por factores dietarios y hormonales, los que apa-
rentemente no alteran a las otras isoenzimas (revision en
Niemeyer y Ureta, 1972; Niemeyer et al ., 1975b y Weinhouse,
1976). Este control grueso de la fosforilacién de la glu-

cosa corresponde a cambios en la masa de enzima



(Clark-Turri et al., 1974).

Se podria esperar que existieran mecanismos adicionales
que fueran mas rapidos y permitieran el ajuste fino de Ila
actividad enzimatica a las condiciones fisioldgicas de apor
te variable de glucosa. Si bien no se ha comunicado que
ocurra una modificacidon covalente de la glucoquinasa, ni
que existan modificadores alostéricos que modulen la acti-
vidad catalitica, desde su descubrimiento se ha vinculado
la baja afinidad de la glucoquinasa por glucosa al papel
que le corresponde en el higado. En efecto, la propiedad
de la glucoquinasa de tener un alto valor de Km, dentro del
rango fTisioldgico de la concentracién de glucosa en la san-
gre de la vena porta, permitiria a la enzima ajustar auto-
maticamente su actividad catalitica en respuesta a los cam-
bios en la concentracion de glucosa que llega al hepatocito.
Aunque se habia descrito una funcidén de saturacidén hiperbo-
lica con glucosa para la glucoquinasa de rata (Gonzalez et
al., 1967; Parry y Walker, 1967; Pilkis, 1972) y de conejo
(Salas et al., 1965), algunas anormalidades descritas plan
teaban dudas sobre si realmente la cinética era hiperbdlica.
Asi, en el trabajo de Gonzalez et al. (1967) se habia encon-
trado un aplanamiento en la curva de saturacidén que fue iIn-
terpretado como inhibicidén por exceso de sustrato. Por otra
parte, Parry y Walker (1967) describieron un quiebre en el

grafico de dobles reciprocos (curva bifasica) con la enzima
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obtenida en ciertas condiciones de purificacion y que los
autores interpretaron como la consecuencia de la formacion
de fragmentos de enzima durante la purificacién, con propie
dades cataliticas modificadas, pero sin significado Tfisiold
gico.

Posteriormente, en este laboratorio se encontr6é que las glu
coquinasas de hamster y de rata presentaban una caracteris-
tica cinética que habia pasado inadvertida inicialmente,
consistente en una funcidn de saturacidén sigmoidea con glu
cosa, con un coeficiente de Hill de alrededor de 1.5
(Niemeyer, 1972), y que daba cuenta de las anormalidades
descritas.

La cooperatividad cinética presentada por la glucoquina-
sa es interesante porque podria contribuir a la regulacioén
de la captacion de glucosa en el hepatocito pues, como se
comentd anteriormente, aumenta la sensibilidad de la res-
puesta de fosforilacion de la glucosa frente a cambios en
la concentracidon de este sustrato en torno al Kq .

La cooperatividad seria una caracteristica distintiva
de la glucoquinasa, pues las hexoquinasas de baja Km de
muchos vertebrados, presentan ya sea una cinética hiperbo6-
lica normal (isoenzimas A y B) o inhibicidn por exceso de
glucosa (isoenzima C) (revision en Niemeyer et al., 1975b;

Ureta et al., 1979).
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d) Propodsitos y logros de esta tesis

El propésito general de esta tesis ha sido estudiar en de
talle la conducta cinética cooperativa de la glucoquinasa y
formular una explicacidon molecular de ella.

Como fines especificos se plantearon los siguientes:

1) Determinar si la cooperatividad cinética con glucosa era

un rasgo preservado evolutivamente en la enzima de los verte-
brados .

2) Establecer si la cooperatividad ocurria también con los
otros sustratos glucidicos, mafosa, fructosa y 2-desoxigluco
sa, asi como con el sustrato nucleotidico MgATP.

3) Establecer si la cooperatividad dependia del estado de pu
rificacion de la enzima.

4) Estudiar el efecto de las variaciones en la composicién del
medio de ensayo, tales como pH y fuerza id6nica, sobre la coo-
peratividad .

5 Intentar suprimir la cooperatividad (desensibilizar la en-
zima) mediante tratamientos que alteran la conformacién de pro
teinas.

6) Estudiar el efecto sobre la cooperatividad de inhibidores
competitivos analogos de la glucosa, asi como pesquisar la po

sible existencia de efectores alostéricos.
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7) Determinar la estructura cuaternaria de la enzima en las
condiciones de ensayo.

ElI cumplimiento del propo6sito general de dar una explica
cion molecular de la cooperatividad cinética fue dificil,
porque la glucoquinasa resulté ser una enzima monomérica,
que mantenia su condicidon de tal en las condiciones de en-
sayo, dado lo cual no era posible adaptar los modelos clasi
eos, como se analizarad en detalle en la Discusién <= Por es
to, también los resultados obtenidos fueron de dificil iIn-
terpretacion, por cuanto no se ajustan a los hallazgos co-
munmente descritos en la literatura, que corresponden a en-
zimas oligoméricas. Hasta la fecha solo se han encontrado
unas pocas enzimas monoméricas con cinética no-michaeliana,
las que se analizan en algun detalle en la Discusiodn.

Se encontr6é que la cooperatividad con glucosa era una
caracteristica comun de las glucoquinasas de vertebrados
(coeficiente de Hill 1,4 a 1,7). La cooperatividad ocurria
también al usar mafiosa como sustrato (coeficiente de Hill
1,5), en cambio no se observaba cooperatividad al usar
2-desoxiglucosa o fructosa. La funcidén de saturacién con
MgATP como sustrato variable era hiperbdlica.

La cooperatividad persistia después de someter a la en-
zima a diversas etapas de purificacion y no dependia de la
concentracion de proteinas presentes. Tampoco se alteraba

al variar la composiciéon del medio de ensayo en cuanto a pH,
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fuerza id6nica o presencia de agentes reductores de grupos
tioles, que modificaban los otros parametros cinéticos,

K., y V . Diversos tratamientos (fotooxidacion, calen-
tamiento vy accién de agentes desnaturalizadores) no logra-
ron suprimir la cooperatividad, pero disminuyeron la vmax

y aumentaron el . Pareceria que la glucoquinasa en la
medida que retiene la actividad catalitica, retiene la carac
teristica de presentar una funcidn de saturacidon sigmoidea
con glucosa.

Se logr6 determinar que el grado de cooperatividad depen
dia de la concentracion del sustrato nucleotidico, de modo
que la funcidn se hacia hiperbdélica a una concentracién de
MgATP alrededor de 5 veces menor que la K . Por otra
parte, la presencia de los sutratos alternativos (mafiosa,
fructosa y 2-desoxiglucosa) y del anadlogo N-acetilglucosa-
mina, que actuan como inhibidores competitivos respecto a
glucosa, produce conjuntamente con un aumento del KQ una
disminucion en la cooperatividad, alcanzandose un coeficien
te de Hill de 1,0 a concentraciones suficientemente altas
del 1inhibidor. La presencia de ADP, pero no la de glucosa-
-6-fosfato, ambos productos de la reaccion, logra suprimir
la cooperatividad. No se encontraron metabolitos que pu-

dieran actuar como efectores alostéricos.
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Las observaciones son compatibles con un modelo en régi-
men estacionario en el cual la glucosa puede unirse a dos
formas no equivalentes de enzima. En la Discusién se pro-
ponen dos modelos basados en la existencia de un cambio con

formacional inducido por glucosa y que contemplan la unidn

al azar de los sustratos a la enzima.



B. MATERIALES Y METODOS

1. REACTIVOS

De Sigma Chemical Co. (St. Louis , EE UU) se obtuvieron
los siguientes productos: ATP (sal disddica), ATP (sal so6-
dica), ADP (sal sdédica), NADP, NAD, fosfoenolpiruvato (sal
potasica y monociel ohexil aménica) , a~D (+)-glucosa, 8-D(-)-
fructosa, D(+)-mafosa, 2-desoxi-D(+)-glucosa, glucosa-6-
fosfato, D (+)-glucosamina, N-acetil-D-glucosamina (GIcNAC),
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) tipo VII
de levadura de panaderia -en ocasiones también se uslO de
Boehringer-,alcohol-deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) de leva-
dura, piruvato-quinasa (EC 2.7.1.40) tipo Il de musculo
de conejo, lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) tipo 11
de musculo de conejo, fosfoglucosa-isomerasa (EC 5.3.1.9)
tipo 111 de levadura, fosfomanosa-isomerasa (EC 5.3.1.8)
de levadura, Trizma base, Mes, Pipes, Tritén X-100, EDTA,
DL-ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol (2-ME), azul de
metileno, sacarosa, l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-car_
bodiimida (EDC) , CM-Sephadex, DEAE-Sephadex, Hidroxilapa
tita. La DEAE-celulosa provenia tanto de Schleicher y
Schuell como de Whatman (DE-52) . El Sephadex (G-25, G-100,
G-200), la CH-Sepharose 4B y el azul-dextrano 2000 eran

de Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suecia). La

17



18

Sepharose -N-(6-aminohexanoil)-2-amino-2-desoxi-D-glucopirano -
sa (sefarosa-glucosamina) se prepar6 por acoplamiento de
glucosamina con CH-Sepharose 4B por medio de EDC, en las
condiciones recomendadas por Pharmacia Fine Chemicals. La
mioglobina y la ovoalbdmina eran de Schwarz-Mann (Orange-
burg, EL UU) , y la |1"C]-DL—Ieucina y el agua tritiada (T20)
de New England Nuclear (Boston, EE UU). ElI sulfato de amo-
nio, de pureza para uso enzimoldgico, se obtuvo de Mann
Research Laboratories (New York, EE UU) . Otros reactivos
eran de calidad analitica, generalmente Merck (Darmstadt,

RFA) .

2. ANIMALES

En la mayor parte de los experimentos se usaron ratas
albinas adultas obtenidas de las colonias del Departamen-
to de Bioquimica, Facultad de Medicina Norte; del Departa-
mento de Biologia, Facultad de Ciencias y del Instituto de
Nutricion y Tecnologia de 1los alimentos. Desde 48
horas antes del sacrificio se daba a las ratas una dieta
enriquecida en hidratos de carbono, adicionando sacarosa
al agua de bebida (12 g/1). Ocasionalmente se emplearon
otros animales, algunos de vida silvestre, obtenidos de

variadas fuentes, como se indica en Resultados.
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3. PREPARACION DE LA GLUCOQUINASA

Se usaron fundamentalmente dos métodos para purificar glu
coquinasa de rata, dependiendo de la fecha en que se trabajo.
Las propiedades cinéticas y estructurales que se han estudia
do no han diferido en las enzimas obtenidas con uno u otro
método.

Los animales (adultos jovenes) bien alimentados se mataban
por decapitacion y después de dejarlos desangrar exhaustiva-
mente se retiraban los higados (200 g) y se mantenian en hie-
lo. Se preparaba luego un homogeneizado al 50% en un homoge
neizador Potter-Elvehjem después de una rapida desintegracion

en una juguera.

Método 1

En este procedimiento, que fue el inicial, la soluciodn
amortiguadora usada en la homogeneizacidon contenia (concentra
ciones fTinales): Tris-HCI 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; DTT 1 mM;
glucosa 100 mM. EI homogeneizado se centrifugaba 60 min a
30.000 rpm (78.400 g) en la ultracentrifuga Spinco modelo L.
ElI liquido sobrenadante (Si) se fTiltraba por lana de vidrio
para retener los lipidos concentrados en la superficie. A
partir del SIf la glucoquinasa se purificaba siguiendo basi-
camente el procedimiento descrito en este laboratorio (Babul
y Niemeyer, 1966; Gonzalez et al., 1967), modificado por la
introducciéon de una etapa de Ffiltracion en gel después de la

cromatografia de intercambio idénico. Brevemente, el
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procedimiento consistia en:

a) Tratamiento del Si con carboximetil-Sephadex. EI Si se
trataba en la proporcidén de 2:1 (v/v) con CM-Sephadex equili®
brada con amortiguador A (Tris-HCI 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM;
DTT 1 mM). Después de 10 a 15 min se filtraba en un embudo
Buchner con bomba de agua.

b) Cromatografia en DEAE-celulosa (Schleicher y Schuell). EI
material no retenido en CM-Sephadex se sometia a una cromato
grafia en columna de DEAE-celulosa (habitualmente de 3,8 x 39
cn) equilibrada con amortiguador A. Después de lavar con KCI
180 mM preparado en amortiguador A se eluia la glucoquinasa
con KCI en un gradiente lineal de concentracion de 180 a 500
mM en medio A (600 mi por lado). Se recogian fracciones de
11 mi.

c) Precipitacion con sulfato de amonio al 80%. Las fraccio-
nes correspondientes a glucoquinasa se juntaban, se afadia
glucosa hasta 100 mM final y luego se agregaba sulfato de
amonio s6lido hasta alcanzar una concentracidn correspondien
te a un 80% de saturacidon a 0o. EI pH se mantenia en 7,0 con
hidréxido de amonio. Se dejaba en equilibrio hasta el dia si
guiente, se centrifugaba y se descartaba el sobrenadante.

d) Filtracién en Sephadex G-100. EIlI precipitado se disolvia
en un minimo de KCI 300 mM preparado en amortiguador B (amor

tiguador de fosfato de potasio 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; DTT
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1 mM), se le agregaba sacarosa a una concentraciéon final de
15% y se Filtraba a través de una columna de Sephadex G-100
(habitualmente 2,5 x 50 cm) equilibrada en medio B con KC1
300 mM. Se recogian fracciones de 1,8 mi. En ocasiones, el
precipitado de sulfato de amonio se dializaba antes de la fil
cracién, contra medio B con KC1 300 mM y sacarosa al 50%.

-} Cromatografia en hidroxilapatita. La columna (2,7 x 10 cm)
se preparaba con una mezcla de 20 mi de Bio-Gel HT con 10 g
de celulosa y se equilibraba a pH 6,8 con fosfato de potasio
5 mM; EDTA 1 mM; DTT 1 mM. Las fracciones de glucoquinasa
provenientes de Sephadex se precipitaban con sulfato de amo-
nio al 80% de saturacidén en presencia de glucosa 100 mM. EI
precipitado se disolvia en el medio de equilibrio recién des-
crito y se cromatografiaba. La elucidén se hacia con fosfato
de potasio (preparado en EDTA 1 mM y DTT 1 mM) en un-®gradien
te lineal de concentracién de 5 a 150 mM, con el pH ascenden
te desde 6,8 a 7,6.

La Tabla 111, comentada en Resultados (Ib) ilustra en for
na resumida el procedimiento de purificacién seguido en el
método 1 (pag. 64 ).

Algunas veces la glucoquinasa se guardaba a 40 (en refri-
gerador) por varios dias o semanas en la forma de un precipi®
tado de sulfato de amonio (80% de saturacidén) en presencia

de glucosa 100 mM y DTT 1 mM. Antes de usarse, la enzima se
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filtraba a través de una pequefia columna de Sephadex G-25 pa
ra eliminar la glucosa y el sulfato de amonio. Las prepara-
ciones diluidas de glucoquinasa se concentraban en una peque

fia columna de DEAE-celulosa, eluyendo la enzima con KC1 500 mM.

Método 2

Corresponde al descrito por Cardenas et al. (1978), que
deriva del anterior e introduce nuevas modificaciones a las
de Maccioni y Babul (1976) y de Lebn et al. (1977). En este
procedimiento, la solucién homogeneizadora consistia en
KC1 120 mM y glucosa 50 mM preparados en amortiguador B. EI
Si se obtenta igual que en el Método 1 ya partir de él se
purificaba la glucoquinasa a través de los siguientes pasos:
a) Cromatografia en DEAE-celulosa (Schleicher y Schuell). EI
SiI se cromatografiaba en una columna de DEAE-celulosa (ha-
bitualmente 3 x 60 cm) equilibrada con KC1 120 mM en amor-
tiguador B. Después de lavar exhaustivamente con esta misma
solucidén, la enzima se eluia con KCl1 en un gradiente lineal
de concentracién de 120 a 500 mM preparado en amortiguador
B (1000 mi por lado).

b) Fraccionamiento con sulfato de amonio. A la glucoquinasa

eluida de la etapa anterior se le agregaba la sal hasta el
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45% de saturacion, en presencia de glucosa 50 mM, neutral _i
zando con hidréxido de amonio. Se dejaba equilibrar alrede
dor de 2 horas. Luego de centrifugar se llevaba el sobre-
nadante al 80% de saturacidén y se dejaba a 0o hasta el dia
siguiente.
c) Filtracion en gel. Se usaba una columna de Sephadex
G-100 (generalmente de 3 x 60 cm), equilibrada con amorti-
guador B, conteniendo KC1 300 mM y se procedia como en el
método 1.
d) Cromatografia de afinidad. Se usaba una columna de CH-
Sepharose unida a glucosamina (sefarosa-glucosamina). Pa-
ra realizar la cromatografia, la enzima obtenida de la eta
pa anterior se dilufa con amortiguador B de modo de tener
una concentracién final de KC1 de 50 mM, condicién en la
cual la glucoquinasa era retenida. La elucidon de la enzi-
ma se llevaba a cabo con glucosa 1 M preparada en la misma
solucion. La concentraciéon de la enzima y la eliminacioén
de la glucosa se realizaba por adsorcidén en una pequefia co
lumna de DE-52 celulosa Whatman) y posterior elucidén con
amortiguador B que contenia KC1 500 mM.
e) En algunos casos se realizaba una etapa adicional de
cromatografia en una columna de DEAE-Sephadex.

La tabla 1 ilustra en forma resumida una preparacidn de

glucoquinasa con este método.
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TABLA |

TiuitkacZon fiziumtda. dz ¢a. puK-i*tzazton dz ja gtuzoqu-Lnaia poK
zt método 1

Etapa Volumen Actividad Actividad
(mi) total3 especifica*
(unidades) (U/mg protéinas

Sobrenadante 78.000 g 188 160 0,02
DEAE-celulosa 135 64 0,21
Sephadex G-100c 45 56 2,9
Sefarosa-Glc 110 46 30
Concentracion DE-52 4 41 30

ala actividad enzimatica se determindé a pH 7,5 mediante el

ensayo la como se describe en Materiales y Métodos

~La concentracién de proteinas se estimdé por el método de

Warburg y Christian (Dawsonet al 1972), midiendo la ab-
sorbancia a 260 y 280 ni.

‘La enzima proveniente de DEAE-celulosa se sometia a un fraf
cionamiento con sulfato de amonio (45 al 80%) antes de Ffil-

trar por Sephadex
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4. CONTROL DE ENZIMAS CONTAMINANTES

La enzima obtenida por ambos métodos no era homogénea.
Por esta razon, se realizaban ensayos para pesquisar posi-
bles enzimas contaminantes que pudieran interferir en los
experimentos. Se encontr6 que las preparaciones usadas no
presentaban actividad hexoquinasa, glucosa-deshidrogenasa,
6-fosfogluconato-deshidrogenasa, fosfoglucosa-isomerasa,
fosfomanosa-isomerasa, glucosa-6-fosfatasa, N-acetilgluco-
samina-quinasa y adenosintrifosfatasa. La enzima provenien
te de la etapa de DEAE-celulosa salia contaminada con
N-acetilglucosamina-quinasa (Fig. 1), la cual se eliminaba
con el corte de sulfato de amonio y con la cromatografia de
afinidad. La contaminacidén con N-acetilglucosamina-quinasa
es importante de considerar porque esta enzima presenta ac-
tividad fosforilante de glucosa y es mas estable que la glu
coquinasa (Vera et al., 1977; Davagnino y Ureta, 1980). La
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa eluye junto con la glucoqu.1
nasa en DEAE-celulosa, aun después de una recromatografia en
este medio (Fig. 2) y se detecta todavia en las preparaciones
de elevada actividad especifica. Corresponde a una de las
bandas de proteinas contaminantes observadas al hacer electro
foresis en geles de poliacrilamida después de Sefarosa (Toro
y Espinosa, comunicacion personal). No parecidé demasiado im-

portante remover la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, ya que
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FzZguaa 1. Caomatogaa”™Za en VEAE-ciZuZoAa d<g Za gZucoquZnaAa
y di Zci N-aatZZgZucoA amZna- quZnaAa. EI proveniente de
157 g de higado (16 ratas) se crornatografio en DEAE-celulosa
(columna de 3 por 60 cu), como se describe en el Método 2,
recogiéndose fracciones de 7 mi. La concentracién de KC1
(O0) se determino midiendo la conductividad del eluido. La
actividad fosforilante de glucosa se determino a pH 7,5 con
glucosa 0,5 (©) y 100 mM (O), mediante el ensayo la. La
actividad fosforilante de N-acetilglucosamina se determino a
pH 7,5 mediante el ensayo 2 (©), usando N-acetilglucosamina
1 mM.
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Eigufia 2. Coeluciéon de la glucoqulnaAa y de la. glucoAa-6-

loa {jato-deAhlduogenaAa en VEAE-ce.lu.loAa. Unhigado (9,59 ) de

rata se homogeneizé al 50% con una solucidén amortiguadora a

pH 7,0 que contenfa: Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, 8-mercaptoe-
tanol 2,5 mM, en un homogeneizador Potter-Elvejem con vasta-
go de teflén. Se centrifugo por 60 min a 100.000 g. ElI so-
brenadante se filtro por lana de vidrio y se cromatografido en
una columna de DEAE-celulosa DE-52 (1,3 x 14 cm) equilibrada
en la misma soluciéon amortiguadora de homogeneizacion. Se la_
v6 con 42 mi de esta solucidon y luego se eluyo con KC1 en un
gradiente lineal de concentracién desde 0 a 500 mM en el amor
tiguador de homogeneizacion (120 mi por lado). Se recogieron
fracciones de 2,1 mi. Las fracciones correspondientes a glu-
coquinasa se juntaron y, previa dilucidén, se recromatografia-
ron en una columna de DEAE-celulosa similar a la anterior, pero
equilibrada con KC1 150 mM preparado en el amortiguador de ho-
mogeneizacion. La glucoquinasa se eluyo con KC1 en un gradieri
te lineal de concentracién desde 150 a 500 mM en amortiguador
de homogeneizacion (120 mi por lado). Se recogieron fraccio-
nes de 2,1 mi. La actividad fosforilante de glucosa (0) se
determiné a pH 8,0 mediante el ensayo la. La actividad glu-
cosa-6-Ffosfato-deshidrogenasa (©) se determindé midiendo a

pH 8,0 el NADPH2 formado, en un medio que contenia Tris-HCI,
EDTA, MgC~ , KC1, DTT y NADP a las mismas concentraciones

que el ensayo la y glucosa-6-P 1 mM. La concentracion de KCL
se estim6 midiendo la conductividad del eluido (O).
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por una parte esta enzima es un constituyente normal de uno
de los ensayos acoplados (ensayo 1) y, por otra, no actua con
NAD (Anstall y Trujillo, 1967) por lo que tampoco interferiria

en el ensayo 2.

5. PREPARACION Y CONTROL DE SOLUCIONES

Todas las soluciones se preparaban en agua bidestilada
(bidestilador de vidrio) o en agua destilada y desionizada.
Cuando se necesitaba ajustar el pH se usaba generalmente KOH
0o HC1. La solucion de ATP se ajustaba a pH 7,0 y se guarda-
ba congelada. ElI ADP contaminante del ATP se determinaba por
acoplamiento de la conversion del ADP en ATP a la oxidacion
del NADH2 , usando piruvato-quinasa y deshidrogenasa-lactica
en presencia de concentracién saturante de PEP (ensayo 2) .

El ATP usado contenia no mas de un 2 a 3% de ADP. La posi-
ble contaminacién de la fructosa o de la mafiosa con glucosa
se analizaba mediante el acoplamiento de la conversion de glu.
cosa en glucosa-6-fosfato a la reduccion de NADP, usando glu
coquinasa (0 hexoquinasa) y glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa

(ensayo la). No se encontr6 glucosa contaminante.
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6. ENSAYO DE LA GLUCOQUINASA

La actividad fosforilante de glucosa se determinaba es-
pectrofotométricamente, midiendo la produccién de glucosa-6-P
(ensayo la) o de ADP (ensayo 2). En el ensayo de la activi-
dad fosforilante de los sutratos alternativos se median los
esteres TfTosforicos, mediante el ensayo ib en el caso de fruc
tosa y el ensayo le en el de mafosa, o el ADP formado (ensa-
yo 2) . Este ultimo método era el unico aplicable a la
2-desoxiglucosa.

Una unidad (@) de glucoquinasa se definié como la canti-
dad de enzima que cataliza la fosforilacion de 1 pmol de sus
trato en 1 min a 30° en las condiciones de ensayo. Para la
definicidon no se hizo diferencia entre determinaciones efec-
tuadas a pH 7,5 o pH 8,0 por ser de magnitud muy pequefia. Se
ha preferido seguir usando la unidad tradicional en enzimolo
gia en vez de la unidad internacional estandar "katal', debi_
do a que esta ultima es una cantidad de actividad cataliti-
ca demasiado grande en relacion con lo que realmente se mide.
Un katal es la cantidad de enzima suficiente para catalizar
la transformacién de 1 mol de sustrato en producto en 1 s ba
Jjo condiciones estandar. Probablemente el uso aconsejara el
empleo de submultiplos, tal vez nkat. Una unidad habitual
de enzima (pmol/min) corresponderia a 16,7 nkat. A su vez

1 nkat corresponderia a 0,06 U (60 mU).
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Los ensayos se realizaban en cubetas de cuarzo de 1 ral
con paso de luz de 1 cm. La mezcla de ensayo se preincubaba
a 30° por 3 min antes de iniciar la reaccidon. En esta opera
cion se usaba un preincubador de bronce disefiado por nosotros,
a través del cual circulaba agua a 30° proveniente del bafio
termorregulado, y en el que se colocaba el carro con cubetas
(Fig. 3) .

Una vez iniciada la reaccion, generalmente con el sustrato
glucidico, se detectaban los cambios de absorbancia a 340 nm
~reduccion de NADP en el ensayo 1 y oxidacion de NADH2 en el
ensayo 2) mediante un espectrofotémetro Gilford modelo 2400.
El coeficiente de extincién molar de NADH2 y de NADPH2 a
340 nm es 6220 M 1cm 1. ElI cambio de absorbancia se regis-
traba por varios minutos con el objeto de tener seguridad
de que se estaba trabajando con la porciéon lineal de la cur
va de progreso.

Las velocidades iniciales se estimaban a partir de los
trazos de la curva de progreso registrados en el inscriptor,
mediante una regla y un lapiz. Para obtener una mayor pre-
cisidn se procuraba tener una pendiente de 45° en la curva
de progreso. No era necesario hacer correcciones por curva
tura, ya que los trazos fueron siempre esencialmente rectos,
al menos durante los 5 primeros minutos de cada ensayo, lo
que se explica por el reducido consumo habitual de sustratos

en relacién con las concentraciones iniciales usadas. En
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EZguAa 3. Esquema d.Z, pSie.¢ncubadosi. Las dimensiones estéan
indicadas en milimetros, a) ELgura completa; b) y c) cortes
verticales, vision lateral; d) corte vertical, vision fron-
tal; e) corte transversal, vision superior.
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ocasiones, al final de este trabajo, los datos de velocidad
inicial se obtenian directamente mediante un microcomputador
Altair 8800b, acoplado al espectrofotémetro. Mediante un
programa con el método de regresion lineal se estimaba el
valor de la pendiente con su error estandar.

Con el objeto de poder detectar una posible inactivacion
ie la enzima en el tiempo de desarrollo de un experimento en
el cual se variaba la concentracién de sustrato en una cierta
secuencia progresiva, los duplicados se obtenian por repeti-
cion de la secuencia. Solo muy excepcionalmente se detectd
ral inestabilidad de la enzima, en cuyo caso se descartd la
preparacion.

En los diversos experimentos mostrados en esta tesis se
.saron concentraciones de Mg2+ y de ATP que aseguraban que
la concentraciéon de MgATP era una proporcién de un 86% o
superior del ATP total. Esto, de acuerdo a los calculos des_
critos por Storer y Cornish-Bowden (1976a), para diversos pH
y concentraciones de Mg2+, sobre la base de datos termodina
micos (Phillips et al., 1966). Por esta razon, no se hici£
ron correcciones y se considerd como concentracidn de

MgATP a la de ATP total.
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Ensayo la .

La produccion del glucosa-6-fosfato se detectaba mediante
un ensayo acoplado basado en el de Slein et al. (1950), con
glucosa-6-fosftato-deshidrogenasa como enzima acoplante y un
exceso de NADP. EI NADPH2 producido en la reaccidon acoplada
presenta un pico de absorcién a 340 nm, que no posee el com-

puesto inicial oxidado.

i) Gluhoacl + MgATP —* glucosa.-6-P + MgAVP

-if) Glucosa-6-P + HAVP—» 6-P-glaaonato + HAVPH2

La mezcla de reacci6én, a menos que se indigque otra cosa,
corresponde a la descrita en Cardenas et al. (1978) 'y con
tenia (concentraciones finales), en un volumen de 0,5 mi:
Tris-HCI 80 mM, pH 7,5 u 8,0; KC1 100 mM; MgCl2 12 mM;

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

de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa; ATP 5 mM; glucoquinasa
y concentraciones variables de glucosa. Generalmente se usa
ba una alicuota de 0,05 a 0,1 mi de glucoquinasa. Como nor-
ma habitual, los componentes del medio,incluidos desde
Tris-HCI hasta la enzima auxiliar,se mezclaban previamente
al ensayo, en forma de disponer de ellos en un volumen de

0,25 a 0,30 mi. Las variaciones en la composicion del
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medio que se hicieron con determinados propdsitos experimen
rales se indican en Resultados. De rutina se hacrian blancos
sin glucosa, los cuales normalmente daban una lectura de
cero, y otros sin ATP, a distintas concentraciones de gluco
sa. Estos ultimos blancos corresponden a la actividad glu-
rosa-deshidrogenasa de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
y eran generalmente menores que el 5% de la absorbancia co-
rrespondiente a la actividad de glucoquinasa con glucosa

110 mM e indetectables a concentraciones de glucosa menores
rué 10 mM; estos valores no dependian de la presencia de glu
coquinasa, pese a que ella estaba contaminada con glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa. Los blancos sin enzima, correspon-
dientes a la actividad hexoquinasica de la preparacién de
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, daban lecturas de cero.
Ista enzima auxiliar, obtenida de fuente comercial, tuvo oca
sionalmente en las etapas iniciales de este trabajo, una con
raminacién no despreciable de hexoquinasa, por lo cual fue

rechazada.

Insayo Ib.

La produccion de fructosa-6-fosfato se seguia a través
ie la reduccion de NADP en presencia de glucosa-6-fosfato-
reshidrogenasa y de fosfoglucosa-isomerasa como enzimas aco

plantes (Slein et ai., 1950).
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1) PamatoAa + MgATp —-* FauctoAa-6-P + MgAVP
il) FauatoAa-6-P - GlaaoAa-6-P

¢U) Glucosa-6-P + NAVP —» 6-P-glaaonato + NAVPH¢

La mezcla de reaccidon era semejante a la del ensayo la,
con la diferencia que contenia 0,7 a 0,8 unidades/ml de glu
cosa-6-fosfato-deshidrogenasa, 2 unidades/ml de fosfoglucosa-
isomerasa y concentraciones variables de fructosa en lugar
ce glucosa. Se hacia el mismo tipo de blancos que en el
ensayo la, pero el blanco sin ATP daba lecturas de cero de-

bido a que la fructosa no es oxidada.

Ensayo 1lc.

La produccidén de manosa-6-fosfato se determinaba a tra-
vés de la reduccion de NADP en presencia de glucosa-6-fosfa-
to-deshidrogenasa, fTosfoglucosa-isomerasa y fosfomanosa-iso

cerasa como enzimas acoplantes (Slein et al., 1950).
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La mezcla de reaccién era semejante a la del ensayo la,
;;ero contenia 1,4 unidades/ml de glucosa-6-fosfato-deshidro
renasa; 4,6 unidades/ml de fosfoglucosa-isomerasa; 8 unida-
nes/ml de fosfomanosa-isomerasa y concentraciones variables
-- mafiosa. Se hactian blancos semejantes a los del ensayo la

actividad manosa-deshidrogenasa de la glucosa-6-fosfato-
reshidrogenasa era indetectable a las concentraciones de ma

sosa empleadas.

i.rsayo 2.

La produccidéon de ADP se seguia a través de la oxidaciodn
ie NADH2 , en presencia de piruvato-quinasa y de deshidroge-
nase lactica como enzimas acoplantes y de un exceso de fos-

foenolpiruvato (Kornberg y Pricer, 1951).

.i GZucoAa + MgATP  —- GZuzcoacl—G—P + MgAVP
+ +
Li) MgAVP + P-enoZp-TAuyato — ----2—  MgATP + Pi/iu.va.to

-TA] P¢Auvato + hlAVH2 —)» Lac.ta.to + UAV

La mezcla de reaccién, a menos que se indique otra cosa,

contenia (concentraciones finales), en un volumen final total
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de 0,5 mi: Tris-HCI 80 mM, pH 7,5 u 8,0;KC1100 mM; MgCI2 12 mM;
EDTA 1 mM; DTT 2,5 mM; P-enolpiruvato 2,5 mM; NADH™ 0,33 mM;
2,0 unidades/ml de piruvato-quinasa; 2,0 unidades/ml de des-
hidrogenasa léactica; ATP 5 mM; 0,05 a 0,1 mi de glucoquinasa
J en cada figura) y concentraciones variables de glucosa, fruc
tosa, mafiosa o 2-desoxiglucosa, segun el caso. EI ADP contami-
nante no interferia en el ensayo, ya que durante la preincuba-
cion del sistema, previo a la partida de la reaccion con el
azucar o con glucoquinasa, era transformado en ATP. De ruti
na se hacian blancos separados sin ATP, sin glucoquinasay
sin glucosa. Los controles sin ATP eran siempre cero; los
blancos sin glucoquinasa, correspondientes a posibles acti-
vidades hexoquinasicas e hidrolizantes de ATP presentes en
las enzimas auxiliares, eran generalmente cero. Cuando oca-
sionalmente estas actividades contaminantes no fueron des-
preciables, se descartd la enzima auxiliar contaminada. Los
blancos sin glucosa, correspondientes a posible actividad
hidrolizante de ATP en las preparaciones de glucoquinasa,
tenfan un valor que dependia del grado de purificacidén de
la enzima. En preparaciones provenientes de Sephadex o méas
puras, eran menores que un 3% de la absorbancia correspon-

diente a la actividad de glucoquinasa con 100 mM glucosa.
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7. CRITERIO PARA ELEGIR LA CONCENTRACION DE ENZIMAS

AUXILITARES

Se tratd de usar, en los diferentes ensayos de la gluco
quinasa, la cantidad minima de cada enzima auxiliar que per
mitiera una adecuada estimaciéon de la velocidad de la reac-
cion. La i1dea era evitar posibles interferencias debido a
actividades secundarias de dichas enzimas. Por ejemplo, glu
cosa-6-fosfato-deshidrogenasa puede oxidar también a la glu-
cosa, como ya se comentod.

Al medir la velocidad de conversién de un sustrato A en
su producto B en un ensayo con una o mas enzimas auxiliares,
es necesario considerar dos aspectos:

1) Las concentraciones de los metabolitos intermediarios en
el régimen estacionario, las cuales deben ser menores que las
respectivas aparentes de las enzimas que los transforman,
a fin de asegurar que cada reaccidén sea de orden 1.

I1) ElI tiempo requerido para que el sistema alcance el régi-
men estacionario. Este tiempo debe ser lo suficientemente
pequefio como para que solo una muy pequefia fraccion del sus-
trato se haya transformado en producto.

En la préactica se debe decidir qué fracciéon de la veloc.i
dad problema se requiere alcanzar y en qué tiempo y luego cal_

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

ocurre en el ensayo la, esquematizado a continuacion:

Bj 13%
A ———» B —1» C
GK G6PVH

el numero de unidades de enzima auxiliar (V2) se calculé a

partir de la ecuacién () McClure, 1969):

V2 = e 0

donde KM corresponde a la aparente para B de la enzima
auxiliar y Fg al coeficiente que sefiala la fraccion de la
concentracion de B en el régimen estacionario que se desea
alcanzar en un tiempo prefijado t*.

En la derivacidén de esta ecuacion se requiere hacer dos
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Dado el alto valor de KQ para glucosa y las velocida-
des de reacciodon que se miden, aln a concentraciones muy ba-
jas de este sustrato, menores de 0,1 veces KQ5 , la frac-
cion de glucosa que se transformaba en el periodo previo a
alcanzar el régimen estacionario era muy pequefia, menor que
0,05 a 0,1%. M&s aun, el porcentaje total de glucosa trans
formada en el tiempo total de ensayo era menor que 1% en
esas condiciones, lo que permitia que se cumpliera la condi
cion implicita en el uso de un sistema acoplado, cual es que
la constante de velocidad de la reaccion problema se compor
te como constante de orden cero en el tiempo de ensayo. Es_
tas consideraciones son igualmente validas para los otros sus
tratos glucidicos (mafiosa, 2-desoxiglucosa y fructosa).
¢1) La segunda reaccidén es irreversible y de primer orden con
respecto a B. La irreversibilidad se cumple si el equilibrio
de la reaccion estd muy desplazado hacia la derecha o si solo
se detecta una pequefia fraccion de la reaccidon (se esta muy
lejos del equilibrio). La presuncidén de orden 1 requiere que
la concentracion de B sea mucho menor que y que cualquier
otro sustrato de la reaccidon esté en concentracion saturante.

Si se cumplen ambas presunciones, la transformacién de B

en C esta determinada por la expresion:
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donde V2/Kg corresponde a la constante de velocidad de pri
mer orden (&) y B es la concentraciéon del producto B.(Provie
ne de la ecuacion de Michaelis cuando B <]lp) .

La variacion de B en el tiempo va a estar dada por:

donde fa es la constante de velocidad de orden cero de la pri
mera reaccion y ¥ la constante de velocidad de primer otden

de la segunda.

Para determinar la concentracién de B en cualquier tiempo

t (BY) se integra la expresion diferencial.

of
®
e

sea u

Poniendo limites entre Oy t



A tiempo cero vale cero, luego

In(fci-fc2Bt) - In ki - -fe2t

y aplicando la funcidén exponencial

Por reordenamiento algebraico se llega finalmente a la

expresion (@

(2)

que en régimen estacionario (ss) se reduce a:

A fin de determinar el tiempo requerido para alcanzar

una cierta fraccion de BSS se reordena la ecuacién (Q):

y aplicando logaritmo se llega a:



~In(1—— B)

t = ————-AiQ
2
En un tiempo t* se alcanzard una concentracion de B igual
a F_ rl , donde FB= B/BSS. Reemelazando en (3) se tiene

B

In@ - F)
t = - e _ — (©)

Como & = —%2— , se llega a la ecuacion ().
aB

En la tabla Il se ha calculado la cantidad de glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa requerida en el ensayo la para alean
zar un PB de 0,99 a distintos tiempos y la variacién de Fg
en funcidén del tiempo al usar una concentraciéon fija de la
enzima auxiliar. En estos calculos se considerd una Km pa-
ra glucosa-6-P de 0,15 mM(valor obtenido experimentalmenteapH 7,5).

El rango de las concentraciones de glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa usadas en el ensayo la (0,3 a 0,5 U/ml), per
mite cumplir con el proposito de tener con mucha seguridad

0,96 a 0,99 veces la concentracién de glucosa-6-P en el ré-
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TABLA 11

Cantidad necebanAja de gluco¢a-6-"o-i~ato~dedhldaogenada (\2) asada como

enzima auxIticvi en el enrayo de ¢a glacoqulnadaa

t* v2

(min) (wmb)
0,99 0,5 1,38
0,99 1,0 0,69
0,99 1,5 0.46
0,99 2,0 0,34
0,882 1,0 0,32
0,959 1.5 0,32
0,986 2,0 0,32

El calculo, de W2 se hizo aplicando la ecuaciéon (2) y usando un valor
ie Kg de 0,15 nM.

es el coeficiente que sefiala la fraccion de la concentracion de glu-
::sa-6-P en regimen estacionario alcanzada en un tiempo dado t*.
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b) En el caso en que se emplean varias enzimas auxiliares,

como ocurre en el ensayo le representado a continuacion:

A--1»b -k&.,r , , N N E
GK PMI PGI G6PVH

Se deben cumplir también las presunciones de que la pri-
mera reaccion sea irreversible y de orden cero, y que, lasreac
ciones audAl maresasean irreversibles y de orden uno. En esas

o ka + A 1 o i
condiciones se tendra que la variacion en la concentraciodn

de A, B, g, D y E estard dada por las siguientes expresiones

= kil ~ -
dt Kk, o T o- M
dC - V2B _ Vel - ks - fmC
dt kb Kc
dd = vAc. _ VUD - gge -
dt KC kd
de = V~D
dt k - ®D

En el régimen estacionario se tendra que:
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En este caso, no es simple tener una expresidn que per-
mita calcular las concentraciones adecuadas de enzimas au-
xiliares para alcanzar una determinada fraccién de la velo-
cidad problema en un cierto tiempo. En efecto, las ecuacio-
nes diferenciales que describen un sistema de esta natura-
leza son bastante complejas, por lo que no es TfTacilmente ex-
tendible el analisis realizado para dos reacciones. Los dis-
tintos autores tratan en general de solucionar el problema
mediante aproximaciones.

Una manera de asegurar que las concentraciones de cada
uno de los metabolitos intermediarios sea baja es usar con-
centraciones de enzimas auxiliares tales que se cumpla la
siguiente condiciodn:

e < < L < L
K

kb

El analisis para dos reacciones permite, sin embargo, te-
ner una estimacion del tiempo requerido para alcanzar una de-
terminada fraccién de la velocidad problema (vi) en presen-
cia de determinada concentracién de enzimas auxiliares. En
efecto, se puede calcular primeramente el tiempo(t*) requerido
para que v2 (ke2B) alcance una fraccién de Vj, por ejemplo
0,98vi. Este céalculo es licito porque la tercera reaccidén no
afecta v2. En seguida, se puede considerar v2 como constante

y estimar el tiempo (t*) requerido para que v3 (ksC) alcance
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un valor de o ,98¥2_Esto lleva por supuesto, a una sobrees-
timaciéon del tiempo total requerido (t*), pues u3 empieza a
incrementar antes que alcance el valor de 0,98%.

Este tipo de analisis nos permite, sin embargo, estable-
cer limites superiores e inferiores, pues el tiempo total t*
sera mayor que cada uno de los tiempos (ti . t;), pero menor
que la suma de ellos (t* + t*). Siguiendo un razonamiento
similar se puede calcular tz Yy t:. En este caso, los limites

ce t* serian:

™, t5, t5, t° < t* < (* + .t + 5+ t* )
1 2 3 4 1 2 3 4
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B. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

El grado de sigmoidicidad de las funciones de saturaciodn
se evalué mediante el coeficiente de Hill (nR), utilizando la
expresion exponencial (@) o la expresiéon logaritmica de la e-

ruacion de Hill (6):

log ——- — nHlog S log K o

Por razones practicas en los graficos y en las férmulas
que el coeficiente de Hill se utiliza como exponente, se
-sa simplemente el simbolo n en lugar de nH.

El coeficiente de Hill es un parametro que, en una enzima
rligomérica, expresa alavez el numero de sitios de unidon de
—" ligando y la cooperatividad existente entre esos sitios.

-1 valor del coeficiente de Hill tiende a ser igual al nudmero

re sitios a medida que la cooperatividad existente entre ellos

riende a infinito y siempre que la conducta cinética de la en-

-rma sea el reflejo de su conducta en la unidén de ligandos.

En una enzima monomérica con un sitio Unico de unidén de ligan-
el coeficiente de Hill rio tiene un significado fisico,

pino que es solo un parametro cinético que permite ajustarlos

ratos a una funcidén sigmoidea.
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El parametro KQ es la concentracion de sustrato a la cual
se tiene la mitad de la velocidad maxima. Es igual a Ila
raiz nH de K.

El valor de la velocidad maxima aparente (Vmax o V) , para
na concentracion determinada de MgATP, se estimaba directa-
mente del gréafico de la velocidad en funcidén de la concentra-
rian de sustrato, o bien mediante un programa de minimos cua-
drados , ejecutado en un microcomputador Altair, que ajustaba
-erectamente los datos a la ecuacidén exponencial por un méto-
do iterativo. Los valores de obtenidos por uno u otro mé
rodo diferian generalmente en menos de un 5%~

Los parametros Kg ~ y n™ se obtenian de la recta del gra-
fico de Hill, fuera esta trazada a ojo o calculada por el mé-
todo de los minimos cuadrados; para hacer el grafico se con-
sideraban valores de velocidad entre 0,1V y 0,9 V. Los para-
metros también se obtuvieron directamente con el programa de
rrmputacién ya mencionado.

Los valores de los tres parametros cinéticos (V, Kg.5 ym)

retenidos con cualquiera de los procedimientos o0 una combina-
rian de ellos a fin de someterlos a prueba, no diferian en ge-
neral en mas de un 5 %.

Inicialmente se intentd obtener los parametros cinéticos
mediante el uso iterativo de las funciones de Hill (@) y de
Imewaver-Burk de acuerdo con las ideas de Wieker et al. (1970).
le la funcidén de dobles reciprocos, aunque no era lineal, se

rbtenia una estimacién gruesa de Vmax , que luego se usaba en
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-a funcion de Hill para obtener un valor de n ,que servia a

su vez como exponente linearizador en un segundo céalculo de

en la funcidon de dobles reciprocos. Este nuevo valor de

W , proporcionaba un valor de n mé4s proximo al verdadero.
Asi se continuaba hasta alcanzar valores aproximadamente cons-

tantes de V y de nlT.
max

! Estas estimaciones eran laboriosas y

al intentar realizarlas con programas de computacidn no se ob-

tuvieron resultados alentadores, pues no habia buen ajuste de

las funciones calculadas a los datos experimentales.
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9. FOTOOXIDACION

La glucoquinasa de rata fué sometida a fotooxidacioén, em-
pleando el azul de metileno como catalizador (Ray, 1967;
Ahlfors y Mansour, 1969). Alicuotas de glucoquinasa de la
etapa de purificacion de hidroxilapatita se i1luminaban en
presencia de azul de metileno, a O°ya pH 7,0 durante tiem-
pos variables (@O-25min). Como fuente luminosa se usaba una
ampolleta de tungsteno de 100 watts colocada a 10 cm de la
enzima, la cual se encontraba en un tubo cénico sumergido en
hielo fundente. Un ventilador contribuia a evitar el calen-
tamiento producido por la ampolleta. La solucidén de azul de
metileno, en una concentracién final de 2,57 yM, se utilizaba
recién preparada. Como controles se hacian experimentos en
tres condiciones: 1iluminacién en ausencia de azul de metileno,
oscuridad en presencia del oxidante y oscuridad sin azul de
metileno. Para determinar el efecto de la fotooxidacidon so-
bre la actividad de la glucoquinasa, se trataban alicuotas
ie 0,2 mi de la enzima (48 mU), y para conocer el efecto so-
bre la funcidon de saturacion con glucosa, se usaban alicuotas
ie 1,0 mi (240 mU) . Una vez finalizado el tiempo de fotooxi-
acion proyectado, se determinaba la actividad en una alicuo-

ta de 0,05 mi, mediante el ensayo la, a pH 7,5.

La enzima fotooxidada era inestable durante el ensayo a

concentraciones bajas de glucosa, menores que KQ . Esta
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inestabilidad se evitaba haciendo el ensayo en presencia de
DTT 2,5 mM.

En una oportunidad se hizo la fotooxidacidén en una ali-
cuota de 0,75 mi (65 mi) de glucoquinasa de higado de rana
chilena, proveniente de la etapa de DEAE-celulosa (método 1).
El procedimiento fue ligeramente diferente al descrito. La
enzima se colocé en un matraz de fondo redondo, el cual es-
taba en posicion inclinada y se hacia girar con un agitador
rotatorio sobre agua con hielo. Para iluminar se usé6 una lam-
para de tungsteno de 100 watts que se colocé a 8cm por encima
de la superficie del matraz, usandose también un ventilador
para evitar el calentamiento. La fotooxidacion se realizé
por 10 min en presencia de azul de metileno 3,95 pM. Como
control se us6 una alicuota mantenida en hieloy en la oscuri-

dad, en presencia de azul de metileno a la misma concentracion.
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10. FILTRACION EN GEL EN LAS CONDICIONES DE MEDICION

DE LA ENZIMA

Se usaron geles de Sephadex G-100 y G-200, que se prepa-
raron para la cromatografia de acuerdo a las instrucciones
dadas por los fabricantes (Pharmacia Fine Chemicals, 1968 ).
Como columnas se usaron tubos de vidrio, de 1,2 x 48 cm y de
1,5 x 20 cm, provistos de una salida fija de tygon. Una so-
luciéon semejante a la del ensayo la de actividad enzimatica
amortiguador C) se utilizaba para equilibrar y eluir |las
columnas y tenia la siguiente composicién (concentraciones
finales): Tris-HCI 80 mM, pH 7,5; KC1 100 mM; MgCl2 12 mM;
GDTA 1 mM y DTT 2,5 mM. Los metabolitos afadidos en los di-
versos experimentos se indican en Resultados. Para colocar la
vuestra, se detenia momentaneamente el flujo de la columna
v se depositaban cuidadosamente 0,2 mi de muestra debajo del
solvente, en la superfTicie del gel, antes de reiniciar el flu
0. La velocidad del flujo era alrededor de 15 ml/h. Se co-
lectaban fracciones de 0,25 mi o de 0,3 mi, que eran recogidas
en tubos enfriados. En cuanto se completaba el volumen de
rada tubo, se introducia éste en hielo e Iinmediatamente se
vedia la actividad glucoquinasica, con el objeto de evitarla
acumulaciéon de productos de la reaccidén cuando ambos sustratos
estaban presentes durante la filtracion. En su mayoria, las

cromatografias se realizaron a 30°, para lo cual se colocaba
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a la columna un mango de vidrio con agua circulante
proveniente de un bafio termorregulado. Otras cromatografias
se hicieron a 4°en la pieza fria.

Para medir el volumen de exclusion de las columnas (VO)
se utilizaba azul-dextrano 2000 y para el volumen total acce-
sible al solvente (w) se empleaba [IHC ] - leucina o agua
rritiada (T20). Cuando se dese6 estimar el peso molecular
aparente, se us6 alcohol-deshidrogenasa de levadura Mr =°
141.000), mioglobina (Mr = 17.800) y ovoalbumina (Mr = 45.000)
como proteinas marcadoras. ElI volumen de elucién (Ve) para
una o mas de estas proteinas se determinaba en cada condicion
experimental. ElI volumen efluyente correspondiente a la con-
centracion maxima del soluto se estimaba a partir del diagra-
ma de elucion, extrapolando ambos lados del pico del soluto
.“.asta su concurrencia. Para la estimacion del peso molecular
aparente de la glucoquinasa, se hizo un gréafico de los pesos
moleculares de las proteinas marcadoras, en funcidn de sus
coeficientes de distribucion K, = (v -V Y. -V ). La
ovoalbumina, la mioglobina y el azul-dextrano se estimaban
midiendo su absorbancia a 280, 415 y 630 nm, respectivamente.
La concentracién de estas proteinas se elegia de modo de tener
una absorbancia de al menos 0,2 unidades en el maximo. La
alcohol-deshidrogenasa se ensayaba en una mezcla de reacciodn
que consistia en amortiguador A mas etanol 220 mMy NAD O ,5mM.
Las velocidades iniciales se median por el aumento de absor-

bencia a 340 nm. La cantidad colocada en la columna daba
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en el maximo de actividad. Tanto la [ C] -leucina como

el agua tritiada se determinaban en una mezcla estandar de
centelleo de 2 partes de tolueno y 1 parte de Triton X-100,
que contenia 4 g de PPO y 50 mg de POPOP por litro de tolue
no. Se contaba una alicuota que en el mdximo del pico tu-

viera alrededor de 2000 cpm.



C. RESULTADOS

5. FUNCION DE SATURACION DE LA GLUCOQUINASA CON SUSTRATOS

GLUCIDICOS Y CON MgATP

=) Cooperatividad cinética con glucosa

En contraste con estudios previos (Salas et al., 1965;
Parry y Walker, 1966; 1967; Gonzalez et al., 1967; Pilkis,
1572; Grossman et al., 1974), 1investigaciones realizadas en
este laboratorio indicaron que la curva de saturaciéon de la
glucoquinasa con glucosa es sigmoidea, con un coeficiente de
5111 de 1,5 a 1,6 (Niemeyer, 1972; Cardenas et al., 1974;
Memeyer et al., 1975a; 1975b). Este hallazgo fue confirma-
lo en los estudios de Storer y Cornish-Bowden (1976b) .y pos-
teriormente, en los de Kelkar y Nadkarni (1978). La figura 4
tlustra una tipica funcidén de saturaciéon para glucosa de
~a glucoquinasa de higado de rata. La curva sigmoidea ob-
tenida se aparta claramente de la curva hiperbdélica calcula-
te con los mismos valores de velocidad maxima y de concentra
tion de semisaturacion. EI valor de la pendiente del grafi-
re de Hill (gréafico inserto en la figura 4) es significativa
rente mayor que la unidad. Esta desviacion de la conducta

trchaeliana clasica, se hace mas evidente si se representan

57
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rg. 4. Funcidén di -batutiac.don pana gtucoba di ¢a gtucoqutna
-t di nata. La enzima se preparo de ratas Sprague-Dawley,
m5 dias antes del ensayo y se uso en la etapa de purificacion
i; DEAE-celulosa (método 1). La velocidad se determindé midien_
*: el glucosa-6-P formado (ensayo la). Los valores de n, vy
fueron 1,6 y 6,6 respectivamente y se obtuvieron a partir
grafico de Hill mostrado en el recuadro. La velocidad
xixima considerada (3,08 mU) corresponde a la medicién real a
- mM glucosa, una vez restados los blancos, y se indica por

la Iinea quebrada horizontal. La curva con linea quebrada co

-responde a la curva tedrica para una enzima que presente cinf
mrea michaeliana normal (nH = 1,0), y tenga los mismos valores
jara Vv y K,, r que la curva experimental. El area sombreada

m-istra aproximadamente el rango de variacion de la concentra-
p-"n de la glucosa en la sangre portal bajo diferentes condi-
l.oaes de ingestion de hidratos de carbono (de Niemeyer et al.,
|8 75a).
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los resultados a base de transformaciones lineales de la ecua
cién de Michaelis. Esto se i1lustra en la figura 5, donde los
resultados de dos experimentos diferentes (1 y Il) se anali-
zaron mediante las funciones de Eadie-Hofstee (6), Hanes-

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

zad-ti-Ho ( 6)
- ant(;—WOOté (7)
L¢ nzwzclLv .k

@)

En la figura 5a se ve que cuando se coloca en grafico
el valor de la velocidad en funcion del cuociente entre la
velocidad y la concentracidon de glucosa (Eadie-Hofstee), se

obtiene una curva cbéncava en vez de una recta con pendiente
r.egativa. Al trabajar con la funcidn de Hanes se observa que

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

mTransformacién de Lineweaver-Burk se obtiene una curva coénca
va hacia arriba (Fig. 5c¢). Si para hacer los graficos se
-tiliza el valor de la concentracion de glucosa elevado al

exponente nH, obtenido del grafico de Hill, se tienen lineas



Figura 5

Leyenda en

la p&gina siguiente
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—gv/ia. 5. Gti¢leloeod de Ea.die-Hofatee(a), Ha.neA-WooZ;, (b)) y LZneweavesi-
BuAk () de Za ¢uncién de i>aJjuAacién de gZucoqulncua con gZucoAa. La
glucoquinasa provenia de la etapa de Sephadex (método 2, act. esp.

-.8 U/mg de proteina). En el experimento 1 (izquierda) se utilizo el
ensayo la a pH 8,0 con concentraciones de glucosa de 0,4 a 100 mM. Los
parametros cinéticos fueron: V = 8,8 mU; M. = 1,49; KQ ~ = 5,2. En el
experimento Il (derecha) se aumento la cantidad de enzima y las determi
naciones se hicieron mediante el ensayo 2 a pH 7,5 con concentraciones
de glucosa de 1 a 100 mM. Los parametros cinéticos fueron: V = 19 mU;
Ta = 1,56; KQ 5 = 6,7 m\.

En los. graficos de los recuadros el valor de la concentracidn de
glucosa esta elevado al exponente . En el caso de las transformacio-
nes de Lineweaver-Burk y de Hanes-Woolf, no se colocaron en estos grafji
eos los valores de todas las concentraciones de glucosa, sino solo des-
;e la menor hasta la indicada por la flecha en el grafico principal.
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rectas, como se i1lustra en los recuadros de la figura 5 para
-as tres funciones. Puede apreciarse que existe un buen
ajuste de los puntos. EI coeficiente de correlacién fue ma-
;or que 0,99.

El efecto cooperativo de la glucosa, no depende del mé-
todo usado para determinar la actividad enzimatica. La figu
ra 5 muestra por ejemplo, que el coeficiente de Hill es muy
similar si se utiliza el ensayo la (Experimento I; nH = 1,49)
a el ensayo 2 (Experimento XI; nH = 1,55). La pequeia dife-
rencia en el N puede atribuirse a la diferencia en los
?H utilizados (ver mas adelante: R-2). Ademas, cuando se em

pie6 otro ensayo, sin enzimas acoplantes,en que se determina

riucosa (Radojkovic et al., 1978), se obtuvo una funcion de
saturacion sigmoidea con un nflde 1,8 y un KQ 5 de 8,5 mM
.-ara una glucoquinasa obtenida de la etapa de DEAE-celulosa
hiemeyer et ai1., 1975b).

En extractos de hepatocitos aislados la curva de satura
rion de glucosa también es sigmoidea con un nR de 1,5 y un
I- 5de 9 mM (Bontemps et al., 1978), similares a los obser-
vados con glucoquinasa purificada (Niemeyer et ar., 1975b;
Itorer y Cornish-Bowden, 1976). Es importante destacar que
-3 fosforilacion de glucosa in situ en hepatocitos aislados

as también sigmoidea, con un coeficiente de Hill de 1,8 y
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una concentracién de semisaturacion de 20 mM glucosa (Bontemps
et al., 1978). En estos ultimos experimentos, la formacién
de glucosa-6-P en la célula intacta se estimé mediante un mé
todo radioquimico en el cual se usa 2- [fij-glucosa y se mide

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

b) Estado de purificacidén y propiedades cinéticas

Dado que las caracteristicas cinéticas de una enzima pue
den verse influenciadas por la presencia de otras proteinas
o cofactores que interactuen con ella (Koshland y Neet, 1968;
Atkinson, 1969), es posible esperar una variaciéon de la con-
ducta cinética segun el grado de su purificacién. Esto ocu-
rre por ejemplo, en el caso de la fosforilasa, de la fosfori_
lasa-quinasa (Heilmeyer et al., 1970) y de la fosforilasa-fof
fatasa (Haschke et al., 1970), las que presentan caracteris-
ticas diferentes cuando estan formando parte de un complejo
proteina-glicdégeno que cuando estan purificadas. Se considero
por ello importante llevar a cabo, como uno de los primeros
estudios, el analisis de si el grado de sigmoidicidad dependia
- no del grado de purificacién. Pudo establecerse que los para_
tetros cinéticos de la glucoquinasa no variaban significativa-
rente cuando la enzima se estudiaba en diferentes grados de

purificacion, lo que se ilustra en la tabla 111 con los
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TABLA 111
Paramctro6 cinéticos de la. glucogqulnasa de fiafa en dlfcficntc,

estados, de purificacion3

Etapa de purificacion™s5 Actividad especifica

P nH KO0.5

u/m roteina

(U/mg p ) ain
Sobrenadante de
100.000 gc 0,016 - -
CM-Sephadexc 0,017 - -
DEAE-celulosa 0,66 1,6 6,8
Sephadex G-100 10,0 1,5 8,1
Hidroxilapatita 15,0 b6 6,8
aDe Niemeyer et al. , 1975a

NLa purificacidéon se describe en Materiales y Métodos, método 1

~En estas dos etapas no se obtuvieron datos de n™ y Kg <
estar presentes las hexoquinasas A, By C
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resultados de una preparacidon en pequefia escala (método 1),
iiseflada para analizar especificamente este punto. En la eta
ra de hidroxilapatita la enzima era inestable y se inactivaba
parcialmente durante el ensayo a bajas concentraciones de
plucosa. Buscando condiciones que evitaran esta inactivacion
se encontré que la presencia de ditiotreitol en el ensayo
la evitaba en gran medida. Este hallazgo llevdé a introducir
le rutina DTT en el medio de ensayo. Ademas, para minimizar
la posible inactivacidéon gque aun pudiera persistir, se inicid
la reacciéon con glucoquinasa en lugar de glucosa. Se leyo
la actividad durante un tiempo triple del acostumbrado en un
snsayo normal, de modo de asegurarse de pesquisar la Inacti-
vacion durante el ensayo, si aun existiera. Esto era muy im
portante ya que como la inactivacidén se presentaba a bajas
soncentraciones de glucosa, podria traducirse en una curva
sigmoidea de velocidad en funcidén de la concentracién de la
plucosa, aunque la enzima presentara una cinética michaelia-
ra

El hecho que la conducta cinética de la glucoquinasa no
arie con el grado de purificacién concuerda con la afi"rma-
sion de Storer y Cornish-Bowden (1976) de que preparaciones
homogéneas y parcialmente purificadas de esta enzima soélo di-
fieren en actividad especifica. Como ya se comentd, la sig-

-.oldicidad también se presenta in vivo, en hepatocitos



66

aislados (Bontemps et al., 1978), 1o que no solo indica que
la enzima en condiciones de interacciones fisioldgicas con
tros componentes celulares exhibe propiedades semejantes a
las de la glucoquinasa purificada, sino que permite pensar
rué estas propiedades tengan un significado para la funcion

re la célula.

c Aspectos comparativos

Pareci6 conveniente explorar si la dependencia sigmoidea
le la velocidad con respecto a la concentracion de glucosa,
rresente en la glucoquinasa de rata, existia también en la en
rima de otros vertebrados. Esto abria la posibilidad de en-
rontrar una especie en la cual el grado de sigmoidicidad de
la glucoquinasa pudiera ser mayor gque en la rata, y por lo
tanto ofrecer un mejor material para el estudio de la regula

:rbn de la actividad de la enzima. La glucoquinasa existe en

al higado de mamiferos (con excepciones), anfibios y queldni_
res entre los reptiles; no se encuentra en los reptiles supe
rrores ni en las aves (Ureta et al., 1979).

Se encontr6 que las glucoquinasas de todas las especies
re vertebrados estudiadas hasta ahora, presentan la misma con
Creta cinética que la enzima de rata. La tabla 1V muestra los

rlores de los coeficientes de Hill (h ) y de las concentra-

rrones de semisaturacion (Kq ) obtenidos de graficos de Hill.
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TABLA AV

Valoazi, dz loi, zoz™Mz-izatzi, dz HUI nR y dz lal, zonzzntaazlonzi
dz ¢zmloéatuaaclon Ky ~ dz la gluzoquinana dz vzatzb fiado¢ a

b
Anihal nH . 0.5 <dM)
Mammalia
Akodon 1,4 3,0
Perro 1,5 3,2
Cerdo 1,5 3,8
Cururo 1,4 4,4
Coipo 1,4 6,2
Hamster 1,6 7.5
Rata 1,6 7,5
Cuy 1,6 8,5
Reptilia
Tortuga chilena 1,6 5,2
Amphibia
Rana chilena 1,6 1,5
Ranita de garras 1,7 2,6
Ranita cornuda 1,7 2,6
Ajolote 1,6 3,4

Los datos se obtuvieron de preparaciones en la etapa de purificacion
de DEAE—celulosa (método 1), con excepcién de la enzima de coipo que era
de Sephadex G-100. La actividad enzimatica se determiné con glucosa como
sustrato a pH 7,5 mediante el ensayo la. De Cardenas et al., 1979.

k Akodon (Akodon olivaceous), perro (Canis familiaris), cerdo ( Sus
scrofa), cururo(Spalacopus cyanus), coipo (Myocastor coypus), hamster
(Mesocricetus auratus), rata QRattus norvegicus), cuy (Cavia porcellus),
tortuga chilena (Geochelone chilensis), rana chilena (Calyptocephalella
caudiverbera), ranita de garras (Xenopus laevis), ranita cornuda
(Ceratophrys ornata), ajolote (@mbystoma mexicanum).
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La funcidén de saturacidén sigmoidea parecer ser una caracteris
tica comun de todas las glucoquinasas de vertebrados, obser-
vandose valores de n™ entre 1,4 y 1,7 en todas las especies
estudiadas. Esto indica que es un rasgo muy bien preservado
aesde el punto de vista evolutivo, lo que iInsinuaria una iIm-
portancia fisiologica.

Es de destacar que las glucoquinasas de anfibios, aun-
que difieren de las de mamiferos en propiedades inmunolégi-
cas, ya que no presentan inmunidad cruzada con la glucoquina
sa de rata (Pilkis et al., 1968; Clark-Turri et al., 1974),
presentan una cinética sigmoidea similar. La glucoquinasa
¢e tortuga, que en un comienzo fue descrita con cinética mi-
chaeliana (Niemeyer et al., 1975b), ha mostrado posteriormen
te y sin lugar a dudas una cinética sigmoidea (Fig.- 6 ). EI
efecto cooperativo se presenta también con mafiosa (Fig. 6 )
tomo ocurre con qlucoquinasa de rata (ver mas adelante: Id)
la discrepancia con los primeros valores podria residir en
las diferentes estaciones en que los experimentos fueron he-
rhos, pues durante la hibernacidon del animal la glucoquinasa
;arece desaparecer (Clark-Turri y Espinosa, comunicacidn per
eonal) y las primeras observaciones se realizaron en el perio
lo proximo siguiente a la hibernacion.

Los valores de KQ muestran cierta variacion, pues a
pe 7,5 van desde alrededor de 2,0 hasta alrededor de 8,0 mM,
encontrandose generalmente en los anfibios los valores mas

tajos.



69

HexosaJ, mM

FguAa 6. Gna{lio& di HUI di la {jand6n di ¢(adunadén di la gluaoqul-
f~i%a di tohdliga ion glucosa y con manota. Se uso enzima proveniente de
"a etapa de DEAE-celulosa (método i). La actividad se determindé apH7,5
mediante el ensayo la (glucosa) o el ensayo 1c (mafosa). Los parametros

cinéticos se obtuvieron como en la figura 9.

J) Glucosa: V = 4,35 nmol/min; Kg ,= 6,0 nM; n* = 1,62

0O) Mafosa: V = 1,76 nmol/min; KU j= 11,8 nM; nH= 1,46
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d) Conducta cinética con sustratos glncidicos alternativos

Pareci6o conveniente determinar si la cooperatividad ci-
nética ocurria también cuando se fosforilaban otros sustratos
glucidicos. Esta informacidén era importante para una posible
interpretacion molecular y fisiologica del fendémeno. En el
caso de la ribonucleasa pancreatica, por ejemplo, las desvia
ciones de la conducta michaeliana observadas con algunos sus
tratos artificiales, pero no con otros, en algunas condicio-
nes experimentales, permitieron dar una explicacion a nivel
colecular de la sigmoidicidad que se presenta con el sustra-
to habitual, que es el CMP ciclico, también sintético
Ribsamen et al. , 1974) .

El uso de sustratos alternativos, por otra parte, ha si_
io de utilidad para dilucidar el mecanismo de desviaciones
¢e la cinética michaeliana, derivadas de la interaccidon con
sitios alostéricos. Por ejemplo, uno de los sustratos de la
fosfofructoquinasa, el ATP, actia como modulador de la acti-
vidad al unirse a un sitio alostérico, lo que tendria impor-
tante significaciéon en la regulaciéon de la gluconeogénesis;
an cambio, GTP e ITP sélo actuan como sustratos (Vihuela
et al., 1963; Uyeda y Racker, 1965). Otro caso es el de la
sexoquinasa A de rata, donde sélo el producto de la fosfori
-acion de glucosa (glucosa-6-P), que puede considerarse el

sustrato en la reaccién inversa, es inhibidor alostérico y
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~0 el de la fosforilacion de mafosa (manosa-6-P), fructosa
(fructosa-6-P) o0 2-desoxiglucosa (desoxiglucosa-6-P) (Crane

J Sois, 1954). EIl papel del glucosa-6-P como regulador de la
entrada de glucosa a levaduras o de la utilizacién del azucar
en otras células ha sido destacado por Sois (1973) .

Se encontrd que la glucoquinasa de rata mostraba noto-
rias diferencias en la conducta cinética con diferentes sus-
tratos glucidicos (Cardenas et al., 1977; 1978). Asi,con ma
tosa, al igual que con glucosa, habia una dependencia sigmo.i
tea de la velocidad con respecto a la concentracién del sus-
trato glucidico, como se ilustra en la figura 7. El coefi-
iente de Hill obtenido con mafiosa (wu = 1,5) era similar al
tbtenido con glucosa. En cambio, no se observdé cooperativi-
-ad cuando se usaba 2-desoxiglucosa o fructosa como sustra-
tos, lo que se ilustra en la figura 8. En el grafico de Hill
te la figura 9 se compara la conducta cinética a pH 8,0 de la
tisma preparacion de glucoquinasa con glucosa, mafiosa o 2-de-
soxiglucosa como sustratos. Puede verse que mientras las rec
tas correspondientes a glucosa y mafiosa son paralelas (coefi-
rientes de Hill similares), la de 2-desoxiglucosa presenta
ana pendiente menor (nH = 1,0) .

Al 1i1gual que en el caso de glucosa el valor de n™ para
nanosa no vario con el grado de purificacion de la enzima o

ton el método de ensayo (Fi"g.10).
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regusto. 7. Cénétéca coopcAatéva de ¢a gfucoquéna¢ga con glucosa
a) y con manota (6).- Se usaron enzimas diferentes y en can-
tidades distintas provenientes de la etapa de Sephadex G-100
(método 2; act. esp. aproximada 3 U/mg de proteina). La acti
vidad se determino a pH 8,0 mediante el ensayo la (glucosa) o
el ensayo 2 (mafiosa). Para los graficos de Eadie-Hofstee de
los recuadros se usaron todos los datos experimentales, mien-
tras para los gréaficos directos se omitieron las concentrado”
tes de los sustratos mayores que 4 veces Kg N . Los valores
te los paréametros cinéticos fueron:

a) Glucosa: KU = 4 mM; n. - 1,6

. D
b) Mafiosa: K =8 mM; n'lll =1,5

U.j
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Flguaa S. Cinética hiperbdélica de la glucoquinana con 2-dei>o0
xlgluco¢sa [@ y con fiructoAa (b) - Con 2-desoxiglucosa se uso
una enzima de la etapa de sefarosa (act. esp. 30 U/mg de pro-
teina) y con fructosa una enzima de la etapa de Sephadex G-100
(método 2; act. esp. 3 U/mg de proteina). La actividad se de-
termino a pH 8,0 mediante el ensayo 2 (2-desoxiglueosa) o el
ensayo Ib (fructosa). En el grafico directo con 2-desoxiglu-
cosa se omitieron los datos correspondientes a las concentra-
ciones superiores a 4 veces N _ Los valores de los parame-
tros cinéticos fueron:

a) 2-desoxiglucosa: KUD =24 mM; N =
b) Fructosa: K =276 mM; n = 1,0
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Hgw/ia 9. Gad{lzo dz HUIl dz la {junci6n dz ¢catu/iaclén dz la gluzoqulna-
ia con di{eAZnt<¢¢> SU/tAs QhJLCMIlzos>. Se uso una glucoquinasa prove-
niente de la etapa de purificacién de sefarosa (método 2 ; act. esp.

25 U/mg de proteina). La actividad fosforilante del azicar se determi-
no a pH 8,0 y a 30° a través de la medicion del ADP formado (ensayo 2).
Los parametros cinéticos se obtuvieron mediante un programa de minimos

cuadrados aplicado a la funcién directa de v = (V SnH)/(K + Sng8) vy de-
sarrollado con un microcomputador Altair.

(0) Glucosa: Kg =5,8mM; n* = 1,6

(©) Mafiosa - KQ ~=8,3mM; nH = 1,6

(=) 2-Desoxiglucosa: N=2m; = 1,0

De Cardenas et al., 1979.



FiguAa 10. Funcién de ¢satuxaciéon de giucoquinaa. con manota determinada
con di%erienteA enbayo;,. 1 mU de glucoquinasa en la etapa de purifica-
cion de Sephadex (método 2, act. esp. 2,0 U/mg de proteina) se ensayaron
a pH 7,5 con concentraciones variables de mafiosa (1-200 mM). La activi-
dad fasiorilante de mafiosa se determino mediante el ensayo le (@) o el
ensayo 2 (b). Los parametros cinéticos obtenidos: fueron;

a V =6,25 nmol/min; K—U j: =12 m; n, = 1,4

H
b) V=26,24 nmol/min; KU-j 12,8 mM; n. = 1,4
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La naturaleza hiperbdélica de la funcidon de saturaciodn
con 2-desoxiglucosa nos indujo a usar este sustrato para es-
tudiar el mecanismo cinético de la glucoquinasa (Niemeyer et
al., 1978; Monasterio, 1980).

En cuanto a los valores relativos de los K «J aparentes,
a pH 8,0, el de glucosa es el menor (G mM), siendo el de mano
sa sO6lo un poco mayor (8 mM), mientras que el de 2-desoxiglu-
cosa es alrededor de cuatro veces mayor (22 mM), muy semejan-
te al comunicado por Monasterio (1980) (19,16 + 2,33 mM). Es
tos valores de para los sustratos glucidicos son menores
que los descritos anteriormente (Salas et al., 1965; Parry y
Walker, 1966; Gonzalez et al., 1967). En el caso de la gluco
sa y de la mafosa, la diferencia se puede atribuir, por una
parte, al hecho que en los primeros estudios se considerd una
cinética hiperbdlica para estos sustratos y, por otra, a que
el ensayo se hizo a pH 7,5 en vez de 8,0 (ver mas adelante).

El efecto del pH podria explicar las diferencias en el
Kqg para 2-desoxiglucosa, pero no se investigé mayormente el
problema. EI con glucosa coincide con el obtenido por
Storer y Cornish-Bowden (1976), también a pH 8.

El caso de la fructosa merece un analisis mas detallado
pues fue dificil determinar la forma de la funcidén de satura-
cion, debido a la baja afinidad de la enzima por este sustra-

to, lo que exigia usar concentraciones muy altas.
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Los primeros intentos, hechos a pH 7,5 y usando una en-
zima parcialmente purificada (método 1, DEAE-celulosa act.
esp. 0,5 U/mg de proteina) sugirieron una cinética hiperboli

:ca con un valor muy alto de KU.§ (=2 M). Este valor de Km
aparente (aproximado) concordaba con los datos, también apro
ximados, de Salas et al. (1965) (mayor que 800 mM) vy de Parr&
y Walker (1966) (@2 M) . Llamé la atencidén que no obstante el
c1to valor de K obtenido, la V aparente parecia ser mas
-el doble del valor correspondiente al con glucosa, lo que
apoyaba en general una observacion de Parry y Walker (1966).
Sin embargo, y al igual que dichos autores, no se profundizé
ras en este aspecto, dada la incertidumbre de los valores de
los parametros cinéticos y dada la baja actividad especifica
-e la enzima utilizada, que podia poner en duda la especifi-
cidad de la reaccion. Posteriormente, experimentos Illevados
= cabo con una enzima mas purificada (act. esp. 2-4 U/mg de
;roteina, método 2) mostraron claramente que la glucoquinasa

i fosforilaba fructosa con cinética hiperbdlica (nH= 1,0), co-
X0 se muestra en la figura 8. Los valores de las Km aparen-
-6S variaron en un rango de 276 a 380 mM en varios experimen

Icos realizados a pH 8,0, con diferentes preparaciones de en-

lzimas. Resultados similares se obtuvieron con una enzima

Icjy pura (método 2; act. esp. 70 U/mg de proteina, dos bandas

Ice proteina en electroforesis en poliacrilamida), donacion
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de Cecilia Toro. Al igual que en el caso de glucosa (ver méas
adelante), el cambio del pH de 7,5 a 8,0 no alter6 el coefi-
ciente de Hill,pero disminuy6 el KQ (Fig. 11). Al hacer es
tudios de velocidad inicial de la fosforilacion de fructosa

a distintas concentraciones fijas de uno de los sustratos y
variando el otro, se obtuvo en el grafico de Hanes un perfil
ze rectas intersectantes (Fig.- 12) que es caracteristico de
-n mecanismo en secuencia. Los datos pueden ser ajustados a
la ecuacion (9), que describe un mecanismo en secuencia orde

vado o al azar en equilibrio réapido.

VAB

U = mmmmmm e ©

Si A es la concentraciéon de fructosa y B la de MgATP, se pue-
ien calcular los valores de las siguientes constantes, hacien
lo uso de los graficos secundarios de la funcidén de Hanes-
eegolf: K =174 mM; K. = 1.025 mM; K, = 0,35 mM; y K. K /K =

3 13 b iz b’ 3
1,0 mM (esta ultima equibale a Kib si se supone un mecanismo
al azar en equilibrio rapido.

Los graficos secundarios fueron lineales (recuadros

le la figura 12), concordando con las caracteristicas hiper-

bélicas de las funciones de saturacién con fructosa y con
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guAa 11. Guarelo de Ham¢-i/00¢¢ de ¢a ¢uncion cie ¢outu/facAfin cie ¢a
i -BEDixg" X con ~MLucXo®a ¢ d-O dlgig gy pH. 5 mU de glucoquinasa
retodo 2; etapa de Sephadex G-100; act. esp. 3,1 U/mg de proteina) se
ensayaron a pH 7,5 (0) o a pH 8,0 (©) usando concentraciones variables
= fructosa (40 a 900 mM). La actividad fosforilante de fructosa se de-
-ermino mediante el ensayo Ib. Los coeficientes de n, se obtuvieron a
-artir de gréficos de Hill. Los valores de los parametros cinéticos fue
ron:
m0) pH 7,5 V
<) PH 8,0: V

10,31; KQ 5 = 423 mM; nH = 1,0
10,95; KQ's = 322 mM; nR = 1,0



FiguAa. 12. Leyenda en la pagina siguiente
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-zguaa 72. E¢ZudZo6 dz vzZocridad ZnZzZaZ dz Za gZu.zoquZna.6a
z n faH.uzt.06a. La enzima provenia de la etapa de Sephadex
--100 (@método 2; act. esp. 3 U/mg de proteina). La actividad
+.zim4tica se determino a pH 8 con el ensayo 1b, modificado
ie modo que la concentraciéon de EDTA fuera 0,1 mM y la de
"5Cl2 se mantuviera 1 mM sobre la concentracion de ATP, que
1-e variable. a) Concentraciones variables de fructosa y di-
versas concentraciones fTijas de ATP. Db) Concentraciones va-
riables de ATP y diversas concentraciones Tijas de fructosa.
los recuadros se muestra el grafico secundario de las pen-
dentes (O ) y las intersecciones verticales en (o) en fun-
-16n del reciproco de la concentracién de ATP(a ) o de fructo-

= (b).
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“1gATP. Las caracteristicas de los gréaficos primarios y secun
earios son semejantes a las de los obtenidos con 2-desoxiglu-
cosa como sustrato (Monasterio, 1980).

Un hecho interesante es que nuevamente en todos estos ex
perimentos el valor de V aparente es mas del doble (2,1 a
-.3 veces) que el valor de aparente con glucosa. Con el
aojeto de hacer una comparacidén mas adecuada entre las VmaX
-= glucoquinasa con fructosa y con glucosa como sustratos, se
determiné la velocidad en funcidén de la concentracidén de sus-
"“irato, variando en razon constante las concentraciones de ATP
I del sustrato glucidico (glucosa/ATP = 10; fructosa/ATP = 200).

la figura 13 puede observarse que en ambos casos se obtienen
graficos de tipo parabdélico, lo que es indicio de un mecanismo
c:ir.ético en secuencia, en contraposicién con un mecanismo
ping-pong (Gulbinsky y Cleland, 1968; Garcés y Cleland, 1969).

extrapolar las curvas, el valor de la interseccidén con la
:rienada es diferente para ambos sustratos glucidicos, lo que

traduce en un valor de velocidad maxima con fructosa de al
rededor de 2,6 veces mayor que el obtenido con glucosa. Este
reliazgo contrasta con la observacion de que la velocidad maxi

re con 2-desoxiglucosa es so6lo 0,73 veces la VmaX con glucosa,

ec experimentos de igual disefio (Monasterio, 1980).
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Se puede comparar en forma aproximada la especificidad
relativa de la glucoquinasa con los diferentes sustratos
glucidicos (Hex) respecto a la glucosa, sobre la base del
cuociente (vHex/ VGIc)/ (K”ex/KG1i).Como se resume a continua-
cion, el sustrato mas efectivo es glucosa y el menos fructosa,
no obstante la mayor velocidad maxima relativa (VKex/VGlc)

con este ultimo.

y Hex KGi1C
Sustrato KO 5 Vv Hex - (|-)1e>5(
v V Glc v KO.5
Slucosa 5 1 1
"SI 8 0,9 0,56
2-desoxiglucosa 2 0,7 0,16
Fructosa 325 2,6 0,04
174 2,6 0,08
Fructofuranosa 65 2,6 0,20

para el sustrato fructofuranosa seria alrededor de un quinto

iel valor de Km obtenido experimentalmente. De esta manera,
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el valor de Km aparente de 325 mM, correspondiente al prome
dio de determinaciones hechas con ATP 5 mM, se reduce a 65
~l y, el de verdadera de 174 mM, obtenido en el experimen
to de la figura 12, a 35 mM. Con estos valores corregidos,
_a especificidad relativa con fructosa seria semejante o0 ma
yor que la con 2-desoxiglucosa.

Hay que destacar sin embargo, que la comparacion realiza
ia es estrictamente valida s6lo en sistemas con cinética mi
chaeliana (™= 1) o que al menos presenten el mismo grado
ce cooperatividad con todos sus sustratos, que no es la si-

tuacién de la glucoquinasa.
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€) Conducta cinética de la glucoquinasa con MgATP.

En las reacciones enzimdticas de dos sustratos, cabe hacer
la pregunta si la conducta cinética de la enzima es igual con
ambos. En muchos casos existen diferencias. Asi, entre las
enzimas fTosforilantes de glucosa, se observa que la hexoquina
sa C presenta una inhibicién por exceso de glucosa, pero no
por exceso de MgATP (Ureta, 1976), y que la hexoquinasa de
trigo exhibe una cooperatividad cinética negativa respecto a
r.ucosa, pero conducta michaeliana con MgATP (Meunier et al.,
1174). En glucoquinasa también existen diferencias.

Estudios previos habian indicado que la glucoquinasa pre-
senta una cinética michaeliana con MgATP (Parry y Walker,
1966; 1967; Gonzalez et al., 1967). Mas aun, en los trabajos
de Parry y Walker (1967) y en los de Gonzalez et al. (1967),
en que hay indicios de una posible desviaciéon de la cinética
rlasica con glucosa, la funcidén de saturacidén con ATP, estu-
diada entre 0,2 y 5 mM es claramente hiperbdélica. Sin embar
fo, como en esos trabajos aun no se detectaba la cinética
noperativa con glucosa, parecid conveniente estudiar nueva-
rente la funcidén de saturacion con MgATP. La figura 14 iluf
na los resultados obtenidos a dos concentraciones fijas de
:l-cosa, 6 y 100 mM. En estos estudios, como en todos aque-
Ilos en los cuales se varidé la concentracion de ATP, se hicie

r;r algunas modificaciones al sistema de ensayo. Asi, se usoO
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una concentracion de MgCl2 igual a 1,0 mM en exceso sobre la
concentraciéon de ATP, y la concentracion de EDTA se redujo a
j,I mM. En estas condiciones y a pH 8,0 la concentracién de
MgATP en la mezcla de reaccién es alta y constituye una pro-
porcidén casi constante (86%) de la concentracién total de
ATP (Storer y Cornish-Bowden, 1976a). Debido a esta alta pro
porcién, para la confeccién de los graficos y para los céalcu-
los se considerd simplemente la concentracién total de ATP.

La glucoquinasa presenté una cinética michaeliana con
MgATP, como se aprecia en la figura 14. En efecto los grafi-
cos de Eadie-Hosftee i1nsertos son lineales, a diferencia de
lo que ocurre con glucosa (Fig. 5). Estos resultados son si-
milares a los obtenidos por Storer y Cornish-Bowden (1976b).
la Km aparente para ATP de 1,0 mM (con glucosa 100 mM) (Fig.-
14b) es igual a la descrita por Parry y Walker (1967) , pero
ligeramente superior a las obtenidas por Gonzalez et al.

1967) vy por Storer y Cornish-Bowden (1976b), que fueron 0,73
y 0,64 mM (MgATP 0,55 mM) respectivamente. Un hecho intere-
sante es que en todos los estudios realizados, incluyendo los
nuestros, las rectas obtenidas a diferentes concentraciones
ie glucosa en un gréafico de dobles reciprocos, se intersectan
en el cuadrante izquierdo inferior o en el eje de la abscisa.
Aln en este ultimo caso, al examinar los graficos publicados,

se observa una tendencia a una menor Km aparente a
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concentraciones mas bajas de glucosa. Una situacion diferen
te, en cambio, se observa al usar fructosa o 2-desoxiglucosa
como sustratos glucidicos. En efecto, la Km aparente para
ATP disminuye al incrementarse la concentracion de la fruc-
tosa (datos de la figura 11) o de la 2-desoxiglucosa (Nieme-
yer et al., 1978; Monasterio, 1980) vy, en un grafico de do-
bles reciprocos, se obtiene un conjunto de rectas que se in-
tersectan en el cuadrante izquierdo superior. Otra enzima
en la cual ocurre una variacion en el lugar de intersecciodn
de las rectas de un grafico de dobles reciprocos al cambiar
el sustrato fijo, es la hexoquin.asa de cerebro. En efecto,
al hacer estudios de velocidad inicial con ATP como sustra-
to variable y distintas concentraciones fTijas de glucosa,

se tiene un conjunto de rectas aparentemente paralelas que
se cortarian muy lejos en el cuadrante izquierdo inferior,
aparentando un mecanismo de tipo ping-pong (Fromm y Zewe,
1962; Copley y Fromm, 1967). En cambio, al usar fructosa
como sustrato fijo se tienen rectas que se intersectan en
el eje de la abscisa (dato de la figura 1 en Fromm y Ning,
1968). En un mecanismo en secuencia, el que las rectas se
intersecten por encima o por debajo del eje depende del va
lor relativo de los paréametros Kia y K3 de la ecuacion (9).
En la fosforilacion de fructosa y de 2-desoxiglucosa por
giucoquinasa, la interseccion ocurre en el cuadrante supe-

rior y Kya seria mayor que Ky - Podria suponerse que en el
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caso de la glucosa, esta relacidon se invierte. Hay que re
cordar, sin embargo, que la ecuacion (9 no da cuenta del
mecanismo cinético de la fosforilacion de la glucosa (ver
Discusioén), pues existe un efecto cooperativo de este sus-
trato. Esto hace que no puedan usarse los graficos secun-

darios habituales en estudios cinéticos para determinar con

precision el valor de Km para ATP.



2. EFECTO DE LAS CONDICIONES GENERALES DEL ENSAYO SOBRE LA

COOPERATIVIDAD CINETICA CON GLUCOSA

En una primera etapa se exploraron algunas condiciones
casicas del ensayo (pH, Tuerza idonica, proteccion
- tioles, concentracion de enzima ) dque pudieran modifi_
car el grado de cooperati~®vidad, como ocurre con otras enzi-
mas (Stadtman, 1970; Atkinson, 1970). Esto parecia importan
te pues, Tuera de aportar antecedentes para la interpreta-
:i6n del tipo de cinética operante, permitiria disponer de
condiciones mas adecuadas para futuros experimentos sobre el
afecto posible de metabolitos en la conducta cinética de la

arzima.

aJ Efecto de la variacion del pH

Primeramente se estudié la variacion de la actividad de
-a enzima auxiliar glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa al modi-
ficar el pH de ensayo. Aunque existian estudios acerca del
afecto del pH sobre la enzima obtenida de diversas fuentes,
ara importante determinarlo en las condiciones de ensayo de
-a glucoquinasa y en el tipo de glucosa-6-fosfato-deshidroge
"asa usado en el ensayo como enzima auxiliar. La figura 15
-lustra un experimento en que se utilizaron Mes y Tris. Aun

qe no se hizo un analisis minucioso, el pH o6ptimo parece

a
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pH
z¢guha 15, Efazato dzt pH ¢oofit La aatgvi.dad dg la gtuco¢a-6-{joi{jcuto-du-
mitognnada. Se uso enzima comercial de torula (Boehringer) , en suspen-

NADPH2 formado se determiné en un medio

sion en sulfato de amonio. El
EDTA, KC1, MgC” y NADP en las mis

:ce contenia: mezclas amortiguadoras,

cas concentraciones Ffinales del ensayo la; glucosa-6-P 1 nM y glucosa-

-:-fosfato-deshidrogenasa. La reaccion se iniciaba adicionando la enzima

sespues de preincubar la mezcla de reaccién por 3 min a 30°.

0) Mes; (O) Tris-HCL.
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=star alrededor de 9,0. La forma de la curva es cualitativa
rente similar a las descritas en la literatura para glucosa-
:-fosfato deshidrogenasa de algunas fuentes (Smith vy
moldridge, 1967; Eastman, 1968; Broyles y Strittmatter, 1977;
Tarnararo eta 1 1978) . Estos estudios permitieron elegir una
N:tividad adecuada de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa en los
istudios sobre la variacion de la actividad glucoquinasica en
I-ncion del pH.

Un aspecto importante de considerar al estudiar el efec-
to del pH sobre los parametros cinéticos de la glucoquinasa,
i~e la acciéon sobre la estabilidad de la enzima. Asi, en al-
F-nas preparaciones provenientes de Sephadex G-100 se obser-
ve una inactivacion de la enzima durante el ensayo a pH 8,5
r.ando las concentraciones de glucosa eran menores que el
I- c. Esta inactivacion se manifestaba a los 6 min de ensa-
1- aproximadamente y se podia revertir con DTT, afadido a
ma concentracion final de 10 mM (Fig. 16). La presencia de
111 (10 mM) en el medio de ensayo evitaba la inactivacion,

-1 que no se producia al menos hasta 25 min de lectura
Hlig. 16) . En el experimento que se ilustra en

figura 18, la enzima se preincub6é con DTT 10 mM y se
trabajé con una concentracion de DTT de 1 mM en el ensayo,

vez de 0,1 mM usado en los experimentos de la figura 17,
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en los cuales, sin embargo, no se observdé inactivaciéon. Como

ya se comentd, en algunas preparaciones provenientes de hi-

iroxilapatita ocurria, aun a pH 7,5, una inactivacién, también

revertida por DTT.

El efecto desestabilizador del pH por encima de 7,5 so-

rre la glucoquinasa podria deberse a que se favoreceria Ila

oxidacion de grupos tioles, 1o que produciria una disminu-

-"-6nde la actividad enzimatica. La enzima inactiva podria

recuperar su conformacién nativa por reduccién, mediante DTT,

re los puentes disulfuros formados. Esto concuerda con ob-

iervaciones realizadas en el laboratorio sobre el envejeci-

miento de preparaciones de glucoquinasa, las cuales experi-

mentan una inactivacion que es precedida por la pérdida de

[la reactividad con ditio-bis-dinitrobenzoato (DTNB) , siendo

caos fenomenos recuperables por DTT. La enzima envejecida

ir.serva su cinética sigmoidea (Heberlein et al., 1979).

Por otra parte, una ligera inactivaciéon de la enzima

c :arre durante el ensayo a pH &cidos. Esta inactivacion es

mayor en presencia de bajas concentraciones de glucosa y pa

race ser mas susceptible la enzima con mayor grado de puri-

ricacion. Asi, se aprecia inactivaciéon de la enzima prove-

ciente de hidroxilapatita, después de 12 a 16 min de ensayo

ten glucosa 2 mM a pH 6,05 o menor. A pH 5,5 la inactivacioén

ba observable aun con glucosa 100 mM. Hay que destacar que
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esta desestabilizacion de la enzima durante su medicidén no
fue impedida por la presencia de DTT 4 mM, lo que sugiere la
:?eracion de un mecanismo de inactivacion diferente al que
ectia a pH alcalino.

Inicialmente se explor6 el efecto del pH sobre la gluco
prinasa solo a dos concentraciones de glucosa, 2 mM y 100 mM
(¢‘1ig. 17). Los resultados obtenidos a 100 mM glucosa con-
ruerdan en general con los de Gonzalez et al. (1967), usando
Iris-maleato y Tris-glicina, quienes encontraron la méxima
actividad entre pH 8,0 y 9,0. Difieren de los descritos por
lalas et al. (1965) en glucoquinasa de conejo y por Parry y
telker (1966) en glucoquinasa de rata, quienes encontraron
-na actividad maxima entre 7,7 y 8,0, usando imidazol, glici-
nay glicilglicina. Puede observarse en la figura 17 que no
"y superposicion de ambas curvas, a 2 y 100 mM, lo que esta
tia indicando que no s6lo varia la actividad catalitica de la
enzima, sino también podrian modificarse otros parametros ci
-éticos, como el Kn y el nu. Se estudié por esto, el efec
t: que tendria el pH sobre la funcidon de saturaciéon de la glu
rcquinasa. La figura 18 ilustra los resultados obtenidos a
"res diferentes pH (6,6; 7,5; 8,5),destacandose que, no obs-
tante Ia, variacion en V y en K- c el nT no varia signifi
titivamente. No es rara entonces, la observacién de que en ex-

tractos de hepatocitos aislados, la sigmoidicidad de la funciodn
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FLgufia 17. Edicto delL pH Aobfte La actividad de La glu.cogu.nafa. Se usd
una enzima proveniente de la etapa de purificacion de hidroxilapatita
método ). Se midi6é el glucosa-6-P formado (ensayo la) con una concen-
tracion de DTT de 0,1 nM. Las cantidades de glucosa-6-fosfato-deshi-
irogenasa se ajustaban de modo de compensar el efecto del pH sobre esta
enzima. Simbolos vacios (0,D) glucosa 100 nM; simbolos llenos (© ,El)
glucosa 2 M. Tris-HCI (@O ,a ); Mes (0,0). Se asignd el valor rela-
tivo de 1,0 a la actividad obtenida a pH 8,5.
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rdgutia. 18. Gnd{dcoi> de HdIl de ¢(a {janadon de ¢atuAacdon de
\la. glucoquinaba con glucosa a dd{esienfe; pPH. Se uso gluco-
quinasa proveniente de la etapa de Sephadex G-100, la que g,
bia sido preincubada por 30 min con DTT 10 mM a 30°. La ac-
tividad se midié a través de la formacion de glucosa-6-P,
usando una mezcla de reaccidén que contenia, en un volumen fi
nal de 0,5 mi: amortiguador 100 mM; KC1 150 mM; EDTA 1,0 mM;
>MgCl2 12 mM; NADP 0,5 mM; glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
(cantidad variable segun el pH); ATP 5,0 mM; 0,05 mi de glu-
coquinasa y concentraciones variables de glucosa (@ a 200 mM).
[lipes pH 6,6 (©); Tris pH 7,5 (©); Tris pH 8,5 (0). El
; grafico inserto muestra los valores de velocidad obtenidos a
I los diferentes pH usando una concentracién de glucosa de
1 100 mM. Los parametros cinéticos se determinaron mediante un
: programa de ajuste por minimos cuadrados de la funcidon direc-
ta (v = VSn / (K + Sn)) en un microcomputador Altair y fueron
los siguientes:



99

de saturacion no cambia entre pH 7,3 y 7,5 (Bontemps et ai.,
1978) .

La figura 19 muestra comparativamente los resultados ob
renidos en varios experimentos, usando diferentes amortigua-
-cres. En un amplio rango de pH no hubo un efecto apreciable
sobre el grado de sigmoidicidad estimado a través del coe -
riciente de Hill, que no varid, significativamente
n, = 1,47 £+ 0,09) . En cambio si se afecta el KU.f’ el cual
aumenta notoriamente a los pH menores que 7,0. No se obser-
varon diferencias de Kn ¢ ni de nu entre los ensayos con di
"ersas concentraciones de DTT. Esto ocurre porque, aunque
rubiera cierto grado de inactivacion durante el ensayo a ba-
la concentraci6on de DTT (0,1 mM), para la estimacién de la
actividad se consideraban solo los minutos iniciales, donde
la eventual inactivacion era indetectable.

La variacion del KQ 5 en funcion del pH sugiere que un
rrupo acido de un pK aproximado de 7, que podria ser el imi
aazolio de la histidina, estaria implicado en la unién de glu
rosa. En efecto, al hacer un gréafico de Dixon (pKQ ™ en
funcidén del pH) (Dixon y Webb, 1964) , aparece un grupo de pK
alrededor de 7 en el complejo enzima-glucosa.

El efecto del pH sobre el explica por qué no se su
rerponen las dos curvas de la figura 17, pues, aparte del

afecto sobre la actividad catalitica de la glucoquinasa, hay
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zgusia 19. Regumen de log, ccctog del pH ¢aste. log pasidmetsioy, CA.nistioo,
ie It gZucogiunasa con gluco¢a. Se muestran resultados obtenidos en dis-
tintos experimentos similares al descrito en la figura 18, usando difereii
tes amortiguadores, diversas preparaciones enzimaticas obtenidas por el
netodo 1 (GK), en presencia de distintas concentraciones de DIT. En todos
estos casos semidié el pH de las mezclas de ensayo una vez finalizado és
te, y se encontré que correspondia al pH del amortiguador usado. Cada sim
oolo indica un mismo experimento. La franja gris en el grafico de la dere.
dr, indica el intervalo entre una desviacion estandar (S) por encima y
Jtra por debajo del promedio de los valores de m\.

s=( S X-xX)2MN)

A) Mes-Tris: pH 5,75; 6,05; 6,3. DTT 4 mM. GK (hidroxilapatita).
i !0) Mes: pH 6,05; Tris pH 8,5. DTT 0,1 mM. GK (hidroxilapatita)
B) Mes: pH 6,05. DTT 4 mM. GK (Sephadex)
I (O) Pipes: pH6,6. Tris: pH 7,5; 8,5. DTT 1mM. GK(Sephadex)
I (O) Pipes: pH6,6. Tris: pH 7,5; 8,5. DTT 1mM. CK (Sephadex)
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un efecto sobre la afinidad de la enzima por glucosa. EIl au
vento del KQ 5 por disminucién del pH afecta especialmente la
velocidad a las concentraciones bajas del sustrato, por lo
cual la disminucion de la actividad a pH acido es proporcio-
nalmente mayor con glucosa 2 mM que con glucosa 100 mM. Se
sumarian dos efectos: menor actividad catalitica y menor pro
porcién relativa del complejo enzima-glucosa.

La constancia de la sigmoidicidad de la glucoquinasa
contrasta con la sensibilidad mostrada por otras enzimas,
rué varian grandemente su conducta cinética en funcién del
pH. Estudios realizados con fosfofructoquinasa de variadas
fuentes muestran que la cinética tiende a hacerse hiperbdéli-

ca a pH sobre 7,5 (Lowry y Passoneau, 1966; Kemp, 1971; Lee

et al., 1973). Asi, a pH 8,2 la enzima de corazén de oveja es

2+
riuchaeliana con respecto a ATP, fructosa-6-P y Mg . Sin

snbargo, a pH 6,9 la enzima muestra cinética sigmoidea para

mHansour y Ahlfors, 1968). A la inversa, a pH menores que
~",0 la piruvato-quinasa L presenta una cinética michaeliana
rcn respecto a P-enolpiruvato y no puede ser activada por
fructosadifosfato. En cambio, a pH mayores que 7,2 muestra
-c.a dependencia sigmoidea de la concentracién de P-enolpiru
~uto y es activada por fructosadifosfato, aumentando el efec

ce homotrépico del sustrato al incrementarse el pH (Rozengurt
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et al., 1969). Estas dos enzimas, son oligomeros y el efecto
¢cel pH se ha interpretado sobre la base del modelo de Monod
et al. (1965), postulandose un desplazamiento en el equili-
brio de los conférmeros, que poseerian diferente afinidad por
los sustratos y por los modificadores alostéricos (ver Discu-
sien) .

Por otra parte, la ribonucleasa pancreatica de bovino es
-na enzima monomérica y muestra sigmoidicidad a pH sobre 6,6
con algunos sustratos sintéticos. Asi, con uridilil-3,1-0-
r.aftaleno-5-ol no presenta cooperatividad a pH 5,6, mientras
tue a pH 6,6 o superior hay una cooperatividad cinética mar-
cada. Se postula para esta enzima un equilibrio entre dos
estados conformacionales con diferente actividad, el cual se
iesplaza hacia la forma menos, activa al aumentar el pH.

La glucoquinasa es también una enzima monomérica (ver
~is adelante), y para explicar la cinética sigmoidea hemos
postulado la existencia de al menos dos conformaciones con
tiversa afinidad por glucosa (Cardenas, 1978; Cardenas et al.,
1979; Olavarria et al., 1979). Debe concluirse, en consecuen-
zia, que las variaciones de pH no alterarian de modo diferente
-a afinidad por glucosa de ambas formas, ni el equilibrio en-

tre ellas, en contraste con lo que ocurriria en la ribonucleasa.
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b) Efecto de la concentracién de K y de Na

Los cationes monovalentes son activadores de varias clases
de reacciones enzimaticas, incluyendo reacciones de transferen-
cia de grupos fosforilos (Evansy Sorger, 1966). La activacion
podria ocurrir a través de una transicion conformacional de la
enzima inducida o estabilizada por el catién (Kachmar y Boyer,
1953; Evans y Sorger, 1966; Sapicoy Anderson, 1970) . También
pueden actuar como inhibidores. En efecto, se ha mostrado que
el K+ es un inhibidor potente de las hexoquinasas de rata y de
cuy. Asi, a concentraciones de K+ relativamente bajas (<0,25M)
inhiben significativamente (25 a 50 %) a las hexoquinasas de higa-
do, rifnén y masculo esquelético (Weiser et al., 1971). Estos mis-
mos autores encuentran en cambio, una muy leve inhibicién de la
glucoquinasa (< 10 % con concentraciones de KC1 de hasta 0,5 M.

El K+ ha sido descrito como un agente estabilizador de la
glucoquinasa (Salas et al. ,1965; Parry y Walker, 1966; Gonzalez
et al ., 1967 ; Pilkis , 1972 ; Grossman et al. , 1974; Maccioni y Babul,
1974; Holroyde et al., 1976). Por otra parte, Pilkis (1972) en-
contré una considerable variaciéon en el peso molecular aparen-
te de la glucoquinasa,de 48.000 a 65.000 , al hacer experimentos
de filtracidén en Sephadex G-100 en presencia y ausencia de
KC1 150 mM, respectivamente

Estos resultados sugieren que la glucoquinasa puede existir

en diversas conformaciones, de acuerdo con la concentracién de
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?+ o de la fuerza i6nica, las cuales tendrian diferente radio

ie Stokes y diferente estabilidad. Dado que estas distintas
conformaciones podrian diferir en sus propiedades cinéticas, co-
no ocurre con fructosa-l-fosfato-quinasa (Sapicoy Anderson,
1970) y fructosa-1,6-difosfatasa (Hubertetal., 1970), parecio
conveniente investigar si las variaciones en la concentracioén de
¥ afectédbanla cinética déla glucoquinasa. La figura 20a
~uestra un experimento en el cual se traté de pesquisar alguna
diferencia en el efecto del ion potasio sobre la actividad de la
“~ucoquinasa medida a dos concentraciones de glucosa. Se eligi6
-'a concentracioéon saturante (100 mM) y otra bajo el KQ5 @ m)

I se estudid el efecto de concentraciones crecientes de K+ so-
freia velocidad. EI medio de ensayo contenia una concentracion
dasal de K+ de 15 o 30 mE y el aumento de concentracidn se con-
seguia por adicién de KCl. Puede observarse que mientras con
Glucosa 100 mM hay una franca disminucién de la actividad enzi-
ritica al aumentar la concentraciéon de K+ ,con glucosa 3mM, en
rsmbio, la velocidad casi no varia. Aun mas, al no afiadir DTT
el medio de ensayo (tenia solo lo que aportaba la enzima) , se
reservé una pequefia activacion (15%) con K+ a concentracion
reja de glucosa, lo que no ocurridé a glucosa 100 mM.

Se quiso estudiar si este fendmeno ocurria también al sus-
tituir K+ por Na+. La figura 20 b ilustra que al aumentar la
concentracion de Na+ hay una inhibicién al usar glucosa 100 mM

en cambio, hay mas bien una estimulacion a glucosa 3mM, a

semejanza de lo que sucede con K+ .
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FZgu™a 20. Efi&cto daz K+ y dzZ Na+ cobste. ;a ac.tZvZd.ad de ¢a
5¢UCOquZnaAa. La glucoquinasa (17 mU), proveniente de Sephji
:ex G-100 (método 1; act. esp. 2,9 U/mg proteina), se ensayo
a dos concentraciones de glucosa en presencia de diferentes

concentraciones de K+ (a) y de Na+(b). La actividad fosforjl
lante de glucosa se determino midiendo la produccién del glu
iosa-6-P (ensayo la) a pH 7,5.

i En el medio deensayo existia una concentracion de Na+ de
10 mE y la fuerza iodnica vario entre 112 mM a concentracion

Se k™ de O mE y 543 mM a concentraciéon de K+ de 431 mE.

: En el medio deensayo existia una concentracidén de K+ de
Al mE. La fuerzaiodnica en ausencia de Nal era de 143 mM y
umentaba hasta 543 mM en presencia de NaCl 400 mM.

10 ) Glucosa 3 mM; DTT 2,5 mM

) Glucosa 3 mM; DTT 0,1 mM

€0) Glucosa 100 mM; DTT 2,5 mM

m) Glucosa 100 mM; DTT 0,1 mM
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El hallazgo de que tanto el efecto del K+ como el del Na+
so6brela velocidad dependia déla concentracién de la glucosa,
sugirio la existencia de un cambio en los parametros cinéticos
de la glucoquinasa, inducido especificamente por potasio y sodio
o simplemente por el aumento déla fuerza id6nica. Se estudio
por esto el efecto de concentraciones crecientes de K+ Y de Na+
s6brela funcién de saturacién de la enzima, encontrandose que
el incremento en las concentraciones de estos 1ones no modifi-
caba el coeficiente de Hill, no obstante la disminucién en el
K cyen laVv (Cardenas, 1978 ; CArdenas et al., 1979) .

La figura 21 muestra los resultados obtenidos en ausencia
ce K+ y en presencia de K+ 150 mM. Para realizar este experi-
_ento, la enzima proveniente de la etapa de Sephadex fue concen-
trada a través de una pequefia columna de DEAE-celulosa y luego
se retir6o el K+ mediante filtracion en una columna de Sephadex
2-25. Cabe destacar, sin embargo, que en estos experimentos
las soluciones de ensayo contenian una pequefia concentracion
le Na+ (10 mE),usado como contraién del ATP. Puede observarse
rué la Vmax y el Kg ™ disminuyen en presencia de K+, pero que
no hay una diferencia entre las pendientes del grafico de Hill.
Al realizar los experimentos en ausencia 0 con bajas concentra-
fiones de K+ (< 30mM) hay que tener presente que puede ocurrir
-na cierta inactivacion durante el ensayo. Algunas preparacio-
nes son mas susceptibles ala inactivaciéon, lo que puede depen-

rer del tiempo transcurrido desde su obtencién y del grado de
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FéeguAa 11 Leyenda en la péagina siguiente
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Tlguaa 21. Efecto del K+ hobae la {juncion de ¢aXuaacldén de la glucoqul-
mafa con glucosa. Cuatro unidades de glucoquinasa, de la misma prepara
cion usada en la figura 20, se concentraron a través de una columna de
DEAE-celulosa S-S (1,1 x 5,2 cm). La enzima se eluyd con una solucion
amortiguadora que contenia Tris-HCI 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; DTT 4 mM;
KCI 500 mM; glucosa 100 mM. Alicuotas de este eluido se filtraron a
través de una columna de Sephadex G-25 (1,1 x 10 cm), usando el mismo
amortiguador anterior, pero sin KCI ni glucosa. Las fracciones enzima-
ticas del eluido se juntaron, previa verificacion de que no contenian glu-
cosa ni KCl. La presencia de glucosa se detectaba con hexoquinasa y la
e KCI por conductimetria y por titulaciéon de los cloruros con AgNU3.

La glucoquinasa asi obtenida se ensayo a diferentes concentraciones
ce glucosa, en ausencia (0) y en presencia de KCI 150 mM (O ), mediar™
te el ensayo la, a pH 7,5. La concentracion de DTT en el medio de ensa-
yo fue 0,2 mM y correspondié a la concentracién aportada por la enzima,
los gréaficos de Hill se hicieron considerando como V la velocidad
experimental a glucosa 100 mM, una vez restados los blancos. Los para-
metros cinéticos se obtuvieron del grafico de Hill, aplicando un progra.
ca de regresion lineal. Los parametros cinéticos fueron:

0) Sin KCI (fuerza i6nica 111 mM) : V= 6,7 nmol/min;
Kg ,-=10,6 mM
(o) Con KCI 150 mM (fuerza io6nica 261 mM): V=5,4 nmol/min;

nH=1,49;

ny =1,49;
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pureza alcanzado. La inactivacion ocurre especialmente a con-
centraciones bajas de glucosa y de DTT, pues tanto el sustrato
mismo como el DTT son estabilizadores. Es importante estar
alerta a este hecho y observar con extremo cuidado las curvas
de progreso, pues sise presenta inactivacidén a concentraciones
bajas de glucosa, se obtiene un aumento déla sigmoidicidad,
gque no es sino un error metodolodgico.

El efecto de la concentracién del K+ sobre la conducta ci-
nética déla enzima puede apreciarse mejor en la figura 22,
que resume los resultados de varios experimentos. Se observa
que no habia variacion significativa del coeficiente de Hill
de la enzima (nn = 1,51 = 0,08) , aun a concentraciones de K+
*an altas como 495 mM. En cambio, existia una disminucion del

Q5 a medida que aumentdbala concentracidn del K+ . En estos
experimentos se confirmé la disminucidn de V a medida que
se hacta mayor la concentraciéon de K+.

El efecto de la concentracidn de Na+ sobre la funcidén de
saturacion se ilustra en la figura 23, que muestra los resul-
tados obtenidos en ausencia Yy en presencia de Na+ 400 mM.
~uede verse en el grafico de Hill inserto, que no hay variacion
significativa entre las pendientes de ambas rectas, no obstan_
te el apreciable efecto sobre la VmaX-La tabla V muestra los
malores de los paréametros cinéticos obtenidos a cuatro concen-
traciones de Na+ . Al igual que en el caso de K+, el n, perma-
*ece constante mientras que el Ké_g’y la Vmax disminuyen. Debido

t este efecto sobre la Vmax y el KU_?,eI Na+ y el K+ podrian
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TABLA V

Efecto del WACI ;obAe lo; paAdmetAoA elndtleocA de la glueo-

qulnaAa de Aataa

NaCl Fuerza id6nica® VmaX KO.5 nH
@) (mvD (mJ) (mvD

0 123 8,49 7,8 1,52
200 323 7,53 6,4 1,44
300 423 6,84 6,0 1,41
400 523 5,72 5,4 1,45

Los detalles experimentales y la obtencidon de los parametros
cinéticos se describen en la leyenda de la figura 23.

Corresponde a la fuerza id6nica del medio de ensayo.
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aparecer como inhibidores incompetitivos; sin embargo, su
accion activadora a bajas, concentraciones, de. glucos.a, ha-
ce que no puedan ser catalogados como tales. En efecto, si
los datos de la figura 21 o los de la figura 23 se llevan a
un grafico de dobles reciprocos que se lineariza elevando la
concentracion de glucosa al exponente n , se obtienen dos rec
tas que, como era de esperar, no son paralelas sino que se
intersectan en el cuadrante derecho superior.

El efecto del K+y del Na+ (0o de la fuerza i6nica) de dis-
minuir conjuntamente 0.k Y VmaX podria explicar los resul-
tados de la figura 20, ya que habria dos efectos opuestos:
por una parte, una inhibicidon de la actividad catalitica vy,
por otra, una estimulacion debida al aumento de la afinidad
de la enzima por glucosa. A concentraciéon alta de glucosa
(100 mM) pesaria principalmente el efecto inhibitorio, en
cambio a concentraciones bajas se harian sentir ambos efectos,
dejando un balance de cierta activacion. La disminucién del

_y de laV provocada por aumento en la concentraciodn
de KC1 o de NaCl indica cambios en la conformacion de la en-
zima. Las conformaciones existentes a alta concentracién de
K+, no obtante ser mas estables y tener valores menores de
VmaX y de 0.5 , mantienen una cinética cooperativa con glucosa,

De los estudios realizados en presencia de Na y de K se
desprende que ambos cationes son equivalentes desde el punto

de vista del efecto in vitro sobre los parametros cinéticos
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-e la glucoquinasa, a pesar de que, como agente estabilizador,
algunos autores han descrito que el Na+ no podria reemplazar
al K (Salas et ai., 1965; Pilkis, 1972; Parry y Walker,
1966) .

A fin de verificar este ultimo punto se realizaron recien-
temente algunos estudios (Toledo y Cardenas). Se explord,
por una parte, la posibilidad de reemplazar el K+ por el Na+
-orante la preparacion de la enzima y, por otra, la estabili
oad de la glucoquinasa a 37° en presencia de Na+ o de K+ . Se
prepar6 enzima, mediante el método 2, hasta la etapa de DEAE-
re~ulosa (columna de 4 mi), a partir de un higado de rata se-
parado en dos porciones. Una de ellas se procesé con las mis_
tas soluciones descritas en el método 2. Para el procesamien
ao de la otra parte se reemplazé el fosfato de potasio por
fosfato de sodio y el cloruro de potasio por cloruro de so
0-0. Se encontr6é que en dos preparaciones asi realizadas el
rendimiento con Na+ fue un 50-60% del rendimiento con K+ . De
arto se desprende que el K+ no puede ser reemplazado por el
-a en la purificacion de la glucoquinasa, al menos en las
a-rapas iniciales de la purificacion. Al estudiar la estabi-
--tad térmica de las enzimas asi obtenidas (una con Na+ y la
otra con K+), se encontré que la glucoquinasa preparada en
presencia de Na+ era mas susceptible a la inactivacion a 37°

P-e la obtenida en presencia de K+ (Fig. 24). Ademas, en
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Fegu/ux 24, Leyenda en la pagina siguiente
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reguAa 14, Cenétgca de ¢nactgvac.¢6n a 37° de ¢a g¢gucoqugna-
ifl en Pe-6encda de K+ o0 de Wa+- La glucoquinasa en etapa

de DEAE-celulosa se preparo por el método 2 en presencia de

(0) o de Na+ (= ). Ambas preparaciones provenian de un

mismo higado que se habia dividido en dos porciones. Una de
ellas se homogeneizo en presencia de fosfato de potasio 10 mM,
PH7,0; EDTA 1 mM; KC1 120 mM; 2-mercaptoetanol 5 mM; glucosa
. mM, y la otra porcidon de higado se homogeneizo en las mif
mas condiciones excepto que se reemplazo el KC1 por NaCl vy
el fosfato de potasio por fosfato de sodio. Los S”™ corres-
pondientes a ambas preparaciones se cromatografiaron separa-
damente en columnas de DEAE-celulosa (DE-52) de 4 mi en las
:ue se aplicé una cantidad de proteina equivalente a 1 g de
ligado por mi de resina. Las columnas se lavaron con 7 volu
renes del mismo amortiguador de homogeneizacidn pero sin gliu
losa y que contenia KC1 o NaCl 120 mM, segun el caso. La
elucion se hizo mediante KC1 o NaCl en un gradiente lineal

ie 120-500 mM en el amortiguador de equilibrio y lavado

16 mi por lado). Las fracciones con actividad glucoquinasi
:a y sin contaminacién con hexoquinasa C o con N-acetilglucE
samina-quinasa se juntaron y con ellas se hizo este experimen
"o0. Volumenes iguales de ambas preparaciones se incubaron a
. ©y se retiraron alicuotas a distintos tiempos segin se in_
:ica en la figura, determinando la actividad fosforilante de
ilucosa remanente a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reac-
lion se inicid con la adicion de ATP.

La ordenada estd dibujada en escala aritmética (@) 0 esca-

la logaritmica (b).
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presencia de Na+ la inactivacidon no sigue una cinética de pri
ner orden, como puede observarse en la figura 24b. Estas
observaciones confirman la diferencia en la accidn estabiliza
¢cora de ambos cationes.

En estudios de fosforilacién de glucosa en hepatocitos in-
tactos se ha mostrado que la naturaleza del cation influye
en la funcidon de saturacion de la glucoquinasa. Asi, cuando
se incuban los hepatocitos en solucidén de Krebs-Henseleit,
~a curva de saturacidén es sigmoidea, con un coeficiente de
Hill de 1,8 y un KQ para glucosa de 20 mM. Al reemplazar
en el medio de incubacidén los i1ones sodio por iones potasio,
el coeficiente de Hill disminuye a 1,3 y el a 12 mM, con
itual V en ambas condiciones (Bontemps et al., 1978). Es
iecir, en presencia de K+, la curva tiende a hacerse menos
sigmoidea, 1o que trae como consecuencia que a concentracio-
nes no saturantes de glucosa, por ejemplo a concentraciones
fisiologicas, la velocidad de fosforilacidon iIn situ sea mayor
en un medio con K+ que en un medio con Na+ .

El efecto diferente de ambos iones sobre la fosforilacion
e glucosa se pierde al hacer el estudio en extractos de he-
tatocitos (Bontemps et al., 1978), donde la forma de la cur-

I +

"a no cambia al reemplazar el Na por K en el medio de ensa
_"c, 1o que concuerda con los resultados descritos en este

trabajo con enzima purificada. Pareceria ser que el efecto
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Aferente de Na+ y K+ sobre la fosforilacion de glucosa in
-vo requiere de alguna manera la integridad celular para
manifestarse y modular la conformacidon de la enzima por un

““ecanismo alun no conocido.

r Efecto de DTT, agente reductor de puentes disulfuros

Los grupos tioles juegan un papel importante en la acti -
"inad de muchas enzimas. Asi, en las hexoquinasas de mami-
reros y de levaduras se ha encontrado una relacidén directa
entre la modificacién de los grupos SH y la inactivacién de
--— la enzima (Colowick, 1973). En la glucoquinasa se habia
renostrado una inactivacion con reactivos modificadores de
-rapos tioles (Salas et al., 1965; Parry y Walker, 1967;
liikis, 1972). Por otra parte, observaciones realizadas en
arte y otros laboratorios habitan mostrado que reactivos reduc
r:res de puentes disulfuros, como DTT y 2-mercaptoetanol,
rrtuaban como agentes estabilizadores de la glucoquinasa y se
-abia introducido su uso durante la purificacién de la enzima
Salas et al., 1965; Parry y Walker, 1966; Babul y Niemeyer,
-166). Los grupos SH de la glucoquinasa podrian participar
::no residuos cataliticos, o bien como estabilizadores de
-"a conformacién cataliticamente activa. La modificacion

da los grupos tioles (oxidacion o alquilacioén)



podria originar un cambio conformacional que, junto con dismi
r.uir la actividad catalitica, pudiera alterar la conducta ci
"ética. Por ejemplo, la modificacidon de un grupo tiol produ
ce un cambio en las propiedades cinéticas de la fosfofructo-
quinasa, obteniéndose una enzima desensibilizada frente a la
inhibicion por MgATP (Kemp, 1969). Asimismo, la hexoquina-
sa C pierde la inhibicidéon por exceso de glucosa al ser modi-
ficados sus grupos SH (Ureta, 1976).

Por actuar como agente estabilizador, la presencia del
1ITT en la mezcla de reaccidén puede ser muy importante al tra
rajar con concentraciones bajas de glucosa, pues en algunas
condiciones ocurre una inactivacidéon. Asi, se habia visto
que el DTT impedia y revertia la i1nactivacién producida a
rH alcalino (figura 16). También evitaba la inactivacion
a bajas concentraciones de glucosa, observada aun a pH 7,5,
ron preparaciones de glucoquinasa provenientes de hidroxil-
ipatita (pagina 66) . Esta capacidad estabilizadora del DTT
hacia aconsejable su uso rutinario en el medio de ensayo de
la enzima. Sin embargo, antes de tomar esta decisidén,y en
vista de todos los antecedentes comentados, parecid necesario
ieterminar si la presencia de DTT en la mezcla de reacciodn
ira capaz de modificar el grado de cooperatividad de la glu

roquinasa con glucosa.
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El gréafico de Hill de la figura 25 muestra los resultados
obtenidos en ausencia y en presencia de DTT en el medio de
ensayo, al estudiar la funcidén de saturacién con glucosa de
una enzima recién preparada que habia sido purificada en au-
sencia de agentes reductores. La glucoquinasa usada era ac-
tivable en un 20% por DTT, lo que indicaba que se habia inac
tivado parcialmente, con formaciéon de puentes disulfuros.

El paralelismo de las rectas indica que la presencia de DTT
ro afecta la cinética cooperativa con glucosa (Cardenas et
=1-, 1975). Debido a que el grado de oxidacién de los grupos
rioles parecia afectar la Vv , pero no el coeficiente de
Hill, se decidid introducir DTT como componente habitual de
la mezcla de ensayo. Como el tiempo requerido para la reac-
tivacion de la glucoquinasa a 30° es dependiente de la con-
rentracion de DTT, se eligidé una concentracién de 2,5 mM que
permitia reactivar en el periodo de preincubacidén una enzima
parcialmente inactivada.

La independencia del grado de sigmoidicidad con respecto
ti grado de inactivacién se viO también en una preparacioén
le la etapa de Sephadex que habia perdido totalmente su acti®
vidad catalitica durante el almacenamiento de 9 meses a 4o0.
Al ser tratada con DTT 10 mM durante 18 h aproximadamente,
la enzima envejecida se reactivé hasta alcanzar un 3,3% de

la actividad original. En esta condicién el coeficiente de
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[Glucosa], mM

aygsia 25. Gaa” coa dz HdZt dz ¢ca {juad-6n dz 4cutulacA.6n con gtuzogca zn

— 5zvic)jl y Zn psieszncia dz VIT. La glucoquinasa se preparo hasta la eta-

- 1T de hidroxilapatita en ausencia de DIT. La actividad fosforilante de

I-acosa se determino a diferentes concentraciones de este sustrato me -

-ante el ensayo la, a pH 7,5 en ausencia (0) y en presencia de DTT
25 M (=).

m0) Sin DTT: V = 10,5 nmol/min; nti = 1,47; KU Ig: = 6,4 nM

i DIT 2,5 nMM: V= 12,6 nmol/min; njj = 1,47; Kg 5 = 7,3nM
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Hill fue de 1,45 y el KQ de 4,2 (Fig- 26). Otros experimen
ros realizados con enzimas envejecidas dieron resultados ente
ramente analogos. Concuerda con estos hallazgos la observa-
cion de que los valores de n y de KA son semejantes a los
le la enzima nativa en una enzima parcialmente inactiva y
resistente al DTNB, en la cual se habia ya producido supues-
tamente una oxidacién de grupos tioles (Heberlein et al.,
1978; Heberlein, 1979).

Todo hace pensar que, aunque después de la reactivacion
con DTT no se logre la misma conformacidon nativa, basta que
ella sea cataliticamente activa para obtener una conducta ci-

nética cooperativa con glucosa.

i Efecto de la concentracién de enzima sobre la conducta

cinética de la glucoquinasa

Una condiciéon importante del ensayo,que puede modificar el
erado de cooperatividad, es la concentracién de la enzima. Va
reaciones en este parametro pueden producir desplazamientos
en el estado de equilibrio entre formas enzimaticas con distin
aa estructura cuaternaria, produciéndose fendmenos de asocia
:edn-disociacioéon. Estas formas podrian diferir en sus propie
eades cinéticas y la cooperatividad ser el resultado de un des

;lazamiento adicional del equilibrio entre ellas provocado por

—- sustrato. Se han descrito varios ejemplos de enzimas que
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-Zguna 26. RzactAvaczZén o, Za gZuc.oquinada. pon. VIT. CaAacteAXAtZaaA

- F.IZoooA de &1 znzZma n<aCittldd.  Se uso glucoquinasa en la etapa de
Sephadex G-100 (método 1; act. esp. original 2 U/mg de proteina) enveje-

ita por 9 meses a 4o0. La actividad fosforilante de glucosa se determino

i pH 7,5 mediante el ensayo la.

i} Cinética de reactivacion por DIT. La actividad de una alicuota de
«-15 mi de glucoquinasa se ensayd a 100 nM glucosa y sin DTT. Al cabo de
nin (tiempo 0) se agrego DTT a una concentracion final de 2,5 (0),

B) o 10 nM (0) y se continud registrando la formacién de producto.
Se estim6 la velocidad a distintos tiempos mediante el trazado de las
ccrgentes a las curvas de progreso respectivas. Control sin DTT (O0). La
actividad basal corresponde a la actividad fosforilante de glucosa de la
T-acetilglucosamina-quinasa, la cual no es activada por DIT.

I Grafico de Hill. Una alicuota de la misma preparacion anteriormente
uiza se incub6 con DTT 10 nM a 30° por 30min, y se dejo luego a 4*hasta
*1 dia siguiente (18 h). Se ensay0 la actividad fosforilante de glucosa
* crstintas concentraciones de este sustrato y en presencia de una con-

secracion de DTT de 3nM. IMax = 2,8 nmol/min; = 4,2 M; fy =1,45.
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?-leden autoasociarse y en las cuales las caracteristicas ciné
ticas dependen de la concentracion de proteina (revisién en
“rieden, 1971). Es el caso de la fosfofructoquinasa de varios
tejidos. Asi, la enzima de eritrocitos humanos disminuye la
eooperatividad con el fructosa-6-fosfato al incrementarse la
concentracion de enzima, Yy se produce una disminucion en el
Ig - (Wenzel et al., 1976). Estas observaciones han sido in-
terpretadas en términos de un modelo de autoasociacion que
considera como unidad basica un dimero inactivo (Mr 190.000),
el cual por autoasociacion originaria formas activas. EI
iructosa-6-fosfato desplazaria el equilibrio hacia las formas
:ligoméricas (Wenzel et al., 1976).

La cooperatividad podria también ser el resultado de las
interacciones entre los sitios activos de formas oligoméricas
ie la enzima, cuya proporcion relativa con respecto al moné-
aero es funcidén de la concentracion total de enzima y de la
nmcentracion del sustrato.

Era, pues, importante determinar si los parametros ciné-
ncos de la glucoquinasa se veian afectados por la concentra
non de enzima usada en el ensayo. Este punto era crucial
-ara la correcta interpretacion de futuros experimentos. La
ligura 27 muestra los resultados obtenidos al estudiar la
rondén de saturacion con glucosa, variando la concentracion
ie enzima en un orden de magnitud. En el intervalo de con-

rentraciones utilizadas, el cual estaba limitado por los
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T-fguha 27. Funcioén de ¢aluAaclon de la glucoqulnadéa con glucosa al upaen.
-a-="thenleA concewOuacloned de enzima.. La glucoquinasa en la etapa de
—"e‘Celulosa (método I; act. esp. 0,6 U/mg de proteina) se diluyd 1:2;
"A; 1:6; y 1:8 en amortiguador Tris-HCI 10 nM, pH 7,0 que contenia EDTA
-=M; DTT 1,0 nM y KC1 0,26 M. Las diluciones se hicieron inmediatamente
irtes de ser usadas y para cada una de ellas se determindé, en una ali-
:—ta de 0,1 mi, la actividad fosforilante de glucosa a distintas con-
lentraciones de este sustrato. Se usO el ensayo la, a pH 7,5. En el gra-
fico principal se muestra la velocidad relativa (v/ en funcion de
—-zncentracion de glucosa. El grafico inserto muestra la variacion de la
en funcion de la concentracion relativa de la enzima. Se asigné el
Tilor de 1 a la concentracion de enzima resultante de la dilucion 1:38.
s valores de n™ oscilaron entre 1,41 y 1,61 con un valor promedio de

-.50. Los valores de kq 5 variaron entre 6,8 y 8,0 con un valor promedio
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-etodos de medicién de la actividad, no se observaron varia-
ciones en la conducta cinética, pues las curvas obtenidas se
superpusieron, como se observa en la figura 27. Estos resul-
tados permitieron, posteriormente, variar la concentracidn de
enzima dentro de un mismo experimento, con el fin de tener
estimaciones mas precisas de la velocidad. En todos estos
casos se verificaba que la relacién entre velocidad y con-
centracion de enzima fuera lineal. ElI hecho que no se obser-
~en variaciones en la conducta cinética con la concentracion
ce enzima, concuerda con los resultados que se mostraran en
—- capitulo 7, donde no se observan variaciones en el coefi-
ciente de distribucidon en Sephadex G-200 al variar la concen-

traciéon de enzima (Figs. 58 y 60).



3. INTENTOS DE MODIFICACION DE LA COOPERATIVIDAD

Se consideraron inicialmente tres posibilidades que dieran
ena explicacidon sobre la cinética cooperativa de la glucoqui-
_.asa con glucosa: 1) que el efecto cooperativo fuera la conse
cuencia de la existencia de un oligomero (compuesto tal vez
fe dos subunidades), como ocurre en la mayoria de las enzimas
que lo presentan; 1ii) que la cooperatividad se debiera a la
presencia de un segundo sitio de unidén del sustrato (sitio
elostérico) en la misma subunidad, como se sugiere en el caso
-e la ribonucledsidotrifosfato-reductasa (ver Discusién, pp-
1-0~272), y 1iii) que la enzima pudiera existir en al menos
--S conformaciones con distintas propiedades cinéticas, como
parece ser el caso de la hexoquinasa (ver Discusién, pp- 281-
1:3). Tanto las iInteracciones entre las subunidades como en-
tre los dos sitios de una misma subunidad, asi como las propor
nones relativas de diversas conformaciones, podrian perturbar
te por diversos tratamientos, como fotooxidacidén, calentamien-
12y presencia de agentes desnaturalizadores. Se pensé que e£
tes tratamientos podrian originar una enzima con cinética mi-
reaeliana, como ha ocurrido en el caso de otras enzimas que pre
rentan cooperatividad (ref. en Stadtman, 1970). Este tipo de
experimento podria, ademas, aportar informacidén para una inter-

pretacion molecular de la conducta cinética de la glucoquinasa.
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M) Fotoox idacion

Se sometidé a fotooxidacion a la glucoquinasa para determi”®
--r si la modificacion fotoquimica producida podria eliminar
efecto homotrépico aparente de glucosa. Este resultado
ira probable, ya que a través de la fotooxidacion es factible
Producir cambios en las conductas cinéticas no michaelianas,
::mo ha sido descrito. Asi por ejemplo, en la fosfofructoqui”®
"¢;sa de corazon de oveja, la fotooxidacidén suprime la cinéti®
-1 cooperativa con fructosa-6-P y la inhibicidon por ATP

Ahlfors y Mansour, 1969).

Al estudiar el efecto de la fotooxidacidon sobre la activi®
a;, de la glucoquinasa a pH 7,0, usando como agente oxidante
--ul de metileno, se observd que se producia una ihactivacion
re la enzima, proceso que se comportaba como de primer orden
(Sig. 28a). La sola presencia de azul de metileno 2,16 yM,

: la 1luminacién hasta por 70 min en ausencia del catalizador,
-z produjeron inactivacion en las condiciones experimenta-
-es usadas. La presencia de DTT en el medio de ensayo no re-
rrtiéo la inactivacion.

Al estudiar el efecto de la fotooxidacidéon sobre los para-
metros cinéticos de la glucoquinasa, se observd que, contra-
riamente a lo esperado, la modificacidon fotoquimica no logré

reprimir o disminuir la cooperatividad (Cardenas et al .,
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La figura 28b muestra los resultados obtenidos al fTotooxi_
la glucoquinasa por 25 min y estudiar posteriormente la
r.r.cion de saturacion. El paralelismo de los gréaficos de Hill
resultantes muestra que la enzima fotooxidada no modificd sig
m-ficativamente su coeficiente de Hill, no obstante aumentar
W. Kg ™ de 6,5 a 10,1 mM.

Estos resultados contrastan con los obtenidos con la gli-
rigeno-sintetasa de Rana catesbeianar en los cuales las foto-
mcidacién suprime la cooperatividad para UDPG-glucosa y glu-
r:sa-6-P (activador) y, sin embargo, no afecta" al N para
-1 sustrato ni para el activador (Sevall y Kim, 1971).

Se explord la posibilidad de usar en estos experimentos
rlucoquinasa proveniente de otro organismo, cuya cooperati -

liad pudiera ser alterada mas TfTacilmente. Asi, se ensayol
—-ucoquinasa de rana chilena (C. caudiverbera) , la que resul-
t6 ser muy sensible a la fotooxidacidon en las condiciones
empleadas. Al ser fotooxidada por 10 min en presencia de
mpul de metileno, se inactivo en un 89%, 0o que impididé estu-
diar la funcidén de saturacidén. La sola presencia de azul de
metileno a esa concentracion inactivo considerablemente la
eizima respecto al control sin azul de metileno y en oscuri -
iad, teniéndose una VmaX de 58%, con un ligero aumento en el
I c,pero con mantencion de la cooperatividad (Tabla VI1).

La glucoquinasa de rana parece ser mas sensible a la inac-

tivacion por fotooxidacidén que la isoenzima C de la misma



TABLA VI

z{e.c.to di Za. {otooxtdaitdon ;obué Zo; pafid.me.tao;, ctnéttcoA ce.

Za gZucoqutnaAaa

Itr.dicion enzimatica V KO.5 nH
Uusz0,5 mi (mv)
I-ucoquinasa de rata*
mo tratada 11,92 6,45 1,47
~Izrooxidada 10 min 6,02 9,47 1,43
Fitooxidada 20 min 3,05 10,14 1,50
acoquinasa de rana®
tratada 4,55 1,45 1,6
- Azul de metileno 10 min 2,54 2.00 1,4

I :tooxidada 10 min 0,51 “

La actividad fosforilante de glucosa se determino a pH 7,5
rediante el ensayo la

"Condiciones experimentales semejantes a las descritas en
la figura 28. EI control corresponde a enzima sin azul de
retileno y sin iluminaciodn

La enzima provenia de la etapa de purificaciéon de DEAE-celu_
losa (método 1). No se usO6 DTT en el medio de ensayo. Otros
letalles experimentales en Materiales y Métodos
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importantes para la mantencidén de una conformacidn enzimad
sa activa. Se podria pensar en un residuo histidina, ya que
se ha descrito en\arias enzimas que el azul de metileno modi®
sica este aminoacido (Cohén, 1968), aunque también, segun las
rendiciones experimentales, puede oxidar otros residuos como

sisteina, metionina, triptéfano y tirosina.

En un experimento en que se us6 glucoquinasa de rata foto-
sxidada a pH 8,0 con rosa de bengala, colorante que muestra
rran selectividad hacia histidina, tampoco se modificé Ila
ssoperatividad (nH = 1,52), en condiciones en que la VmaX
se habfa reducido en un 50%.

La postulacion de un residuo histidina como parte del
sirio activo seria compatible con las variaciones observadas

ei el Ko.5 y en la Vma en Ffuncidén del BHtcporque ellas su-

X
rieren la presencia de un grupo acido con un pK de alrededor

pe 7,0.

Efecto del calentamiento

Variaciones en la temperatura modifican las iInteracciones
nirofdébicas de las proteinas pudiendo producirse variacio-
«es en el grado de asociacién y en la estructura conformado

de ellas. Estos efectos pueden derivar en cambios en
-:s parametros cinéticos de una enzima, como ha sido descri-
i (ref. en Stadtman, 1970). Por ejemplo en aspartato trans-

ssrbamilasa de E. coli, el calentamiento por 5 min a 60° su-

:rime la cooperatividad con aspartato (Gerharty Pardee, 192) .
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Parry y Walker (1966) habian descrito que el grafico de
irrhenius para la actividad glucoquinasica daba una linea
recta en un rango de temperatura de 5 a 46,5° y que, ademas,
el valor de era independiente de la temperatura, dentro
ee dicho rango. Estos resultados llevan a pensar que las
variaciones en la temperatura del medio de ensayo no afectan
a la cinética de la glucoquinasa. Sin embargo, debido a que
asos autores describen una cinética michaeliana, era reco-
mendable reestudiar el efecto de la temperatura sobre los
Pardmetros cinéticos de la glucoquinasa.

Estudios de la funcidn de saturaciéon de la glucoquinasa
con glucosa realizados a distintas temperaturas, en un ran-
fo entre 0 y 40° no mostraron alteraciones significativas
en el grado de sigmoidicidad (H. Niemeyer y E. Rabajille,
rcmunicacioén personal), lo que estaria de acuerdo con lo de;s
rrito por Parry y Walker (1966).

En vista de que las modificaciones de la temperatura del
recio de ensayo no habian afectado la cooperatividad, se pen
sé que posiblemente una incubacion de la glucoquinasa en
musencia de los sustratos podria revelar una accidén desensi-
nlizadora. La figura 29 muestra los resultados obtenidos
el incubar la glucoquinasa por 90 min a 45° y estudiar poste
nérmente la funcidén de saturacién con glucosa a la tempera-

r_ra habitual del ensayo (30°) .



[Glucosa], mM

flguAa 29. GnaclcoA de HUI de la ¢uncidn de AatuAaclon con glucoAa de

i* glucoqulnaAa nativa y calentada a 4.

Una alicuota de 2,5 mi de glucoquinasa proveniente de la etapa de

Sephadex G-100 (método 2, act. esp. 2,0 U/mg de proteina), se calentd por

min a 45° (®) y luego se mantuvo en hielo antes de proceder al ensa-

r:- Como control se uso la enzima no calentada (0). La actividad fosfo®
rilante de glucosa se determino a 30° mediante el ensayo la a pH 7,5, usan

z.se concentraciones variables de glucosa (1 a 100 mM). Los parametros
cinéticos obtenidos fueron los siguientes:
t- GK nativa: V = 11,0 nmol/min; nH = 1,52; KU,_g = 6,1 mM

iC#) GK calentada: V = 5,6 nmol/min; n, = 1,47; K, ¢
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La enzima provenia de una Ffiltracién en Sephadex y por
I: tanto estaba en un medio con fosfato de potasio (10 mM,

mm 7,0), KC1 (300 mV) EDTA (@ mM) y DTT (@ mM) . EI tiempo de
-~cubacion se eligid después de estudiar la cinética de inac-
tivacién a esa temperatura, midiendo la actividad remanente

i dos concentraciones de glucosa, 3 y 100 mM.

El paralelismo de las rectas del grafico de Hill de la
ugura 29 indica que la enzima calentada mantiene la cinética
ncperativa con glucosa, no obstante existir una inactivacioén
rei 49% y un aumento en el KQ5 de 6,1 a 9,2 mM. Al estudiar
-1 funcidén de saturacion de la enzima calentada, sin agregar
11? al medio de ensayo (solo lo que aporta la enzima, 0,1 mM),
— obtuvieron parametros cinéticos similares (Vv = 5,4 nmol/min

k =1,48; KQ5 = 9,06) .

Efecto del Tritén X-100

En primer término, se ensay0d el efecto de diferentes
r:ncentraciones de Triton X-100 (detergente no i6nico) sobre
la actividad de la glucoquinasa, con el objeto de determinar
—va concentraciéon que alterara solo levemente 1la velocidad
xixima. La idea era buscar una condicidon que pudiera supri-
#~t la cooperatividad sin alterar grandemente la actividad
:atalitica. Se encontr6 que el Tritén X-100 agregado a

la mexcla de ensayo a concentraciones sobre 0,1 %
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i0,2 a 0,5% ), aunque tenia un efecto minimo sobre la
"elocidad , i1nactivaba la enzima durante el curso de la reac
:-bn. El efecto i1nactivador era especialmente notorio a con-
centraciones de glucosa menores que 8 mM pero muy definido
mfin a concentraciones de 100 mM.

Se decididé usar una concentracidén de tritén de 0,1% para
estudiar la funcidén de saturacion con glucosa. A esa concen-
tracién, aunque aun persistia a bajas concentraciones de glu-
*:sa una ligera inactivacion después de algunos minutos (6-8
r--- era posible tener una estimacion confiable de la veloci-
— La figura 30 muestra los resultados obtenidos. El pa-
r--elismo de las rectas de los graficos de Hill indica que la

mtzima ensayada en presencia de tritén mantiene una cinética
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[Glucosa], mM

—jusia 0. Gnd*cot, da HAZl da ¢a funcion da éatutracA-6n con glucosa, da
¢ glucoquAnada. an auiancAa y an pncAanclii da TAdXon X-100 .

La glucoquinasa (método 1, Sephadex G-100, act. esp. 2,9 U/mg de pro®
teina) se ensayo en ausencia (0) o en presencia (@) de Tritén X-100
8,1%, a concentraciones variables de glucosa (la 100 mM). Se utilizo
=1 ensayo la, a pH 7,5 con DTT 0,1 mM. La reaccién se inicio con la adi

zion de la glucoquinasa.

CO) Control: V = 14,1 nmol/min; KUJ = 6,1 mV; n.= 1,63

) Tritén 0,1%: V = 13,9 nmol/min; KU; = 8,8 mM; nl_| = 1,57
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-2.3 debidas precauciones se logra una buena estimacién de la

velocidad inicial.

Efecto de la urea

La presencia de urea en el medio de ensayo inhibe la ac
tividad de la enzima auxiliar glucosa-6-fosfato-deshidrogena
22, en un porcentaje dependiente de la concentracidon de urea.
— r esta razéon, la cantidad de enzima auxiliar usada en cada
Ensayo, se varid de modo de compensar dicha inhibicion.

El grafico de la figura 3la muestra el efecto de dife-
rentes concentraciones de urea sobre la actividad fosforilan
22 de glucosa, medida a 2y 100 mM e iniciada con la adiciodn
re este sustrato. Puede observarse que existe una disminu-
:-bn marcada de la actividad, de modo que a una concentracion
22 urea de 0,72 M la actividad con glucosa 2 mM es alrededor
Se un 40% del control y con glucosa 100 mM es de alrededor
22 un 70%. En la figura 31b se i1lustra otro experimento,
en el que se usan concentraciones mayores de urea y en el que
-2 reaccion se inici6 con la adicidéon de ATP. Se aprecia que
2o0n urea 2 M y glucosa 100 mM se tiene un 11% de la actividad
221 control (Cérdenas et al., 1975; 1979). Si la concentra
rion de urea se eleva a 3 M la actividad no es mayor que un

:i. Resultados similares han sido obtenidos con glucoquinasa
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| ziguha 31. E{jeco de ¢a Uukea tdre. ¢a. actividad e la glucogudeACL.  Se
asOd glucoquinasa en la etapa de purificacién de Sephadex G-100 (método 2 ;
|@pt. esp. 5,1 U/mg de proteina). La actividad se midié a pH 7,5 mediante
ensayo la, en presencia de diferentes concentraciones de urea (solu-
| :i6n recien preparada). El sistema se preincubdé 3min antes de iniciar

la reacciéon con la adicién de glucosa (@) o de ATP (b).

la % de actividad de 8,0 mU de glucoquinasa ensayadas con glucosa 2 M (O)

T » con glucosa 100 nM (0) .
Ir % de actividad de 6,0 mU de glucoquinasa ensayadas con glucosa 100 uM.
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perro (Maccioni, 1975; Maccioni y Babul, 1980).

También se exploré el efecto de concentraciones mayores
-rea sobre la actividad glucoquindsica. Con el objeto de
-ayar la accion desnaturalizadora sobre la enzima auxiliar,
estos experimentos se realizé la reaccién glucoquinasica
ausencia de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, y después se
--0 el éster formado, por medio de la enzima auxiliar. La
:coquinasa se incub6é a pH 7,5 durante 5, 10 y 15 min, a
",5y 30°, en presencia de urea 8 M y de los componentes
.ensayo la, en ausencia de NADP y de glucosa-6-fosfato-
r.idrogenasa. A los tiempos mencionados se retiraron ali_
ras, que se diluyeron 10 veces en la mezcla de reaccion
glucoquinasa, glucosa y ATP, pero con NADP y glucosa-6-
fato-deshidrogenasa, para titular el glucosa-6-P acumula-

La actividad fosforilante de glucosa fue cero. En expe
entos de igual disefio en que se us6 urea 3 M, la actividad
alrededor de un 5% del control, como cuando se registra
forma continua la formacion del glucosa-6-fosfato. Maccioni
~5) tuvo resultados semejantes.

La inhibicidén por urea parece ser inmediata, dentro de

limites del procedimiento de medida de la actividad enzi-
:ca; ademds, parece ser revertida en forma instantanea, al
minuir la concentracién de urea. Asi, la tabla VII muestra

resultados de dos experimentos con registro
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TABLA VII

Electo dz Za. adicién dz wiza dw/uxaitz zt zniayoa

Exp. Urea Actividad Actividad
M nmol/min relativa
] 0 1,71; 1,70 1
0,91 0,70; 0,68 0,41
) 0 1,34 1
0,91 0,47; 0,46 0,34

Después del registro de la actividad de la enzima durante 15 a 16
min, se agregaron 50 yl de urea 10 M (0 agua) a los 500 yl inicia-
les y se continuo el registro durante 20 a 25 min. La glucoquina-
sa provenia de la etapa de Sephadex (método 2) y la actividad se dp
termino mediante el ensayo la, pH 7,5, con glucosa 2 MM. La activi
dad promedio de los 4 ensayos antes de la adicidon de urea o agua fue
2,19nmol/min (intervalo 2,00-2,29) en el . 1 y 1,6 nmol/min

(intervalo 1,55 -1,65) en el Bxp. 2.
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espectrofotométrico continuo en los que la adicidén de urea
{",91 M final) al medio de reaccidon en que estad funcionando
-a enzima (sistema completo) provocé en forma inmediata una
inhibicion. La magnitud fue semejante a la que se hubiera
:rtenido en un ensayo como el de la figura 31, en que la urea
se agreg6é 3 min antes de iniciar la reaccion con glucosa o
:zn ATP. La Tabla VIIlI muestra los resultados de otros dos
experimentos en los que la mezcla de reaccién con glucoquina
U @50 yl), pero sin glucosa (Exp. 1) o sin glucosa y sin
T? (Exp. 2), se incubd durante tiempos variables en presen-
ta de urea 1,11 M. Al afadir glucosa (@2 mM final) o gluco-
sa 2 mM final) mads ATP (G mM final), segun el caso, se ini-
ci6é el aumento de la absorbancia después de un pequefio retar
a:, retardo que es igual al de los controles preincubados sin
-rea. Los valores fTinales fueron independientes del tiempo
ie preincubacién con urea y similares a la fracciéon de veloc”

obtenida al agregar urea después de iniciada la catalisis
Itabla VII ), o poco antes de iniciarse (Fig. 31). Este hecho
®e i1lustra claramente en el experimento 2, en que la actividad
ralativa con urea fue en promedio el 41% del control efectuado
simultaneamente.

Un resultado adicional interesante de estos experimentos

es que la actividad en presencia de urea y de glucosa se man-

i-ene constante (curva de progreso lineal) durante un tiempo
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TABLA V 111

E;{ecto de la pAelncubaclén de la glucoquinaba con uAea poA tiempos

variables. Estabilidad de la enzima en presencia de uAeaa

Exp. Preincubacioén Actividad Actividad Registro de la
min nmol/min relativa curva de pro-
greso-k
min
0 0,52 - 80
15 0,55 - 65
! 30 0,53 - 50
60 0,51 - 20
ocC 1,52 1 20
0 0,64 0,42 32
2 15 0,54 0,36 20
30 0,68 0,45 16

La enzima se preincubo a 30° en la mezcla de ensayo sin glucosa (Bxp-

D o sin glucosa y sin ATP (Bp- 2), en presencia de urea 1,11 M o en
su ausencia. Después de los tiempos indicados, se iniciaba la reaccion
con glucosa 2 mM (Bp- D o con glucosa 2 mM mds ATP 5 mM (Bp. 2). La
concentracion de urea en el ensayo era de 1,0 M. Se registraba el aumen
to de absorbancia durante tiempos variables y prolongados.

Corresponde al tiempo total registrado, y durante el cual la curva de
progreso fue lineal.

Control sin urea.
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nuy prolongado, que en el experimento 1 de la tabla VIII lie
ga a 8 min. Este hecho es muy reproducible. En efecto, en
ios diferentes experimentos realizados con urea presente en
el ensayo, se observé estabilidad por tiempos prolongados

20 min), aun a concentraciones pequefias de glucosa (@ m\)
y altas de urea (2 M), a diferencia de lo que ocurrid en los

experimentos con tritén, en que habia inestabilidad durante

—- ensayo. Una posible causa de la inestabilidad en presencia
-e tritdén podria serla baja concentracién de DTT usada (O,ImV),
ar. contraste con la mayor concentracion (2,5 mM) usada con urea.

En otro conjunto de experimentos (tabla 1X), la prepa-
racion enzimatica se mezcldé con soluciones frescas de urea
preparadas en amortiguador Tris 10 mM, pH 7,5, de manera de
tener concentraciones TfTinales de urea de 1, 3 u 8 My se in-
rub6 a 30° durante 20 6 30 minutos. Transcurrido este tiem-
po se retiraron alicuotas y se midié la actividad con gluco-
sa 100 mM, mediante el ensayo la a pH 7,5. La dilucién de
la enzima en el medio de ensayo se hizo como para obtener,
turante la medida de la actividad, las concentraciones de
_rea que se indican en la tabla. Es importante destacar que
con una concentracion de urea de 8 M en el ensayo se tiene,
romo dijimos anteriormente, una completa inactivacion, audn
en presencia de glucosa 200 mM. Los valores de actividad

le la tabla IX indican claramente la reversibilidad de la
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TABLA IX

<;ven&lbllldad de la accion de unea ¢obne la glucoquinaba. Efecto de la
pnelncubaclon de la glucoqulnadéa con anea ¢obne la actividad medida

altenloAmente a una concentnaclén menon de aneaa

PREINCUBACION ENSAYO
Exp . Tiempo Urea Urea Actividad Actividad

min M M nmol/min relativa
20 0 0 4,82 1

1
20 1 0,05 4,97 1,03
30 0 0 2,68 1

2
30 3 0,8 1,51 0,56
30 0 0 0,58 1

3
30 8 0,8 0,32 0,55

~La preincubacion de la glucoquinasa se hacia a 30° en amortiguador
(cris 10 M, pH 7,5), 0 en presencia de urea, preparada en el mismo
amortiguador, sin otros componentes que los que aporte la preparacion
¢cclimatica (método 2; Sephadex). Una alicuota de la mezcla se agregaba
medio de ensayo para medir la actividad con glucosa 100 mM

Censayo la, pH 7,5).
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accion de la urea, reversibilidad que el registro espectro-
fotométrico muestra como casi iInstantanea. La actividad fi-
nal corresponde, con mucha aproximacién, a la esperada de
acuerdo con las concentraciones de urea y de glucosa en el
ensayo. Sobre la base de estos resultados y los de las figu
ras 31 y 32 se puede concluir que el efecto inhibitorio de
-a urea a concentraciones de 1, 3y 8 M seria completamente
reversible, pues al diluir la urea se llega al efecto corres
pondiente a la concentracién final de la urea obtenida. Por
extrapolacion, puede postularse que si se eliminara por com-
peto la urea (por dialisis o filtracién en geles, por ejem-
plo) , se deberia recuperar la actividad total de la glucoqoi
rasa.

Pilkis (1972) sostiene que la incubacién de la glucoquina
sa de rata con urea 1, 2y 3 M por 5 minutos en ausencia de
rlacosa produce 25, 75 y 90% de inactivacion, respectivamente,
la presencia de glucosa 1 M impediria esta inactivacidn, pero
ce seria efectiva a una concentracién de urea de 4 M, en que
la inactivacion seria de casi un 100%. Como no da ninguna
descripcion de la forma en que fueron hechos estos experimen
ras, no es posible conocer su significado y compararlos con

las nuestros. Maccioni (1975) también refiere una reversibi-
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La inhib

cidén por urea, como ya se sefiald, aumenta al dis
minuir la concentracién de glucosa, lo que indica que, ademas
ae afectarse la actividad catalitica, podrian modificarse pa-
rametros cinéticos como K y n . Con el objeto de analizar
este aspecto, se estudid la funcidon de saturaciéon de la glu-
coquinasa con glucosa, en ausencia y en presencia de urea.

Se eligieron concentraciones de urea que dieran, con glucosa
100 mM, una pequefia inactivacion (alrededor de 10%) o una
inactivacion considerable (alrededor de 50%). Los graficos
ze Hill de la figura 32a muestran un experimento en gque se
isO urea 0,2 y 1,0 M. Se observa un aumento del KQ5 desde
—ivalor de 8,6 mM(control) a 10,1 mM con urea 0,2 M y a 15,8mM
con urea 1,0 M. Sin embargo, la cooperatividad permanece
constante, pues no se observa un efecto significativo sobre
®1 coeficiente de Hill, el cual conserva valores similares

al control.

bicion de la actividad es una funcién de ambos cora

La inh
ponentes del sistema, glucosa y urea, pero, aunque se aumente
-a concentracién de glucosa hasta 200 mM, se observa siempre
—.a menor actividad que depende de la concentracidon de urea
presente. La velocidad maxima, en efecto, es disminuida por
la urea, 1o que se ilustra en la figura 32b con un experimen
te diferente del de la figura 32a, donde también se habia he-

cho la misma observacion.
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v/I1V-v)

WAuna 3. Batato dz la unza ¢obnz la {juncion dz ¢alunacion dz la gluco-
|G -/M6a con glucosa. Se uso la misma preparaciéon de enzima que en la
Pxgura 31. La actividad se ensayo a diferentes concentraciones de glucosa

m-a 200 nM) en ausencia o0 en presencia de urea, mediante el ensayo la a
PF 7,5 .

Graficos cje Hill. La reaccion se inicio con la adicion de ATP.
i: Sinurea: V = 12 nmol/min; nR = 1,46; kg 5 = 8>6 nM
f ) Urea 0,2M : V= 10,9 nmol/min; nR 1,44; Kg.5 = 10,1 nM
— Urea 1,0 M - V= 7,0 nmol/min; nR =1,36; KQ ™ = 15,8 nM

f Graficos de Eadie-Hofstee. La reaccion seinicio con la adicién de
glucosa.

I - Sin urea: V = 4,24 nmol/min; n™ = 1,58; «kq 5 = 8,7
le Uea 1,0M: V = 2,40 nmol/min; nR = 1,47; Kq.5 = 17,4
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En el caso de enzimas oligoméricas el tratamiento con urea
Ja resultado un procedimiento efectivo para suprimir o dismi-
nuir la cooperatividad. Un ejemplo clasico es el de laasparta
no transcarbamilasa, cuya incubacion con urea elimina la coo-
neratividad con aspartato (Gerhart y Pardee, 1962). En la
nexoquinasa de trigo, una enzima monomérica, la urea, tam-
bién ha resultado efectiva como agente desensibilizador. En
efecto, una pequefia concentracion de urea (0,05 M) es suficien
te para desensibilizar la enzima de manera que se elimina la
rooperatividad negativa con glucosa, haciéndose michaeliana
la funcidon de saturacidon (Meunier et al., 1974). En contrapo
3icidn con nuestras observaciones con glucoquinasa, llama la
atencidén que a esa concentracidén de urea hay una marcada inac
aivacion de la hexoquinasa L», que se puede estimar en un 40%

33 la velocidad mdxima en la figura 10 de Meunier et al.(1974) .

=J Comentario general

Se estudidé el efecto del tritdon y de la urea sobre la glu
:quinasa, debido a que estos agentes producen un desplegamien
te de las cadenas polipeptidicas y, en el caso de estructuras
:-igoméricas, una disociacion en subunidades. Si la glucoqu”®
"-asa existiera en mas de una conformacidon enzimatica, esos

3rentes podrian inactivarlas diferentemente o desplazar el
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equilibrio entre estados conformacionales con propiedades ci
"éticas distintas. También cabe la posibilidad de que bajo
su accidn se indujera una nueva conformacién, todavia catal i1
ricamente activa, pero que no presentara cooperatividad ciné
rica con glucosa. De igual manera, la modificacién quimica
re algunos residuos de aminoacidos de una enzima, ademas de
poder interferir directamente en la catalisis, puede produ-
rir alteraciones conformacionales del sitio catalitico o de
regiones alejadas de él, que se traduzcan en efectos simila-
res a los del tritéon y la urea. Asimismo, el calentamiento
re una enzima, si bien puede ocasionar una desorganizacion
rcmpleta de la molécula, con pérdida total de la actividad
atalitica en determinadas condiciones experimentales (nivel
re temperatura, composicion del medio), puede también afectar
solo ciertos dominios de la proteina y originar alteraciones
ronformacionales que lleven a una inactivacién parcial, con
consecuencias semejantes.

Desde el punto de vista cinético esas alteraciones confor
"acionales pueden expresarse, como modificaciones de los para
retros cinéticos V ) _ Yy n, en conjunto o en forma inde
rendiente.

Si bien algunos de los tratamientos se efectuaron solo an-
res del ensayo o solo durante él, mientras otros se hicieron

3r ambas condiciones, segun se detalld, los resultados entregan
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una conclusioéon general similar. Al someter la glucoquinasa

a la accion de tritéon, calor, fotooxidacidn o urea, se pro-
lucen alteraciones importantes en la actividad enziméatica,

que implican disminucién en la velocidad maxima y aumento

iel Kg ™~ ,pero no modificaciones significativas del coeficien
re de Hill. Las alteraciones en el sefialan que todos

los tratamientos, en las condiciones empleadas, ademas de con
rucir a una posible iInactivaciéon total de una fraccion de las
moléculas de enzima, que podria ser la causa de la disminucioén
le Viax producen modificaciones en la conformacion de molé-
rulas de la glucoquinasaque retienenactividad total o parcial.

Una situacidén semejante ocurrid también al variar la compo-
siciéon del medio en cuanto a concentracion de DTT, pH y fuerza
sinica, como se analiz6 en el capitulo 2.

Los experimentos con agentes desnaturalizadores durante el
ur.sayo presentan, sin embargo, una complicacién en su interpre-
tacion, pues la inactivacidén que ocasionan varia en magnitud
re acuerdo a la concentracidon de sustrato presente, debido a
la accién estabilizadora de éste. Asi, podria ser que la urea
el triton logren desensibilizar a la glucoquinasa, es decir,
supriman la condicidén molecular responsable de la cooperativi-
rad . Sin embargo, como la inactivacidén es mayor a bajas concentra
siones de glucosa, puede producirse una aparente cooperatividad

r;e enmascare la desensibilizacién. La constancia del valor del
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coeficiente de Hill a pesar de los cambios de la VmaX y del
Kg ~ / hace pensar que la urea y el tritén no interfieren en
si mecanismo responsable de la cooperatividad en la enzima
nativa. Es decir, no solo se mantiene la cooperatividad si-
no que ademas el grado de ella es esencialmente igual al de
_a enzima nativa, lo que no seria de esperar si la cooperati
vidad fuera el resultado de una inactivacién diferente a ca-
ia concentracién de glucosa y a cada concentraciéon del agen-
re. Una manera de poner a prueba esta situacidn seria buscar
_na condicidn en que se tenga una cinética michaeliana y es-
tudiar si en esas condiciones se induce o no la cooperativi-
iad en presencia de urea u otro agente. Por ejemplo, como se
“erd en el capitulo 4, a bajas concentraciones de MgATP se logra
—+.a cinética michaeliana con glucosa, de modo que esa seria
-ta buena condicidn experimental para estudiar el efecto de
-rea, que todavia no se ha explorado.

Se puede postular, entonces, que la urea y el tritén, lo
r_smo que otros agentes y condiciones estudiados (calor, fo-
t:oxidacién, oxidaciéon de puentes disulfuros, fuerza io6nica,
?E), puedan alterar la conformacién general de la glucoquina
ir, 1o que se manifiesta a nivel del sitio catalitico por un
iumento del (excepcionalmente, disminucién) y por una

disminucién de la Vmax- Esta alteracion, sin embargo, no
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-r.terferiria en el efecto especifico de la glucosa, que po-
dria consistir en la induccion de un cambio conformacional
responsable de la conducta cinética cooperativa, como anali
raremos en la biscusion.

La susceptibilidad de los parametros Kg N y Vmax a experi”®
rentar cambios frente a variaciones en las condiciones del
reiio de reaccidon en que se ensaya la glucoquinasa o frente
a pretratamientos de ella, contrasta con la constancia del
deficiente de Hill en las mismas condiciones. Pareceria
rae la conducta cinética cooperativa esta muy ligada a la ac
rividad catalitica, de manera tal que en la medida en que la
enzima conserva actividad, conserva también la conducta cine
rica no michaeliana. En otras palabras, la cooperatividad

rireceria estar estrechamente ligada al ciclo catalitico.



DEPENDENCIA DEL EFECTO COOPERATIVO RESPECTO A LA

CONCENTRACION DE MgATP

Puesto que la glucoquinasa aparecia como una prote:z£na mo
"omérica (ver mas adelante), se decididé explorar si el meca-
nismo cinético de la enzima pudiera dar cuenta de la sigmoi-
ricidad observada. Ferdinand (1966) habia propuesto una ex-
plicacion para el fendmeno de cooperatividad en una reaccioén
liBi, basada en el mecanismo cinético de la reaccidén, que no
requeria interaccion de subunidades er obiscusion )y en la

:zal el grado de cooperatividad con respecto al sustrato va-

riable dependeria de la concentracién del sustrato fijo. Pa
recié pues importante pesquisar si el grado de cooperatividad
e la glucoquinasa con glucosa era dependiente de la concen-
tracion de MgATP. Los primeros intentos, en los cuales se ex
plor6é un rango de concentracidon que iba desde los valores
cercanos a la hasta concentracidon saturante, mostraron
—r.a aparente independencia del grado de cooperatividad con
respecto a la concentracién de MgATP. No fue posible en esos
(experimentos explorar concentraciones mas bajas de MgATP por
ira disponer de una enzima lo suficientemente activa como para
cotener resultados confiables en los ensayos en que se emplea
an Qlas concentraciones menores de glucosa y de MgATP. Sin
lencargo, algun tiempo mas tarde se repitieron estos experimen
I tes con preparaciones de mayor actividad especifica y se pu-

nieron explorar concentraciones de MgATP tan bajas como 0,1
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veces la K . Se observd que el grado de cooperatividad depen
Ifa de la concentracion del sustrato nucleotidico. En los
ensayos debieron emplearse diferentes cantidades de glucoqui_
mecsa, por lo cual las velocidades se normalizaban tomando co
ro referencia la cantidad menor de enzima. Algunos puntos
experimentales se determinaban con dos cantidades sucesivas
re enzima y una vez normalizados no diferian entre si mas
que los duplicados de rigor. Pudo demostrarse que el grado
re cooperatividad dependia de la concentracidn del sustrato
rrcleotidico (Cardenas et al., 1977; 1979). En los graficos
de Hill de la figura 33 se ilustra un experimento en que se
reterminaron los parametros cinéticos con ATP 5 mM y ATP

11,06 mM. Con la concentracién saturante de ATP G mM) los
valores de nH (1,5) y de KQ (5,0 mM) fueron los habituales,
raro con ATP 0,05 mM disminuyeron, correspondiendo a una ¥fun
rron de saturaciéon hiperbdélica (hu = 1,0) con Knc igual a
3,7 mM. Storer y Cornish-Bowden (1976b) comunicaron también
—" descenso del Ny al disminuir la concentracién de ATP, pe-
re no exploraron un intervalo amplio de concentraciones de
r:do que no alcanzaron a observar valores de nH de 1,0, Si
rren los predicen; los autores no mencionan haber observado
variaciones en el KQ . En glucoquinasa de rana aparentemen
re también disminuye el coeficiente de Hill al disminuir Ila

c:ncentracién de ATP. Asi, a una concentracién de 10 mM se
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migutia 33. GKd~leo”™ de de. £a TFTiuncZon de. ¢atuAacZon pa-
glucosa a dos> concentAac-ioneA de MgATP. La glucoquinasa,
?crveniente de la etapa de purificaciéon de sefarosa (método
.act. esp. 25 U/mg de proteina) , se ensay0 a diferentes cori
I;"traciones de glucosa en presencia de ATP 5,0 mM (0) 6
I. 5mM (® ). La actividad enzimatica se determiné a pH 8,0
siante el ensayo la. La mezcla de reaccioéon diferia de la
i«bitual en la concentracion de algunos componentes y conte-
i— en un volumen de 0,5 mi: amortiguador Tris-HCI 80 mM,
iz: 100 mM; EDTA 0,1 mM, DTT 2,5 mM, NADP 1 mM; glucosa-6-
mm;rato-deshidrogenasa 0,64 U/ml; MgC” en concentracién de
- 12l en exceso sobre la concentracidon de ATP; ATP 0,05 6 5
Pi: glucosa 0,5 a 100 mM y glucoquinasa (2 a 15 mU). EI sif

lema se incubd por 3 minutos antes de iniciar la reaccidn

In la adicidén de glucoquinasa. Los parametros obtenidos
Ixeron :
I
IC ) ATP 5,0 mM:- n_ = 1,5; Knc =5,0
ti U.j

- > ATP 0,05 mM: nR = 1,0; KQ5 = 3,7
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tiene un valor de 2,3 que disminuye a 1,8 a una concentracion

ce ATP de 1 mM (Ureta et al., 1978). No parece existir

efecto sobre el KQ .
Los resultados de varios experimentos, usando otras dos
preparaciones diferentes de enzima, se resumen en la figura
-4,donde se muestra que a medida que disminuye la concentra-
:i6n de MgATP por debajo de 1 mM, disminuyen tanto los valo-
res de Kuo como los de n - La funcion de saturacidon se hace
hiperbdélica a una concentracidéon de MgATP de alrededor de
1,2 (0,2 mM) . A altas concentraciones de MgATP ambos paréa
tetros, n® y KQ , tienden a permanecer constantes. En méas
fe una oportunidad el n obtenido a baja concentracidn de
HrATP fue menor que 1,0. Esto es interesante porque al simu-
lar el modelo IlIl (ver Discusién) ocasionalmente también se
icotenian valores de nu menores que 1,0. Cabe destacar que
conjuntamente con hacerse hiperbdélica la funcidén de satura-
cion, el Kg ~ para glucosa disminuye, es decir, aumenta la
afinidad para glucosa. Con 2-desoxiglucosa, en cambio, el

r tiene un valor de 1,0 en un amplio rango de concentracio-
:es de MgATP vy el aumenta al disminuir la concentracioén
fel sustrato nucleotidico (Niemeyer et al., 1978; Monasterio,
19-0) . Una situacion semejante se observa con fructosa (es-
ce Tesis, 1id). Los resultados concuerdan en general con las

proposiciones de Ferdinand, aunque no alcanzé a observarse una
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inhibicion por MgATP como podria esperarse de su modelo.

-1 efecto de la concentracion de ATP es de importancia pa-
ra la interpretacién de la cinética cooperativa de la glu-
coquinasa, por lo que sera discutido mas adelante, en re-

lacién a los modelos propuestos para explicarla (ver Dis-

tjsion ) .
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-cguna 35. Gnd™lcoA de. doblcA ncclpnocoA pana, la Inhibicidn
la glucoqulnaAa pon w-acctllgluco¢amina. En el grafico
re la derecha (b) se elevaron las concentraciones de glucosa
¢l exponente n”™ correspondiente a cada concentracion de N-
scetilglucosamina. La actividad fosforilante de glucosa se
retermind a concentraciones variables de este sustrato (1 a
-.3 mM) en presencia de diferentes concentraciones Tijas del
innibidor N-acetilglucosamina. La glucoquinasa G a 15 mU;

M Glc, m
Q) © oo 75 190
©) 0,19 15 14
(=) 0,3 165 143
O 0,6 2 1

(0) 1.2 K3} 141
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fijas de glucosa. Los resultados se muestran en el gra-
fico de Dixon de la figura 36, donde se coloca el valor re-
ciproco de la velocidad en funcién de la concentracién del
inhibidor. Las lineas aparentemente rectas obtenidas a con-
centraciones de glucosa sobre 4 mM, se cortan en el cuadran-
te izquierdo superior e indican que la inhibicidén por N-ace_
tilglucosamina es linealmente competitiva con glucosa, con
una K¢ de 0,14 mM. De experimentos realizados con otros pro-
pésitos se pudieron tener valores de muy semejantes (0,11
a 0,13 mM). Aun mas, con una preparaciéon obtenida con el
Método 1 y haciendo los ensayos a pH 7,5, también Ila fue
igual, 0,15 mM. Estos valores son ligeramente inferiores a
los descritos anteriormente, 0,38 mM (Gonzéalez et al., 1967)
y 0,5 mM (Walker y Rao, 1963; Salas et al., 1965 ; Parry y
Walker, 1966) .

Sin embargo, al realizar los estudios con muy bajas con-
centraciones de glucosa & 2 mM) , los graficos de Dixon no
son lineales, sino curvos, con una concavidad inferior, reme
dando en cierta forma una inhibicidon competitiva parcial. Es_
to puede apreciarse en el recuadro de la figura 36 , donde
con linea continua se muestra el total de los datos obtenidos
con glucosa 2 mM, ilustrado sé6lo parcialmente en el grafi-
co principal y, con linea cortada, los datos obtenidos en o-
tro experimento a esa misma concentracion de glucosa. La no
linearidad en la inhibicidén por N-acetilglucosamina a baja

concentracion de glucosa puede apreciarse muy bien en la
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zlgsta. 36. On.d{jlco de VIxon de la Inhibicién pon. N-acetll-

2 cucoAamina de la glucoqulnaAa. La actividad fosforilante
de glucosa se determino a distintas concentraciones Tijas de
este sustrato: 2 (0), 6 (O, 10 (&) vy 20 (@) mM, en pre-
sencia de concentraciones variables del inhibidor N-acetilgl_u
cosamina, segun se indica en la figura. La glucoquinasa (6,5
a 13 mU; método 2; etapa de Sephadex G-100; act. esp. 2,8
U/mg de proteina) se midiéo a pH 8,0 mediante el ensayo la, y
la reaccion se inicid con la adicién de glucosa. Los resul-
tados se normalizaron a la actividad de 6,5 mU de enzima. En
el grafico inserto, con linea continua se muestra el resulta
do obtenido conglucosa 2nM en presencia de concentraciones

de N-acetilglucosamina hasta 2 mM, de las cuales en el grafi®
co principal aparecen solo hasta 0,38 mM (Flecha en el gra-
fico inserto). Con linea cortada se ilustra otro experimen-
to a glucosa 2 mM, realizado con 4,3 mU de glucoquinasa.
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figura 37, donde se ilustran dos experimentos en que se uti
lizan concentraciones muy bajas (0,1, 0,2 vy 0,6 mM).

Las lineas curvas de concavidad inferior observadas en los
graficos de Dixon a bajas concentraciones de glucosa, indican
que a medida que aumenta la concentracién de N-acetilglucosa-
mina, el efecto inhibitorio relativo se va haciendo menor.
Esta situacidén puede también expresarse diciendo que a bajas
concentraciones de glucosa se produce una cierta activacion
de la enzima por N-acetilglucosamina, que de alguna manera con
trarresta la inhibicioén. Luego volveremos sobre este punto.

Otra observacidon que parece ser de interés es que en el gréa
fico de Dixon en que se utilizan concentraciones muy bajas de
glucosa, las pendientes de las tangentes trazadas a concentra
cion cero del inhibidor son mucho menores que las esperadas

cion , calculada ésta

del valor de la constante de 1inhib
con las concentraciones de glucosa habitualmente usadas (aire
dedor del KQ ,). Esta situacion se ilustra en la figura 37, en
la cual se observa que las prolongaciones de las pendientes no
se cortan en el cuadrante izquierdo superior, lo que cinética-
mente sugeriria la aparicién de un componente aparentemente
incompetitivo. En otras palabras, la N-acetilglucosamina de
beria estar interactuando con mas de una forma de enzima,
con distintas afinidades y cuya proporcion relativa seria de
pendiente de la concentracion de glucosa. Como discutiremos

mas adelante, en virtud de nuevos experimentos (ver Discusién),
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[N- Acetilglucosaminaj, mM

Flguaa 37. Gad{jlco de VIxon de la Inhibicidén pon. M-acetllglu
coi>amina a bajai concentraciones de glucosa. La glucoquina-
sa proveniente de la etapa de purificacién de Sephadex G-100
(método 2; act. esp. 2,8 U/mg de proteina) se ensayo a concen
traciones fijas de glucosa, en presencia de concentraciones
variables de N-acetilglucosamina segun se indica en la figura
La actividad fosforilante de glucosa se determino a pH 8,0 a
través del ensayo la.

a) 25 a 100 mU de glucoquinasa se ensayaron a concentraciones
de glucosa de 0,2 (@), 0,6 (0) y 2 mM (O0). Los resultados
se normalizaron a la actividad de 100 mU de glucoquinasa.

b) 130 mU se ensayaron a concentraciones de glucosa de 0,1

(0) y 0,2 mM (®)
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es posible postular que la enzima inicialmente presente (Ej)
genera una nueva forma de enzima (gjj) al iInteractuar con
glucosa, y que ésta persiste un cierto tiempo al liberarse
del complejo enzima-glucosa. La figura 38 esquematiza esta
situacion. La nueva forma ejj seria la predominante en pre-
sencia de elevadas concentraciones de glucosa, alrededor del
Kg _5 o0 superiores, y tendria una alta afinidad por N-acetil_
glucosamina, es decir, vina muy baja K¢ . Esta nueva forma Ejj
corresponderia a la "forma activada"™ de la glucoquinasa, con
mayor afinidad por glucosa, que da origen a la cinética sig-
moidea con glucosa y con mafiosa y que analizaremos en detalle
en la Discusioéon. En las condiciones en que se realizaron los
experimentos de las figuras 35 y 36 , se estaria visualizan
do la inhibicidén competitiva con la forma Ejj. Mientras me-
nor es la concentracién de glucosa, mayor es la proporcioén
de la forma Ej, que tendria menor afinidad por N-acetilglu_
cosamina y, por lo tanto, wuna constante de inhibicion (K ma
yor. En las condiciones de los experimentos de la figura

coexistirian Ej y ejj. y se pondrian de manifiesto tan-
to K\ como K7, lo que hace aparecer la inhibicién como de ti_
po mixto. El aparente componente incompetitivo corresponderia
a la expresion de K\ de la forma Ej.

Otra manera de analizar la interaccidén entre glucosa vy

"e-acetilglucos amina a bajas concentraciones de glucosa se i-

lustra en la figura 39 , donde se relaciona el valor del



FeguA.a 38. ModcZo pAopuato paurz ¢a ZnteduiccZon de Za gZucoquZnaAa con
~cuco¢d § con Ma.ccZZtgZzu.coicoaxci. El circulo (conformaciéon EY) repre-
senta el estado conformacional predominante de la glucoguinasa en ausen-
cia de ligandos. El cuadrado (conformacion E”~) corresponde al estado in-

duado por glucosa (G) o N-acetilglucosamina (N). Kji=Kk y/ky; KV-k_5/s;

4 =W k6 ; 4 =k2/k-25 KT = kd/kq5 Ki<K"i ? 4 ~ KT>KT *
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F¢guA.a 39. Edicto de Za coneent”™LaezZén de gtueoia kobfie ja
ZnkZbzZczdn fietatZva poA U-aeetZlgtixeoiamZna.. La glucoquina
sa (método 2; etapa Sephadex; act. esp. 2,8 U/mg de protei-
na) se ensayo a concentraciones variables de glucosa en au-
sencia (v ) y en presencia de distintas concentraciones fFi-
Jjas de N-acetilglucosamina (V) . La actividad fosforilante
de glucosa se determino a pH 8,0 mediante el ensayo la. La
reaccién se inicio mediante la adicidon de glucosa.

a) 48 mU de glucoquinasa se ensayaron en presencia de N-ace-
tilglucosamina 0,38 mM a las concentraciones de glucosa ind i
cadas en la figura.

b) La glucoquinasa (10; 12,5; 25 y 100 mU) se ensayo a
0,2; 0,6; 2; 3y 6 mM glucosa, en ausencia (v ) Y en presen-
cia de las concentraciones de N-acetilglucosamina indicadas
en la figura ?)
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cuociente de las velocidades en presencia (V) y en ausencia

(v ) del inhibidor con la concentracién de glucosa, a concen

traciones Tijas del inhibidor. En 39a se observa el hecho pa
radéjico que la inhibicidén relativa (vV ) por N-acetilgluco
samina 0,38 mM (2,7 veces ) se hace mayor a medida que aumen
ta la concentraciéon de glucosa desde 0,1 hasta 2 mM. En la
figura 39b se presenta una familia de curvas, que muestra el
mismo fendmeno al utilizar un amplio rango de concentraciones
de N-acetilglucosamina. De nuevo hay indicacién, entonces, de
que a bajas concentraciones de glucosa, la N-acetilglucosamina
es menos eficiente como inhibidor. Al incrementar la concen-
tracion de glucosa por encima de 2 a 3 mM se empieza a obser-
var lo tipico de una inhibicidén competitiva, es decir, va dis-
minuyendo la inhibicion por N-acetilglucosamina a cualquiera

concentracion del analogo.

Los efectos reciprocos de la glucosa y de la N-acetil-
glucosamina en su interaccion con [la glucoquinasa pueden
interpretarse como una accién cooperativa de la glucosa,
pues a medida que aumenta su concentracién dentro de
ciertos limites, favorece la acciodon inhibitoria del analogo.
El fendmeno también puede describirse como una inhibicion
cooperativa de N-acetilglucosamina cuando la concentracioén
de glucosa es baja, 1o que se ilustra muy bien en la figura
40a. Esta corresponde a dos experimentos realizados a pH
7,5 con una preparacion obtenida con el método 1. En presen

cia de glucosa 0,2 mM se observa una meseta, es decir,
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:lgura 40. Edicto de la hl-a.ce.tllgluco¢samina ¢obre la actlvl
dad de la glucoquina*a a baja* concentrado ne* de glucosa.

a) La glucoquinasa (30 mU) proveniente de Sephadex G-100
(método 1, act. esp. 1,6 U/mg de proteina) se ensayo en pre-
sencia de diferentes concentraciones de N-acetilglucosamina,
a dos concentraciones fijas de glucosa: 0,2 (©) y 1,0 mM (O
La actividad enzimdtica se determino a pH 7,5 mediante el en
sayo la. La reaccion se inicio por la adicién de glucosa.

b) Los datos corresponden al experimento descrito en la Tigtj
"a 37a y las concentraciones de glucosa son: 0,2 (0); 0,6(0)
y 2mMm (O).
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practicamente no hay inhibicidn hasta una concentracidon de
N-acetilglucosamina de 4 mM ( 25 veces K») . En el otro expe-
rimento, realizado con glucosa 1mM, la meseta ha disminuido
de tamafio, pero incluso se observa una pequefia activaciéon (0%
con las concentraciones mas bajas de N-acetilglucosamina. Esta
observacién recuerda los aumentos de actividad producidos por
inhibidores competitivos en enzimas oligoméricas, aunque en es-
tos casos las activaciones suelen ser iguales o0 superiores al
100% (Monod et al. , 1965). En la figura 40b se presentan expe-
rimentos hechos a pH 8,0 con glucoquinasa purificada por el
método 2, y aunque no se ve el efecto cooperativo de N-acetil-
glucosamina, salvo a glucosa 0,2 mM, se aprecia como la inhi-
bicidén relativa es francamente menor al utilizar las concentra-
ciones menores de glucosa, en todo el rango de concentraciones
iel inhibidor.

La naturaleza especial de la interaccion de N-acetilglucosa
nina y glucosa con la enzima, mas alla de la competencia por el
3itio catalitico, se expresa también mediante otros resultados,
que muestran una disminucién de la sigmoidicidad de la funciodn
ie saturacion con glucosa al aumentar progresivamente la concen
cracion del andlogo. En efecto, en la figura 41 puede observar-
se que a medida que aumenta la concentracién de N-acetilgluco-
samina, aumenta el KQ para glucosa y disminuyela pendiente
ie los graficos de Hill. Llega ahacerse hiperbé6lica la funciodn
ie saturacion (nfi= 1,0) cuando la concentracién de N-acetilglu-

cosamina es 10mM (alrededor de 70 veces Ki) . La Ffigura 42
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[Glucosa] m M

oguhAa 41. Gsia{j¢coi, cie HINL en pn<iétnc.ia cie clgtgnta-i> concen
tA.acione ¢ cie NCOC.TiyiZgAlC. ®AtA.nCL. La actividad fosforilante
de glucosa se determino a concentraciones variables de este
sustrato (@ a 400 mM) en presencia de diferentes concentracio
nes fijas del inhibidor N-acetilglucosamina, segun se muestra
en la figura. La glucoquinasa, 4 a 8 mU (método 2; etapa
Sephadex; act. esp. 4,1 U/mg de proteina) se midié a pH 8,0
mediante el ensayo la. La reaccidén se inicio con la adicion
de glucosa. Los parametros cinéticos se obtuvieron mediante
el programa de minimos cuadrados que ajusta la ecuacidn direc

ta y fueron: GIcNAC KOS nH
mM Glc, mM
0 5,2 1,52
0,36 14 5 1,35
0,96 23 1,33
88 58 1,21
5,6 115 1,13

o o 268 1,03



175

Fcgusia 42. Recamen dzt de ¢a W-ace.t¢lglucogamgna ¢0-
~te ZoA paH.dmztfio; ((.-nCZZc.05 5 VN Se promedio el resul
--do de dos experimentos, uno de los cuales es el
tr6 en la figura 41, donde se describen las condiciones expe-

rimentales usadas (De Cardenas et al., 1979).

que se mos-
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muestra la variacidon en sentido opuesto que experimentan los
parametros K y nn en funcidén de la concentracién de N-ace-
tilglucosamina.

El hecho que los graficos de la figura 35 sean parabdlicos,
no obstante la presencia de N-acetilglucosamina (hasta 10 veces
la K, se debe a que la concentracion del inhibidor no es lo
suficientemente grande para producir una disminucién signifi-
cativa en el coeficiente de Hill.

El cambio de los parametros cinéticos inducidos por N-ace-
tilglucosamina da cuenta de las curvas de inhibicion illUstra-
las en la figura 39, pues existe una muy buena correspondencia
entre la curva calculada de acuerdo con los parametros cinéti-
cos (KQ5,nH) y los valores experimentales. Sin embargo, los
calculos basados en los valores de estos parametros predecian
-ilma franca estimulacién a muy baja concentracién de glucosa,
que no se observd experimentalmente. Una posible interpreta-
cion de esta discordancia, en las concentraciones muy bajas de
rlucosa, radicaria en el hecho que paralos céalculos se tomaron
los parametros cinéticos para cada concentracion de inhibidor,
y no es segura su validez para las concentraciones muy bajas
le glucosa (0,1 a 0,5mM). En resumen, tanto la cooperatividad de

Ia inhib

cion como el efecto paraddéjico observado a las con-
centraciones bajas de glucosa, podrian ser el resultado de dos
efectos opuestos operando en forma simultanea: por una parte,

la inhibicidén competitiva y, por otra, un cierto grado de

activacion de la enzima.
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b) Efecto de mafosa

La mafosa, sustrato alternativo de la glucoquinasa, habia
sido descrita como inhibidor competitivo respecto a glucosa
en la reaccion de fosforilacidén catalizada por glucoquinasa
(Salas et al., 1965; Parry y Walker, 1966; 1967). EI grafico
de dobles reciprocos de la figura 43 confirma estos resultados,
aunque en nuestros experimentos se observan las curvas de con
cavidad superior tipicas de la sigmoidicidad de la funcidn de
saturacion con glucosa. En efecto, a distintas concentracio-
nes fTijas de mafiosa, se observa un aumento del Kw;— para glu
cosa sin cambio en la V - En el recuadro de la figura 43
se emplea el procedimiento de linearizar las curvas del gra-
fico de dobles reciprocos, elevando la concentracion de glu-
cosa al exponente de Hill, que varia segun la concentraciodn
de mafiosa. Es importante hacer notar que a una concentracion
de mafosa de 20 mM, el simple grafico de dobles reciprocos ya
no es parabolico, sino recto y el indice nTl, por lo tanto, es
1. Esto indica, como se vera mas adelante (Fig- 491, que Ila
mafiosa, al igual que la N-acetilglucosamina, altera el grado
de sigmoidicidad y hace hiperbdélica la funcidén de saturacion

con glucosa.
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FéguA.a 43. Gtid{¢zo dz doh¢z¢ sizzZptiozoi pasia ¢a ¢nkgbegcedn
dz gZuzoqu-¢naga poA. manota. La actividad fosforilante de
glucosa se determino a concentraciones variables de este sus
trato (1 a 400 mM), en ausencia y en presencia de dos concen
traciones Tijas del inhibidor mafiosa: 6 y 20 mM. La gluco-
quinasa (7,6 mU; método 2; etapa Sephadex; act. esp. 2,8 U/mg
de proteina) se mididé a pH 8,0 mediante el ensayo la y la
reaccion se inicio con la adicion de ATP (concentracion final
de 5 mM). En el grafico inserto se elevaron las concentracio
nes de glucosa al exponente n correspondiente a cada concen-
tracion de mafiosa. Los parametros cinéticos obtenidos por el
programa de minimos cuadrados aplicado a la funcidén exponen-
cial fueron:

Mafiosa KH._i B
mM Glc , mM



179

En todos estos experimentos, en que se usa mafiosa como in-
hibidor y se mide la fosforilacidéon de glucosa, se usO el sis-
tema de ensayo la a pH 8,0 y se inicid la reaccion con la adi_
cion de ATP (concentraciéon final de 5 mM). La excepcion la

6 con

constituyd el experimento de la figura 48b, que se inic
la adicidéon de glucosa y en consecuencia hubo ciclos cataliti-
cos con acumulacidén, aunque pequefia, de manosa-6-fosfato y de
ADP. No hubo problemas en la medicién de la actividad, pues
la enzima auxiliar glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa no oxida
al manosa-6-fosfato.
Con el objeto de determinar la constante de inhibicidn

Xi’ se midieron las velocidades iniciales de fosforilacidon de
glucosa en funcidén de concentraciones variables del inhibidor,
a diferentes concentraciones fijas de glucosa (6, 10 y 20 mM).
Se obtuvieron los resultados que se ilustran en el grafico de
Dixon de la figura 44. Al igual que en el caso de la N-acetil®
glucosamina, a concentraciones relativamente altas de glucosa
Z Kq ), se obtuvieron lineas aparentemente rectas que se cor
tan en el cuadrante izquierdo superior, indicando que la Inhi®
alcion es competitiva lineal. Se obtuvo un valor de para
safiosa de 3,1 mM, que es inferior al de 16 mM, descrito a

pH 7,5 para la enzima de conejo (Salas et al., 1965), y al de

14 mM para la enzima de rata (Parry y Walker, 1966).
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z -QUifia 44. G/iafiZio di VZxon de. Za ZnhZbZcZén pon. manota di

¢i gZuioquzZna¢ca. La actividad fosforilante de glucosa se df
termino a distintas concentraciones fTijas de este sustrato:

£ (0), 10 (O) y 20 mM (A ), en presencia de concentraciones
ariables del inhibidor mafosa segun se indica en la figura,
act. esp. 2,8 U/mg de pro-

le glucoquinasa (10 mU , método 2,
ensayo la. La reaccion

teina) se mididé a pH 8,0 mediante el
se inicio con la adicion de ATP (concentracién final de 5mM) .

51 =3,1 mM mafnosa.
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En cambio, a concentraciones bajas de glucosa (< KQ ) se
observa que, al igual que en la inhibicidn por N-acetilgluco
samina, pero en forma mas evidente, se pone de manifiesto un
aparente componente incompetitivo. Asi, los graficos de Dixon

obtenidos a concentraciones de glucosa de 1y 2,5 mM son para
lelos (Fig- 45) . Enel recuadro de la figura 45, se ha dibujado

un grafico con la funcidn de Cornish-Bdwden (1974), que da rectas
mtersectantes en el caso de una inhibicidon incompetitiva.

Con esta funcion se pudo estimar un valor de 5,2 mM para K(.
late cambio en el patrén de inhibicidén podria interpretarse
suponiendo que la constante de inhibicidén del componente com
petitivo tiende a hacerse infinita, mientras se hace medi
ble la constante del aparente componente i1ncompetitivo al
iisminuir la concentracion de glucosa.

Una interpretacion, de acuerdo con lo discutido anterior-
mente en relaciéon con la figura 38, seria suponer que la mano
sa puede unirse a mas de una forma de enzima con distintas
afinidades. A baja concentracién de glucosa tenderia a predo
rinar la forma con menor afinidad por mafiosa y por glucosa

E”~) (Fig. 46). La unidén de cualquiera de ambos azuUcares a
la enzima F. induciria un cambio conformacional, originando
:na enzima con mayor afinidad y, quizads, con una constante
catalitica mayor (E ), como se analizard en la Discusion.

Z1 experimento ilustrado en la figura 44 mostraria la
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zxQu.no. 45. Gad"Zco de VZxon de ¢a ¢nhZbx.cx.6n pon. manota de

ja g-tu.coqux.naha a bajaA concentnacZone; de gtucoAa. Las
condiciones experimentales fueron semejantes a las descritas
en la figura 44 . Se usaron 13 mU de enzima y se determino
la actividad a dos concentraciones de glucosa: 1 (©) vy

2,5 mM (0). En el grafico inserto se muestran los mismos
datos en un gréafico de Cornish-Bowden (S/v.,en funcidén de 1I).
El valor de para mafiosa, obtenido a partir de la iIntersec

cion de las lineas de regresion correspondientes a las con-
centraciones de glucosa de 1y 2,5 mM fue de 5,2 mM.
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ftguna 46. WodeJlo pn.opa.uto pam, ca Zntefac.cA.on b sa geu.c.oopA.nefa con
z¢ucoga y c.an manota.  El circulo (conformacidén Ej) representa el estado
conformacional de la glucoquinasa predominante en ausencia de ligandos .

El cuadrado (conformacién E”) corresponde al estado inducido por glucosa

6) o por mafiosa (M) =k_y/k71 K'I = k-5/k5? KT = /AK1tF5

4: k2/k_2 54 = k6/k-6 * Donde> Ki< K4 Y 4 ~ N
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inhibicidén competitiva con la forma E .

La merma en la inhibicidén al decrecer la concentraciéon de
glucosa, se ilustra muy bien en la figura 47, donde se ve que
la inhibicidén relativa (vt/v0) por mafiosa se va haciendo ma-
yor conjuntamente con aumentar la concentracion de glucosa
desde 0,1 hasta 2 6 3 mM. Este fendmeno se produce en toda
la familia de curvas generada al utilizar un amplio rango de
concentraciones de mafosa. Al igual que en el caso de N-ace
tilglucosamina, mafiosa es menos eficiente como inhibidor a
bajas concentraciones de glucosa. Al incrementar la concen-
tracion de glucosa por encima de 3 mM se empieza a observar
lo caracteristico de una inhibicidén competitiva, cual es Ia
disminucién de la inhibicién al incrementar la concentracion
del sustrato.

Los efectos reciprocos de la glucosa y de la mafiosa en
sus interacciones con la glucoquinasa pueden interpretarse
como una accion cooperativa de la glucosa que, al aumentar
su concentracion hasta un cierto limite, favorece la acciodn
inhibidora del analogo. Por otra parte, el fenbtmeno también
puede expresarse como una inhibicidén cooperativa de mafiosa
cuando la concentracion de glucosa es baja. Esta situa-
cion se ilustra muy bien en la Tfigura 48. En los gréaficos
de la izquierda (@ se muestra la inhibicidén relativa
en Tuncién de 1la concentracidon de mafosa. Se observa

que en presencia de glucosa 0,1 mM existe una meseta,
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rlg/ta 41. ENicXo de la eoneentnaeldn de la glueoga ¢dbste la JriU.bd.CA.an
relativa pmn. manosa de la glu.coqulnasa. La glucoquinasa (7 a 28 mU; mé-
todo 2; Sephadex G-100; act. esp. 2,8 U/mg de proteina) se ensayo a con-
centraciones variables de glucosa en ausencia (MJ)) y en presencia de dis-
tintas concentraciones fijas de mafiosa (V). La actividad fosforilante

de glucosa se determino a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reaccion se
inicio mediante la adiciéon de ATP G M Final). Los puntos son experimen-
tales; las curvas se trazaron de acuerdo a calculo considerando los para-

metros cinéticos a dichas concentraciones de mafosa (ELg.49a).
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[MarfJ.mM

F-cguAa 48. Eructo de manota ¢ob/in ¢ja ac.tiv¢id.ad de gluaoquéa-
naca a baja concé&ntaacaddn de glucosa.

a) La glucoquinasa (13 a 30 mU; método 2, etapa de Sephadex,
act. esp. 2,8 U/mg de proteina) se ensayo en presencia de di
ferentes concentraciones de mafiosa, a dos concentraciones Tj
jas de glucosa: 0,1 (©) y 2,5 mM (0O). La actividad enzima
tica se determino a pH 8,0 mediante el ensayo.la. La reac-
cion se inicio por la adicion de ATP.

b) Grafico de Dixon (1/v en funcidén de la concentracion de
mafiosa) correspondiente a los datos del experimento con glu-
cosa 0,1 mM descrito en a)
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es decir, préacticamente no hay inhibicién hasta una
concentracion de mafiosa de 6 mM (aproximadamente 2 veces Kj .
En el otro experimento, realizado con glucosa 2,5 mM, aunque
no se ve en forma clara el efecto cooperativo de mafiosa, se
aprecia muy bien que, en todo el rango de concentraciones del
inhibidor, la inhibicidon relativa es mayor que con glucosa
0,1 mM. En el gréafico de la derecha () se hizo un gréafico
ce Dixon con los mismos datos del experimento con glucosa

0,1 mM, pudiendo apreciarse que se obtiene una linea sigmoi-
dea, en vez de una recta. Una situaciéon similar resulté al
<"acer el gréafico de Dixon con los datos de los experimentos
con N-acetilglucosamina de la figura 40 (no se muestra).

La interaccion entre mafiosa y glucosa, que va mas alla de
la simple competencia por el sitio catalitico, se expresa
también en los resultados que indican una disminucién de la
sigmoidicidad de la funcidén de saturacidén con glucosa en pre
sencia de mafiosa, como se comentd a propoédsito de la figura
43 . En efecto, al aumentar progresivamente la concentracion
cel analogo, junto al aumento del Kg_5 disminuye la pendien-
te de los graficos de Hill (Cardenas et al., 1976; 1977, 1979).
En la figura 49, en el panel de la izquierda (@ se muestra
-n experimento en que la reaccion de fosforilacion de la glu
cosa se comenzaba con la adicion del ATP, como era lo habitual

al usar la mafosa como inhibidor. En este experimento, al
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rcguAa. 49. GnA~ZiOA di HAZt di ¢a ¢uncion, di AcutuAdizZéon di Za gZucoquZ-
MJ>a con gZuioAa, a cUfieAinta ionantAacloniA di manoAa. La actividad
fosforilante de glucosa, de la glucoquinasa (@étodo 2; Sephadex G-100;
Bct. esp. 4,1 13/mg de proteina) se determino mediante el ensayo la, a
pH 8,0. La reaccidon se inicio con la adiciéon de ATP.

a) 4 a 8 mUde glucoquinasa se ensayaron a concentraciones variables de
glucosa (@ a 400 nM) en presencia de diferentes concentraciones fijas del
inhibidor mafiosa segin se muestra en la figura.

Man

KO .5 nH
nM Glc, nM
0 5,0 1,59
0,6 5,8 1,39
6 9,4 1,36
10 14,4 1,22
20 32,5 1,06

4 a 25 mU de glucoquinasa se ensayaron a concentraciones variables de
-ucosa (0,2 a 400 nM) en ausencia (0) o en presencia de mafiosa 6 nM (O)

0)

) nH

1,52; KO.5 - 5>°
1,09; Kg™ = 16,3
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aumentar progresivamente la concentracion de la mafiosa hasta
20 mM, disminuyé el n7 desde 1,59 hasta alcanzar un valor de
1,06; mientras que el KQ aumentd desde 5,0 hasta 32,5 mM.
En el panel de la derecha () el ultimo componente adiciona-
fio al sistema de ensayo fue la glucosa, de modo que durante
la preincubacion existié fosforilacién de mafiosa. EI efecto
ie la mafosa fue enteramente analogo al del experimento ante
rior, alcanzandose un valor de n,T igual a 1,09 con una concen
oracion de mafosa de 6 mM. Al hacer los calculos de veloci-
iad basandose en los valores de los parametros cinéticos

Kn y n, obtenidos a las distintas concentraciones de mafiosa,
es posible obtener curvas a las que se ajustan bastante bien
los valores experimentales de la figura 47. Al igual que en
el caso de la N-acetilglucosamina, se predecia un estimulo a
®uy bajas concentraciones de glucosa que, sin embargo, no se
:bservdo experimentalmente. Parry y Walker (1967) describen
una cinética anormal con glucosa (curva bifasica en un grafi_
co de dobles reciprocos), la cual persiste en presencia de
mafiosa 10 mM y de N-acetilglucosamina 0,2 mM.

Tanto la cooperatividad de la inhibicion como el efecto
paradéjico observado a las concentraciones bajas de glucosa,
podrian ser el resultado de dos efectos opuestos, operando
simultaneamente: por una parte, la inhibicidon competitiva vy,

;cr otra, una cierta activacion de la enzima. Es decir,
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N-acetilglucosamina y mafiosa, aunque compiten con glucosa por
el sitio catalitico de la enzima y, por lo tanto, son inhibi-
dores competitivos, serian al mismo tiempo activadores, debi-
do a la posibilidad de generar una forma enzimatica mas acti-
va. Si se comparan los efectos de la mafiosa y de la N-acetil
vlucosamina, en términos del cuociente [I]j j K+, puede obser-

varse que la mafiosa es mas eficiente que la N-acetilglucosami
va en transformar la conducta cinética de sigmoidea en hiper-
bolica. En efecto, mientras una concentracion de mafiosa infe
rior a 10 veces ya logra suprimir la cooperatividad, en el
vaso de N-acetilglucosamina se requiere una concentracién su-

perior a 40 veces K. (Tabla X, pSg. 205).
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c) Efecto de 2-desoxi glucosa y fructosa

La 2-desoxiglucosa, ademds de ser sustrato de la glucoqui
nasa, actua como inhibidor competitivo respecto a glucosa en
la reaccion de fosforilacion de este azucar (Walker y Rao,
1963; Parry y Walker, 1966) . El grafico de dobles reciprocos
de la fTigura 50a confirma estos resultados, aunque, como era
de esperar, se tienen lineas parabdlicas en vez de rectas.
Puede observarse que en presencia de 2-desoxiglucosa 40 mM
alrededor de 2 veces K ) se obtiene la misma velocidad maxi
ma para glucosa, con aumento del KQ5 . EI coeficiente de Hill,
sin embargo, disminuye de 1,7 a 1,3 (ver mas adelante).

La fructosa, debido a su baja afinidad por glucoquinasa
malta Km), ha sido poco estudiada. Se la habta descrito como
inhibidor competitivo respecto a glucosa con un de 300 mM
Parry y Walker, 1966). EIl gréafico de dobles reciprocos de
la figura 50b confirma estos resultados y muestra, ademas, que
mientras el control sin fructosa es una curva parabodlica, el
experimento en presencia de fructosa 300 mM es una recta, lo
que indica una disminucion del coeficiente de Hill a un valor
¢e 1,0, Luego se volvera sobre este punto. Con el fin de de
terminar la constante de inhibicidn Ki, se estudio la varia-
cion de la velocidad de fosfTorilacion de glucosa en funcidn

ie la concentraciéon de fructosa, a distintas concentraciones
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rijas de glucosa (4, 8, 15 y 30 mM). Al igual que con mano
sa y con N-acetilglucosamina se obtuvo con fructosa una inhi
bicion competitiva lineal. La figura 51 ilustra mediante un
grafico de Dixon (1/v en funcidén de la concentracioéon de fruc
rosa) los resultados obtenidos. Las lineas aparentemente rec
tas obtenidas a concentraciones de glucosa entre 4y 30 mM se
cortan en el cuadrante izquierdo superior, dando un K. de
107mM, inferior al descrito por Parry y Walker (1967) .

La glucoquinasa presenta, al igual que con glucosa, una
cinética no michaeliana con mafiosa. Por esta razon, se po-
rria pensar que la mafiosa seria capaz de reemplazar con mu-
cha efectividad a la glucosa, ya sea entrando en un segundo
Hitio (sitio alostorico) o induciendo un cambio conformacio-
ral que persistiera después de la disociacion del complejo.

A diferencia de lo gue ocurre con mafiosa, la glucoquinasa
presenta una cinética michaeliana con 2-desoxiglucosa y con
fructosa. Por esta razén se podria pensar que estos ultimos
rzdacares no pueden entrar a un sitio alostérico, si es que
aste existe, o iInducir un cambio conformacional en la enzima.
Cabria esperar, por tanto, que en contraposiciéon a lo que
rcurre con mafiosa y con N-acetilglucosamina, aquellas no fue

in capaces de modificar el tipo de conducta cinética con
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UguAa 51. 6Gna{jlco de Vixon de la Inhibicién de la {)06{jofiliacion de glu-
cosa poa {jAUCIOia. La actividad fosforilante de glucosa se determino a
distintas concentraciones fijas de este sustrato, 4 (0) , 8 (©) ;

15 (= )y30mM (© ) en presencia de concentraciones variables del
inhibidor fructosa (40 a 900), segun se indica en la figura. La glucoqui-
nasa (3 mU; método 2; Sephadex G-100; act. esp. 4,8 U/mg de proteina) se
nidio a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reaccion se inicio con la adi-
cion de ATP. El valor de para fructosa, obtenido a partir de la inter-
seccion de las lineas de regresion correspondientes a las diferentes con-
centraciones de glucosa fue de 107 mM. El recuadro muestra el grafico

ce Cornish-Bowden (Glc/v en funcidén de fructosa) a las cuatro concentra-
ciones de glucosa usadas.
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glucosa. Sin embargo, la disminucion de la curvatura en el
grafico de dobles reciprocos (Fig. 50a) por la presencia de

2 -desoxiglucosa o la linearizacion en presencia de fructosa
(Fig. 50b), corresponden a un cambio en la sigmoidicidad de
la funcion de saturacion de la glucoquinasa con glucosa,
similar al provocado por la presencia de mafiosa o de N-aceti |
glucosamina. La capacidad de la 2-desoxiglucosa para elimi-
nar la cooperatividad de la glucoquinasa con glucosa, se ilus®
tra en los graficos de Hill de la figura 52, donde se muestran
otros experimentos realizados con una preparacién distinta de
enzima. Se puede apreciar que a una concentracién de 2-deso-
xiglucosa entre 100 y 200 mM (b a 10 veces Km)se obtiene un
valor de Ny de alrededor de 1. EI efecto de la fructosa se
resume en la figura 53, donde se observa la disminucién del
coeficiente de Hill hasta un valor de 1,0, con un aumento del
Kg 5 para glucosa, al incrementar la concentracion del inhib.i
dor.

Los experimentos con 2-desoxiglucosa y con fructosa presen
raron una complicacion debido a que la glucosa-6-fosfato-des
uidrogenasa, tanto de levadura como higado de rata, es capaz
ie oxidar al 2-desoxiglucosa-6-fosfato y al fructosa-6-fosfa
ro, aungque con baja actividad. La investigacion bibliograf i
ca mostré que la glucosa-5-fosfato-deshidrogenasa de variadas

fuentes, aunque exhibe una alta especificidad de sustrato,
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ésta no es absoluta, oxidando en algunos casos al galactosa-
5-fosfato y a veces también al 2-desoxiglucosa-6-fosfato, pe
ro no al manosa-6-fosfato (Kirkman, 1962; Greiling y Kisters,
1965; Yoshida, 1966; Anstall y Trujillo, 1967; Broyles y
Strittmatter, 1977). Asi, por ejemplo, la enzima purificada
de eritrocitos puede oxidar al galactosa-6-fosfato y al 2-
desoxiglucosa-6-fosfato aunque con alta y baja actividad
catalitica (Kirkman, 1962; Yoshida, 1966). Por otra parte,
existe una variante llamada Kremenchung, descrita en una fa
~ilia de la USSR, que tiene una gran afinidad por 2-desoxi-
rlucosa-6-fosfato (Tokarev et al., 1978).

El hecho que la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa no pre-»
sente una especificidad absoluta, trae como consecuencia que
a bajas concentraciones de glucosa, en que normalmente se re
ristra la curva de progreso por un periodo de tiempo largo,
11 a 16 min, con el objeto de detectar cualquiera inactiva-
cion de la enzima, se observe que la curva de progreso pier-
ia linearidad, produciéndose una aceleracion. Esta acelera-
cion seria la consecuencia de la oxidaciéon del 2-desoxigluco
ca-6-fosfato y del fructosa-6-fosfato, que se van acumulando
curante el ensayo. Si se mide la fosforilaciéon de 2-desoxi-
rlucosa o de fructosa, en ausencia de glucosa y en las condi
clones habituales del ensayo la, la curva de progreso muestra

r.a fase retardada, con una velocidad inicial igual a cero.
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Como se comentd en el capitulo sobre ensayos con enzimas auxi
liares, este fendémeno de retardo en alcanzar el régimen esta
cionario debe interpretarse como la consecuencia de una esca-
sez de enzima auxiliar, derivada en este caso de la alta Km
y baja actividad catalitica de la glucosa-6-fosfato-deshidro
genasa con los asteres fosfToricos de la 2-desoxiglucosa y de
la mafiosa. Por ejemplo, con 2-desoxiglucosa 40 mM, en un ex
perimento en que habia 7,4 miU de glucoquinasa por cubeta, se
podia tener una actividad de 0,08 miU si se trazaba una recta
entre 0 y 6 min de incubacion y de 0,20 miu, si la recta se
trazaba entre 18 y 24 min.

La contribucion de los asteres fosféricos de los sustratos
usados como inhibidores, es insignificante a altas concentra-
ciones de glucosa, sobre todo si se toman en cuenta para las
determinaciones de la velocidad solo los primeros 10 min de
la curva de progreso. Sin embargo, a bajas concentraciones
de glucosa y a altas concentraciones de los inhibidores el
error puede ser considerable, especialmente si no se esta muy
atento a la curva de progreso, que debe ser registrada desde
el momento en que se inicia la fosforilacion de glucosa. Los
rldfeos sin glucosa dan una cierta correccioéon, especialmente
si se toman en un periodo inicial e igual al de la medida de la
fosforilacidon de glucosa que se desea corregir. No es posible,

sin embargo, tener blancos perfectos en los experimentos en que
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se estudia la interaccion de la glucosa con estos sustratos
alternativos de la glucoquinasa. Los blancos sin glucosa,
restados en cada ocasion, corresponden a valores maximos, pues
con toda seguridad son menores en presencia de glucosa y depen
dientes de la concentracion de este azucar, ya que la glucosa
va a actuar como inhibidor competitivo de la 2-desoxiglucosa

y de la fructosa y, por ende, la produccidon de los asteres fof
doricos de estos azUcares debiera ser menor. Mas adn, va a
existir también competencia por la enzima auxiliar entre el
glucosa-6-fosfato y los asteres fosforicos de los inhibidores,
luego, la presencia de 2-desoxiglucosa o de fructosa, por efec
ro de la correccién con blancos sobredimensionados, podria
hacer menores los valores de la actividad fosforilante de glu
cosa, especialmente a bajas concentraciones de este sustrato

y a altas concentraciones de los inhibidores. En los experi-
".entos de las figuras 50, 52 y 53 se emplean concentraciones
relativamente altas de inhibidor, especialmente en el caso

ie 2-desoxiglucosa, pero al incrementar las concentraciones
rei inhibidor deben elevarse también las concentraciones de

la glucosa, lo que disminuye el error, pero no lo elimina to
raimente. La existencia del error podria significar un
lamento de la cooperatividad, el que no seria legitimo. A
;esar de esta posibilidad, se observa una franca disminucion

ce la cooperatividad en presencia de los inhibidores, 1lo que
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hace pensar que las observaciones son validas. Es decir, la
supresion de la cooperatividad por efecto de la presencia de
fructosa o de 2-desoxiglucosa, no seria atribuible a un error
derivado de la oxidacion de los asteres fosféricos de estos
azucares. No obstante, el error metodoldégico hace dificil
realizar estudios Tinos con concentraciones muy bajas de glu
cosa, que serian deseables con el fin de poder establecer com
paraciones con los efectos de la mafiosa, cuyo aster TfTosférico
no es oxidado por la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa. Traba
jando a bajas concentraciones relativas de fructosa (alrededor

del K_ o0 menores) y con concentraciones relativamente altas

m
de glucosa (alrededor del O superiores) se pudo tener una
medida confiable de Ila (Fig. 51). No se hicieron estudios

de este tipo con 2-desoxiglucosa, por lo cual no se determind
la . Con ninguno de estos sustratos alternativos pudieron
hacerse estudios fidedignos de inhibicién a muy bajas concen-
traciones de glucosa, similares a los efectuados con mafosa.
Ista clase de experimentos requeriria otra metdédica, como la
medicion directa del glucosa-6-fosfato formado. Podria usar-
se el método radiactivo descrito por Radojkovic et al. (1978)
para pesquisar si existe cooperatividad en la inhibicidén por

2 -desoxiglucosa y por fructosa.
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d) Efecto de galactosa

Con el fin de determinar cuan especifica era la accio6n de
los analogos de glucosa, sobre la funcidén de saturacidén para
este sustrato, se estudidé el efecto de la galactosa. Se ha-
bia descrito que este azlcar no era sustrato (Salas et al.,
1965; Parry y Walker, 1966; Gonzalez et al., 1967) ni inhibi®
dor de la glucoquinasa (Salas et al1., 1965; Grossman et al.,
1974), aunque Parry y Walker (1966) refieren un valor de K¢
de 83 mM, 1o que en cualquier, caso lo convertiria en un mal
inhibidor.

Si la eliminacion de la cooperatividad de la glucoquinasa
por accién de los analogos de glucosa no fuera especifica,
sino que se debiera, por ejemplo, a la concentracién de poli-
alcoholes presentes en el medio de reaccién, la galactosa po
dria resultar efectiva en alterar la cooperatividad, aunque
no se uniera a la enzima o lo hiciera con muy baja afinidad.
La figura 54 muestra los resultados obtenidos al estudiar la
funcidén de saturacion para glucosa en presencia de una alta
concentracion de galactosa (320 mM). No se ven alterados
significativamente los parametros V » K, ni nT a pesar
de la gran concentracién de galactosa usada, lo que confirma
el hecho que la galactosa no es inhibidor. Mas aun, al ex-
plorar el efecto de galactosa a bajas concentraciones de glu

cosa, en un rango entre 0,1 y 1,0 mM, tampoco se observd in-
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El hecho que galactosa no altere la sigmoidicidad de la
funcion de saturacidon con glucosa, sugiere que el efecto de
mafiosa, Tfructosa, 2-desoxiglucosa y N-acetilglucosamina es

especifico.

Comentario general

Al comparar la eficiencia de los sustratos alternativos
mafiosa, Tfructosa y 2-desoxiglucosa y del inhibidor competi-
tivo N-acetilglucosamina, en producir la disminucidén de la
sigmoidicidad de la funcidon de saturacion con glucosa, la
fructosa aparece como el mas eficiente. En efecto, siI se
comparan los cuocientes entre la concentracion del inhibidor
necesaria para disminuir a 1,0 el valor de n vy la K. res-
pectiva , el cuociente para fructosa es el menor de todos
(Tabla X). El analisis de la tabla X es interesante, ademas,
porque muestra otra indicacidén de que existe especificidad
en la disminucién del coeficiente de Hill. No basta para la
disminucion solo la concentracién del polialcohol en el medio,
pues mientras se requiere una concentracién de 10 a 20 mM de
N-acetilglucosamina y de mafosa para obtener un n de 1,0,
se necesita una concentraciéon de un 6rden de magnitud supe-
rior en el caso de 2-desoxiglucosa y de fructosa. Mas aun,

la galactosa, que no es sustrato ni inhibidor de Ila
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TABLA X

E~lclznela hqliilaucl dz loi andlogos dz glucosa pauia ¢upfUmdA

la zoopojmXavldad zInitlza dz la. glucoquanoAa con gluzoia

[A1/Ki  [A]/Km

Analogo Ela Ky &

mM mM mM
Fructosa 200-300 107 325 2-3 -1
Mafosa 20 3,1 8 6-7 2-3
2-Desoxiglucosa 200 c 22 - 10
N-Aceti Iglucosaraina 10 0,14 - 71 -

aCorresponde a la concentracién de analogo en presencia de la cual
se alcanza un valor de n™ de 1,0. Se trata de una concentracion

aproximada.

K. es la constante de inhibicién competitiva obtenida a partir del
grafico de Dixon, al usar el analogo como inhibidor competitivo res-
pecto a glucosa. Km es la constante de semisaturacion obtenida al
usar el andlogo como sustrato de la glucoquinasa. N-acetilglucosa-
mina no es sustrato.

CNo se determino.
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glucoquinasa (Salas et al., 1965; Grossman et al.,
como se confirma en la figura 54, tampoco produce

nucion de la sigmoidicidad hasta una concentracion



6 . EFECTO DE ADP Y DE GLUCOSA-6-FOSFATO SOBRE LA

COOPERATIVIDAD CINETICA CON GLUCOSA

Entre los metabolitos que podrian alterar la conducta ciné
tica de una enzima estan los productos de la reaccion. Si el
mecanismo cinético lo permite, ellos pueden unirse a la enzi-
ma en el sitio catalitico e inducir cambios conformacionales
que van a alterar el régimen estacionario de conformaciones
existentes en el curso de la reacci6on. Por otra parte, po-
drian unirse a un sitio alostérico, y actuar como modificado-
res positivos o negativos, segun el caso. Por ejemplo, en
hexoquinasa de trigo, en la cual se ha descrito un mecanis
mo cinético en secuencia ordenada, donde el ultimo producto
seria glucosa-6-P, la presencia de éste en el medio de ensayo
acrecienta el grado de cooperatividad negativa con glucosa
(Meunier et al., 1974). Recientemente, estudios de salto de
temperatura han mostrado que el glucosa-6-P es capaz de alte-
rar el equilibrio conformacional de la hexoquinasa Lj (Buc
et al., 1977; Meunier et al., 1979).

En el caso de hexoquinasa A de rata, el glucosa-6-P actua
como efector negativo. Se ha postulado que esta accién inhi-
bidora es consecuencia de la unién a un sitio especifico de
la enzima, diferente del sitio catalitico (Crane y Sois, 1954

Sois y Crane, 1954) y sobre cuya existencia se han dado

207
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pruebas recientemente (Lazo et al., 1980). La unién induci-
ria un cambio conformacional en la enzima Wilson, 1978; 1979).

En piruvato-quinasa L, el ATP, producto de la reaccién, es
un modulador negativo, el cual aumenta el KQ5 para fosfoenol-
piruvato y el grado de sigmoidicidad para la funcidon de satura
cion con este sustrato (Rozengurt et al., 1969).

Parecid6, pues, importante estudiar el efecto que sobre la
funcidén de saturacion con glucosa, pudieran tener los produc-

tos de la reaccion catalizada por la glucoquinasa

a) Efecto del glucosa-6-fosfato

Se habia descrito que la glucoquinasa de higado de rata era
menos sensible a la inhibicién por glucosa-6-P que otras hexo-
quinasas animales (Vihuela et al., 1963; Parry y Walker, 1966;
Gonzalez et al., 1967). Asimismo, la glucoquinasa de conejo,
a una concentraciéon de glucosa de 5 mM y de ATP de 1 mM, no
era apreciablemente inhibida por glucosa-6-P hasta una concen
tracion de 10 mM (Salas et al., 1965).

Posiblemente, debido a la complejidad derivada del caracter
sigmoideo de la funcidon de saturacion con glucosa - propiedad
no conocida en los primeros trabajos -,la inhibicién por glu-

cosa-6-P con respecto a glucosa descrita por los diferentes
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autores, ha sido de variada naturaleza (Tabla XI). Asi, cuan
do se varia la concentracion de glucosa, y se mantiene fijo
el ATP a una concentracion alta (saturante), se ha obtenido
una inhibicidon competitiva, no competitiva o compleja segun
se define en la tabla. Mas aun, las complicaciones derivadas
de la presencia del glucosa-6-P en el medio de ensayo (ver mas
adelante), dificultan la interpretacién y la comparaciéon de
los resultados de los distintos trabajos. En este laboratorio,
Gonzalez et al. (1967) habian hecho una observacidn interesante
que nos sugirid que el glucosa-6-P pudiera disminuir el grado
de sigmoidicidad de la funcidén de saturacion con glucosa. En
efecto, al hacer estudios de inhibicidén usando preparaciones
frescas de enzima, encontraron que aumentaba la inhibicidén por
glucosa-6-P al incrementar la concentracién de glucosa. Como
hemos visto a proposito del efecto de otros metabolitos, la
menor inhibicidn a concentraciones bajas de glucosa podria ser
el resultado de dos fendmenos contrapuestos: estimulacién e
inhibicion.

Como etapa previa al estudio del efecto sobre la funcidn
de saturacioéon con glucosa, se determind la inhibicion de dife
rentes concentraciones de glucosa-6-P sobre la fosforilacion
de glucosa. La figura 55 muestra los resultados obtenidos al
variar la concentraciéon de glucosa-6-P desde 2 hasta 80 mM y

mantener fija la concentracién de glucosa (6 mM) y de ATP
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TABLA X1

Inhibicion pon glucoga-6-¢0¢¢alo de la (joi~onllaclén de glucosa pon. ¢a glucoqulnaiaa

Glucosa ATPb Razén P« Tipo de K-i. KI! mReferencia
mM mM Mg:ATP inhibicién mM
5 1 2 7,0 no hay in- nd nd Salas et al., 1965
hibicién
100 0,25-5 1 7,5 compleja0 nd nd Parry y Walker, 1966
10-100 5 2 7,5 com petitiva 65 Parry y Walker, 1966
16,7 1-5 2,5 7,5 com petitiva 15 Gonzéalez et al., 1967
7,1; 17; «d 5 2,5 7,5 compleja o nd nd Gonzalez et al., 1967
no competi-
tiva6
50 0,344-8,8 <1 8,0 com petitiva 11,5 Storer y Comish-
Bowden, 1977
5-50 ~3 <1 8,0 mixta 60 60 Storer y Comish-

Bowden, 1977
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El rango de concentraciones del sustrato variable fue estimado en la
mayoria de los casos a partir de graficos de dobles reciprocos o de

Dixon, por lo que puede no corresponder con exactitud al rango preci
so estudiado.

La concentracion de ATP corresponde a la concentraciéon total, salvo

en el trabajo de Storer y Cornish-Bowden (1977), en que es la concen
tracion calculada del complejo MgATP.

El tipo de inhibicién es similar al debido a MgADP (Tabla XIII)
Corresponde al valor extrapolado en un grafico de Lineweaver-Burk.

Al usar preparaciones frescas de enzima se obtuvo una mayor inhibicion
a las concentraciones mayores de glucosa. Al dejar una de esas prepa

raciones en el refrigerador a 40 por 4 meses, se obtuvo una inhibicion
aparentemente no competitiva pura.

nd: no se determind
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Flggta. 55. E™McXo del gluc.oia-6-"0™ato 2xbfte. la. actividad ce. la. gluco-
qulnaAa. La glucoquinasa (7 mU ; método 2; Sephadex G-100; Act. esp.
2,6 U/mg de proteina) se ensayo en presencia de diferentes concentra-
ciones de glucosa-6-fosfato (2 a 80 M) a una concentracion de glucosa
de 6 nM. La actividad enzimatica se determino a pH 7,5 mediante el en -
sayo 2, en presencia de ATP InM y de una concentracion de Mg2+ de 2 nM.
Las soluciones de glucosa-6-fosfato se neutralizaron con carbonato de

potasio, antes de ser usadas.
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(A mM). Las concentraciones de ambos sustratos se eligieron
en torno a los respectivos Kqg . En esas condiciones se ob-
serva una meseta inicial, en que no hay inhibicidén y que se
extiende hasta una concentracion de glucosa-6-P de 10 mM
aproximadamente. Se explica asi que Salas et al. (1965) no
hayan encontrado inhibicidén por glucosa-6-P (Tabla X1). La
forma de la curva de inhibicidon presentada en la figura 54,
indica que se trata de un fenémeno de naturaleza cooperativa.
La Tabla X1l muestra que al variar las concentraciones de
glucosa o de ATP, se mantiene la ausencia de inhibicidon por
glucosa-6-P 10 mM (< 5%), 1o que sugiere que en otras condi-
ciones de concentracién de glucosa y de ATP persistiria la
meseta inicial, al menos hasta esa concentracion de glucosa-6-P.
Efectivamente, asi ocurridé al hacer estudios semejantes a
los de la figura 55 en presencia de ATP 0,5 mM o 2 mM
(no se muestra). Al tratar de analizar estos resultados me-
diante los graficos de Dixon o de Cornish-Bowden para esta-
blecer el tipo de inhibicidén respecto a ATP y, tratar de de
terminar constantes de inhibicidn, se encontré una situaciodn
compleja, pues la inhibicién no correspondia al tipo competi®
tivo respecto a ATP, que ha sido descrito por algunos auto-
res (Tabla XI) en experimentos que usan concentraciones reia
tivamente altas de glucosa (¢ 16 mM). En efecto, en un gra-

fico de Dixon se obtenia una respuesta bifasicay al extrapolar
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TABLA X111

EfacXo no InkibldoA cel. gluco¢sa-6-P 10 mM ¢.0dbAz ¢a actividad di la

glucoquinaba3
Glucosa ATP Actividad relativa*
mM mM (VK/VO)
2 1 0,96
6 1 0,97
1 5 1,06
2 5 1,07
6 5 1,02
100 5 1,18

La actividad enzimatica se determino a pH 8,0 mediante el ensayo 2
con ATP 1 0o 5 mV.

v mes la velocidad en presencia de glucosa-6-P y v, €s la velocidad

en ausencia. Se promediaron los resultados de dos experimentos.
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los valores, correspondientes a las altas concentraciones de
glucosa-6-P (donde hay inhibicid6n)., se obtenia una velocidad
mayor que la existente en ausencia de glucosa-6-P. Dadas
las dificultadas comentadas mas adelante, no se tratdé de di
lucidar este punto. Por otra parte, en estudios de iInhibi-
cion por glucosa-6-P, realizados a bajas concentraciones de
glucosa (< 2 mM) también ser observaron mesetas iniciales,
en las cuales no habia inhibicidén, encontrandose a veces i
gera activacion.

La inhibicidén por glucosa-6-P parece ser cooperativa, lo
que difiere de los resultados de Storer y Cornish-Bowden
(1977), quienes encuentran una inhibicidén competitiva lineal
respecto a ATP (K™ = 11,5) en presencia de glucosa 50 mM vy,
mixta lineal respecto a glucosa (b a 50 mM) en presencia de
ATP 4,3 mM (Tabla X1). En cambio nuestros resultados no dan
inhibiciones simples ni respecto a ATP ni respecto a glucosa.
La diferencia se deba probablemente a que nuestros estudios
fueron realizados a bajas concentraciones de glucosa (< KQ ™).

Los resultados del estudio de la funcidon de saturacion de
la glucoquinasa con glucosa en presencia de diferentes concen
traciones de glucosa-6-P se muestran en la figura 56a. La
concavidad de los graficos de Eadie-Hofstee indica que la pre
sencia del glucosa-6-P no suprime la cooperatividad. Se apre

cia también que se produce una marcada disminucién de la VmaX
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Egwia 56. CGhakcqo> di EacUi-Hofata di ta. (uncu,on di -autw/idcdn di A
glucoquAnaAci con glucosa in psiiAincia. di glacoia-6-"o™cuto. La actividad
fosforilante de glucosa de la glucoquinasa (método 2; Sephadex G-100) se
determino a pH 8,0 mediante el ensayo 2. Las figuras insertas muestran
graficos de Hill. Las soluciones de glucosa-6-fosfato se neutralizaron con
carbonato de potasio antes de ser usadas.

a) La glucoquinasa se ensayo a diferentes concentraciones de glucosa (1

a 200 nM) en ausencia (©) y en presencia de glucosa-6-P 15 (0); 89(D)

y 178 nM (A ). Se uso una concentracion de ATP de 5 nM y una deMg2+de 12n\.
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desde 7,2 a 2,0 nmol/min al aumentar la concentracién del
inhibidor desde 15 a 178 mM. En los graficos de Hill del
recuadro correspondiente a las funciones de saturacidon ob-
tenidas en ausencia y en presencia de glucosa-6-P 8 mM, se
observa que el KQ~” disminuye desde 5,9 a 3,5 mM respectiva
mente, pero que el coeficiente de Hill no varia (1,51 y
1,59). Una situacion semejante se observa con glucosa-6-P
178 mM. Es decir, no se encuentra efecto sobre la coopera-
tividad ni a concentraciones bajas de glucosa-6-P (15 mM)
donde no hay inhibicidén, ni a concentraciones altas (178 mM)
donde la inhibicion es marcada (Fig. 56a).

Debido a que el glucosa-6-P habita sido descrito como inhi_
bidor competitivo respecto a ATP, se decididé estudiar el efec
to del glucosa-6-P sobre la funcidén de saturacién con glucosa
en presencia de baja concentracion de ATP 0,5 mM.

El grafico de Eadie-Hofstee de la figura 56b ilustra la
funcidn de saturacidén en presencia de glucosa-6-P 35 mM. La
ligera concavidad obtenida, indica que persiste la cooperati
vidad.

En los graficos de Hill del recuadro se aprecia que el gra
do de cooperatividad en presencia y en ausencia de glucosa-6-P,
es semejante. El valor del coeficiente de Hill, 1,35 para el
control y 1,38 para la funcidén en presencia de glucosa-6-P,

es algo menor que lo habitual, debido a la baja concentracion
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de ATP usada (ver capitulo 4). Se observé también una dis-
minucién en el Kg5 desde 2,3 a 2,0 mM en presencia del inhi_
bidor; este efecto aunque pequefio ilustra una tendencia gene
ral. ElI control se ilustr6é en el recuadro de la figura 56b
s6lo mediante linea de puntos para que se pudiera visualizar
con claridad, pues dada la similitud en los parametros, ten-
dia a haber sobreposicién de los puntos de ambas rectas.

Estos resultados, que sefialan claramente que el glucosa-6-P
no afecta la cooperatividad, concuerdan, en general, con los
descritos por Storer y Cornish-Bowden (1977).

Aunque no se observd efecto de glucosa-6-P sobre la coope-
ratividad, a alta ni a baja concentracidén de ATP, se encontro
que el porcentaje de inhibiciéon aumentaba al aumentar la con-
centraciéon de glucosa, es decir lo mismo que habtan descrito
Gonzalez et al. (1967) . Storer y Cornish-Bowden, no hacen re
ferencia a este hecho ni al efecto de glucosa-6-P sobre el
KO.5 =

Los experimentos con glucosa-6-P presentan sin embargo, al
gunas complicaciones que es necesario tener en cuenta Yy que
pueden dificultar la interpretacion de los resultados. En pri®
mer término, dado que se usa la sal de potasio y que la con-
centraciéon que debe usarse del ester fosforico es relativamen-

te alta, debido a que la constante de inhibicion es elevada,

cabe hacer la pregunta si la inhibicidén se debe al glucosa-6-P
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o al K+ presente, pues como se mostré en el capitulo 2, es-
te 16n junto con disminuir V , disminuye el K. r . Los cal
culos i1ndican que el efecto inhibidor de glucosa-6-P sobre
la V no puede explicarse solamente por la accién del K+,
pero la presencia de este podria introducir variaciones en
el tipo de inhibicion. Otro problema es que el glucosa-6-P
puede sufrir hidrolisis espontanea a pH 8,0, que, aunque len
ta puede ser significativa; esto se traduciria en un aporte
de glucosa al sistema, lo cual es especialmente grave a ba-
jas concentraciones de glucosa. En nuestros experimentos pa
rece no existir este problema, pues los blancos sin glucosa
obtenidos en ausencia y en presencia de glucosa-6-P fueron
iguales, a todas las concentraciones de glucosa-6-P ensaya-
das. Un tercer problema, mas grave porque no parece tener
solucion simplej se refiere a las concentraciones de MgATP,
ATP y Mg . En efecto, el glucosa-6-P a altas concentrado
nes interfiere en el control de la concentracidon de MgATP me
diante el uso de un exceso de MgCl2, debido a que el glucosa-
-6-P también secuestra Mg2+. Por esta razon pareceria acon-
sejable controlar la concentraciéon de MgATP usando una con-
centracién de ATP de 1 mM en exceso sobre la concentracioén
de MgCI2 como recomiendan Storer y Cornish-Bowden (1977) . Es-
ta solucidon no es perfecta, sin embargo, porque permite la

existencia de ATP libre que es inhibidor de la glucoquinasa,
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competitivo con respecto al MgATP, y con una constante de in
hibicion (Ki) de 2,4 mM (Storer y Cornish-Bowden, 1977). Aun
que el Mg es también inhibidor, su es algo mayor (7 mM).
Por otra parte, en los experimentos con glucosa-6-P se usa

el ensayo 2, con piruvato-quinasa. El usar ATP en exceso so
bre la concentraci6on de Mg2+, introduce complicaciones, por-
que por una parte, la piruvato-quinasa requiere Mg2+ (Mac Far
lafie y Ainsworth, 1972) y por otra, es inhibida por ATP. Pa
ra contrarrestar estos efectos, si se desea mantener este en
sayo, es necesario aumentar considerablemente las concentra-
ciones de las enzimas auxiliares, lo que a su vez puede traer
problemas debido a actividades secundarias de ellas o a posi-
bles contaminaciones. Todas estas dificultades vuelven muy
problemdticos los estudios con glucosa-6-P, tanto en su reali®

zacion como en la interpretacion de los resultados.

b) Efecto del MgADP

El analisis de los estudios de inhibicidon por ADP, reali-
zados por los diferentes autores y resumidos en la Tabla XIII
indica que no se trata de una inhibicidén simple, ni respecto
a ATP ni respecto a glucosa. Asi, cuando el ATP es variable
y la glucosa fija, a una concentracién que puede considerarse

saturante, el ADP puede dar una inhibicidn competitiva, mixta
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mM

2;:4
2:;4

2:;4

0,5-8,5d

TABLA X111

InhAb-LcASn pon. AVP de. ca (joi {jonjJjxcA6n de. giucoia pon. ¢a glueoquinen,aa

Glucosa ATPb
mM mM
50 0,25-10
5-50 1
100 0,2- 5
10-100 5
100 0,25- 5
7-100 5
50 0,09-8,8
variable” 4.4

Razoén

Mg:ATP

pH

7,5
7,5
7,5

7,5

Tipo de inhibicién

c
Compleja

Mixta

Com petitiva
Com petitiva
Compleja0

No com petitiva

M ixta6

M ixta

nd
nd

2,3

K!
1

nd
nd

>20

Referencia

Salas et al.,

Salas et al.,

Parry
Parry
Parry

Parry

1965
1965
W alker, 1966
W alker, 1966
W alker, 1966
W alker, 1966

Storer y Comish-

Bowden,

1977

8-10 8-10 Storer y Comish-
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“El rango de concentraciones del sustrato variable fue estimado en la ma-
yoria de los casos a partir de graficos de dobles reciprocos o de Dixon,
por lo que puede no corresponder con exactitud al rango preciso estudia-
do por los autores.

3las concentraciones de ATP y de ADP corresponden a las concentraciones
totales usadas, salvo en el trabajo de Storer y Comish-Bowden (1977) en
que son las concentraciones calculadas de los complejos MgATP, y MgADP
respectivamente, sobre la base de las constantes de disociacion de los
complejos al pH del ensayo.
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o compleja, segun se define en la tabla. Diversos factores
varian en los trabajos analizados, siendo los mas obvios el
pH (7,0 - 7,5 - 8,0) y la razén Mg:ATP. Ambos determinan

las concentraciones efectivas de los complejos MgATP y MgADP,
asi como las concentraciones de nucledtidos libres y de Mg2+.
Como ya se ha comentado, el ATP [libre y el Mg2+ son in-
hibidores por si mismos. Todas estas circunstancias dan un
buen grado de complejidad a la interpretacién y comparacion
de los resultados, a las que se agrega el que el ADP (o MgADP)
podria interactuar en la enzima no solo en su propio sitio,
sino también en el sitio del ATP. Podria asimismo formar com
piejos ternarios, no-productivos con la enzima y la glucosa
(Storer y Cornish-Bowden, 1977).

Se decididé explorar el efecto del ADP sobre la funcidén de
saturacion con glucosa a una concentracion baja de ATP (0,5
mM), pues en estas condiciones, aunque el valor de n es algo
menor que a las concentraciones habituales de ensayo G mM),
cualquiera disminucion del ATP por debajo de esa concentracion,
produce una gran disminucion del coeficiente de Hill (Fig. 34).
Debido a que la inhibicidén por ADP presenta un componente com
petitivo respecto a ATP (Tabla XI11), su presencia provocaria
una disminucion en la concentracion efectiva de ATP y podria

esperarse una disminucién del coeficiente de Hill.
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Para controlar las concentraciones de MgATP y de MgADP
presentes en el medio de reaccion, se usé una concentracion
de Mg2+ de 5 mM en exceso sobre la suma de nucledtidos y un
pH de 8,0, de modo que hubiera un claro predominio de 1los
nucledtidos ligados al metal (88 a 90% de ATP y 76 a 82% de
ADP) (Storer y Cornish-Bowden, 1976a).

La figura 57 muestra los resultados obtenidos con MgADP
a una concentracion de 5 mM, la que fue efectiva en suprimir
la cooperatividad, como puede apreciarse en los graficos de
Hill presentados. Con otras concentraciones de ADP, 1, 2,5
y 3 se obtuvieron valores de n de 1,3, 1,23 y 1,15 respec
tivamente. Conjuntamente con la disminucidén del coeficiente
de Hill se produce un decremento en el K 5 para glucosa, al
aumentar la concentracién de MgADP. Los resultados obteni-
dos concuerdan en general con los de Storer y Cornish-Bowden
(1977) , aunque ellos no hacen referencia al efecto sobre el
KQ 5. Aunque no se tratd de dilucidar el problema del tipo
cinético de inhibicidén, se concluyé que el MgADP inhibe Ila
reaccion glucoquinasica, siendo mayor su efecto a las mayo-
res concentraciones de glucosa y disminuyendo hasta hacerse
nulo (o incluso activante) a las concentraciones menores de
glucosa (Tabla X1V). Este hecho se observa con las distin-
tas concentraciones de MgADP usadas, tanto al compararlas
con el control sin MgADP, como entre varias concentraciones

de MgADP. Storer y Cornish-Bowden no hacen referencia a la
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Fequa0. 57, Geoi> de HXZI de ¢a funcidon de Acutu/uieson con gEueosa en
cuidencMl y en ptiefencAM. de AVP. La glucoquinasa ( método 2; act. esp.
3l U/mg de proteina) se ensayo a pH 8,0 mediante el ensayo la a concen-
traciones variables de glucosa (0,2 a 100mM) ,en ausencia (0) o en pre-
sencia de ADP 5mM (® Se uso una concentracion de ATP de 0,5mM y una
concentracion de MgC” 5mM en exceso sobre la suma de las concentra-
ciones de ATP y de ADP. EI gréafico inserto muestra el efecto de ADP so-
bre n en experimentos con el mismo disefio experimental y diferentes

concentraciones de ADP.
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TABLA XIV

JnfUbXcXon pn. AV? a di{jeAzntU oconcertiiia.ccone;> ce. glucoAa3

E Glucosa ADP, mM Actividad
0 1 3 5 elativa
Vi
0,6 0,36 mu 0,37 mu 1,03
I 4 1,56 mi 0,6 8 miU 0,44
20 2,49mU 0,90 mi 0,36
0,4 0,17 mU 0,16 mi 0,94
11 0,6 0,29 mu 0,24 muU 0,83
20 1,59 muU 0,95 mu 0,60

En estos experimentos se hicieron ensayos paralelos a las concentraciones

de ADP indicadas.

corresponde a la actividad determinada con la menor concentracion

de ADP y V. a la actividad en presencia de la concentracion mayor de ADP.
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a la existencia de un fenbmeno de esta naturaleza, y no mues-
tran ningun experimento del cual se pueda obtener informacion
al respecto. Nuestros resultados sugieren que el MgADP mos-
traria una inhibicidon de tipo mixto respecto a glucosa. Es-
tudios de inhibicidén por ADP de la fosforilacion de 2-desoxi-
glucosa (Monasterio, 1980) indican también una inhibicién mix-
ta, respecto al sustrato glucidico, pero en este caso el KQ 5
para 2-desoxiglucosa aumenta al incrementarse la concentra-
cion del MgADP. Por otra parte, la inhibicidn por ADP respec-
to a ATP como sustrato variable es no competitiva pura, en
contraposicion a las observaciones con glucosa que indican un
fuerte componente competitivo (Tabla XII1) .

La menor inhibicidon a bajas concentraciones de glucosa
puede interpretarse como debida a la disminucién de la coo-
peratividad y del KQ 5 lo cual produciria una activaciodn que
a bajas concentraciones de glucosa podria contrarrestar en
gran parte el efecto inhibidor del MgADP. Se trataria de un
efecto parecido al del K+ y del Na+, aunque debido a las bajas
concentraciones de ADP empleadas es insignificante la contri-
bucidon en cationes, y por tanto el efecto no podria atribuir
se a la presencia de éstos.

El efecto del MgADP podria interpretarse considerando que
como consecuencia déla presencia de éste, habria una disminu-
cion en la concentracién del complejo E.MgATP, lo que signi-
ficaria un predominio de la via de reaccidn que se inicia con

el complejo E.Glc, de acuerdo con lo que analizaremos en la



7. MANTENCION DE LA ESTRUCTURA MONOMERICA DE LA GLUCOQUINASA

EN LAS CONDICIONES DE REACCION

Los resultados de diversos investigadores indican que la
glucoquinasa es una proteina monomérica bajo condiciones na-
tivas y desnaturalizadoras (Grossman et al., 1974; Maccioni,
1975; Holroyde et al., 1976). Sin embargo, la gran mayoria
de las enzimas con cinética sigmoidea son proteinas oligomé
ricas (ver Discusiodn). Antes de postular un modelo compati-
ble con la conducta cinética observada, era necesario consi-
derar la posibilidad de que la glucoquinasa se polimerizara
bajo las condiciones de ensayo, formando especies molecula-
res en las cuales pudieran ocurrir interacciones entre los
sitios activos, 0 gque presentaran parametros cinéticos dife
rentes del mondémero. En este ultimo caso, el desplazamiento
del equilibrio entre las distintas formas por accién del sus
trato podria originar desviaciones de la conducta cinética
clasica y dar lugar a la aparicién de curvas de saturacion
sigmoideas(Frieden, 1967). Es conocido que la presencia tan
to de sustratos, productos y analogos, como de modificadores
alostéricos, puede afectar en las enzimas considerablemente
el grado de asociacion de las cadenas peptidicas y sus inte
racciones (Klotz et al., 1970; Frieden, 1971; Levitzki y

Koshland, 1972). Un ejemplo muy relacionado con nuestra

228
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enzima es el de las hexoquinasas de cerebro y de corazén, las
que se encuentran en forma de monémero y de dimero, en equi_
librio reversible, que es desplazado hacia el dimero por la
presencia de glucosa-6-P, que es un modificador negativo
(Chakrabarti y Kenkare, 1974; Easterby, 1975). Por otra
parte, la hexoquinasa P de levadura existe en gran parte
como monémero durante el ensayo, aunque es aislada en forma
de dimero (Shill et al., 1974; Shill y Neet, 1975).

Pensando en la posibilidad de una oligomerizacion, se
examin6, por Ffiltracién en gel, el peso molecular aparente
de la glucoquinasa en condiciones similares a las que operan
durante el ensayo de la reaccion. Los resultados que se
ilustran a continuacién, mostraron que en las diferentes con
diciones experimentales usadas, la glucoquinasa eluia como
un pico de actividad uUnico y simétrico, correspondiente a
una proteina del mismo peso molecular que la enzima monomé-

rica (Cardenas et al., 1978).

a) Efecto de los sustratos sobre la filtraciéon de la

glucoquinasa

El efecto de la presencia de los sustratos sobre los per
files de elucion de la glucoquinasa durante la cromatografia
por filtracion en gel de Sephadex G-200 se estudidé a dos tem
peraturas, 30 y 40, como se sefialé en Materiales y Métodos.

La figura 58 ilustra algunos resultados tipicos obtenidos en



230

FeguAa 58 . Ven™lleA tipicos de elucidn de la. glucoquinasa en p.esencia

de los SuStAatoS. La enzima provenia de una preparacion en la etapa de
purificacion de Sephadex ( método 2) y su actividad especifica era de

5,1 U/mg de proteina. La columna de Sephadex G-200 (1,2 x 48 cm) era
equilibrada a 30 con amortiguador B enriquecido con los siguientes meta-
bolitos: a) ninguno; b) ATP 5mM ; ¢) ATP 5 mil mas glucosa 1 mM; d) ATP

5 mM mads glucosa 100 mM. Las cifras en el mdximo de cada pico de elucion
corresponden a: 1, azul dextrano; 2, alcohol-deshidrogenasa de levadura;

3, ovoalbumina; 4, mioglobina y 5, fi4c]-leucina. . En las fracciones con
glucoquinasa, los valores de actividad maxima, expresados en miliunidades/ml,
eran los siguientes: a) 15,2; b) 9,0; ¢ 14,2; d)18,3. En todos los experi-
mentos se mezclo la glucoquinasa (0,18 unidades) con 4cj-leucina y a
menudo con alcohol-deshidrogenasa. Los otros marcadores (azul-dextrano,
mioglobina y ovoalbumina) se filtraban separadamente o junto con[1tc]-
leucina. Detalles de esta columna: VQ= 17 mi; = 50,7 mi. Otros porme-
nores se describen en Materiales y Métodos. De Cardenas et al., 1978.
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experimentos realizados a 30°. Se observo un pico Unico y
simétrico de actividad glucoquinasica en todas las condicio
nes probadas: a) sin sustratos; b) en presencia de MgATP;
c) en presencia de MgATP y concentracidén baja de glucosa;
y d) en presencia de MgATP y concentracion saturante de glu
cosa. No se observaron deformaciones en la rama izquierda
de los picos, que pudieran ser interpretadas como pequefas
cantidades de enzima activa con un cierto grado de agrega-
cion. Los picos eluyeron siempre en la misma posicion.
Perfiles muy similares se observaron con otra columna traba
Jjada a 40 (no se muestra). La glucosa-6-fosfato-deshidroge
nasa y el NADP, que se usan normalmente en el ensayo de la
glucoquinasa, no se probaron, pues la sigmoidicidad de la
funcidn de saturacién con glucosa se observa también cuando
se mide la actividad enzimatica por aislamiento de glucosa-
6-P, en ausencia de la enzima auxiliar y de NADP (Niemeyer
et al., 1975), asi como también cuando se usa el otro sis-
tema de medicion de actividad (ensayo 2) (ver figura 5) .
En la tabla XV se comparan los coeficientes de distribu
cion de la glucoquinasa obtenidos a 30° y con soluciones
de la misma composicidon que las empleadas en los experimen
tos de la figura 58. Se obtuvieron casi idénticos valores
de Kd tanto en ausencia de ambos sustratos como en presen-
cia de MgATP solo, o MgATP mas glucosa a baja (@ mM) o al-

ta (100 mM) concentracion. ElI valor promedio de de
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TABLA XV

Coe,{ECs¢2.nfeA de. dalfhA.bulCA6vi de Ir g¢acoqugnada obte.nd.do-i poh.
fidUyiRcton en ge£ de Sepkadix G-2003

Adiciones al amortiguador B Coeficiente de distribucidéno
en el solvente de elucion”

Ninguno 0,479
ATP 5 mM 0,479 - 0,483
ATP 5 mM + glucosa 1 mM 0,494 - 0,494
ATP 5 mM + glucosa 100 mM 0,487

3De Cardenas et al., 1978

3Las condiciones de los experimentos se describen en la leyenda de la
figura 58. Otros detalles se suministran en UateAtaZei y MEtodog.

Coeficiente de distribucién Kd = (Vé - Vo)/(VT’_ VO)
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todos los experimentos fue 0,486 + 0,002, que es igual al
obtenido con la columna a 40 (0,491 + 0,006).

La estimacion del peso molecular aparente de la glucoqui
nasa se muestra en la figura 59, en la que se relacionan
en escala semilogaritmica los coeficientes de distribuciodn
de varias proteinas marcadoras con sus pesos moleculares.
La glucoquinasa aparece como una proteina de peso molecular
de 54.400 = 700, valor muy similar a los obtenidos para la
enzima monomérica (Grossman et al., 1974; Maccioni, 1975;
Holroyde et al., 1976). También se indica en la linea de
regresion la posicidén que ocuparia un hipotético dimero de
la glucoquinasa.

Los resultados de la figura 58 muestran con claridad que
en presencia de ambos sustratos, glucosa y MgATP, y de
otros componentes habituales en la mezcla del ensayo de glu
coquinasa, la enzima se recupera de la columna de filtracion
de Sephadex como una proteina activa uUnica. ElI MgATP no al_
tera la estructura monomérica de la glucoquinasa, aunque el
grado de sigmoidicidad de la funcidén de saturacion con glu-
cosa es dependiente de la concentracion del nucledtido
(figura 34). En este aspecto, la glucoquinasa soluble se
diferencia de la glucoquinasa microsémica descrita por
Berthillier y Got (1972), la cual se dimeriza en presencia
de ATP y solo en esta condicidén exhibe una dependencia sig

moidea de la concentracion de glucosa.
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FIguAa 59 . Estimacién del peso moteeuljwu aparente pon {jMuiclén en
Sepkadex G-200. El promedio de los valores de para la glucoquina-
sa presentados en la Tabla XV (0,486 + 0,002) se situdé en el grafico
construido con los valores de de las proteinas marcadoras, obteni-
dos en experimentos que se realizaron en las mismas condiciones. D
sefiala el valor de de un hipotético dimero de glucoquinasa. Los

detalles experimentales se describen en Materiales y Métodos.
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No hubo tampoco efecto al cambiar la temperatura desde
40, que es la empleada por los diversos autores que se han
preocupado del asunto, a 30°, que es la temperatura habi-
tual de ensayo de la actividad. Ademas de ser la tempera-
tura habitual de ensayo, se eligidé 30° en contraposiciéon a
40, porque a esta temperatura (30°) se ven fTavorecidas las
interacciones hidrofébicas y por tanto habria mas posibili-
dad de pesquisar un posible oligémero. Asimismo, la varia
cion en concentraciéon de la glucoquinasa en un orden de mag
nitud no modificd la conducta de elucidén (Fig. 60).

En ningun caso se produjo alguna anomalia del perfil de
elucion que hiciera sospechar algun grado de heterogeneidad

de la enzima activa.

b) Efecto de la N-acetilglucosamina

La N-acetilglucosamina a alta concentraciéon (10 mM) hace
desaparecer la sigmoidicidad de la funcidén de saturacion pa
ra glucosa de la glucoquinasa, como se vié anteriormente
(Fig. 41). Dado que se habia descrito que la glucoquinasa
con un cierto grado de oligomerizacién (posiblemente dimero)
exhibia una cinética hiperbdélica (Niemeyer et al., 1975a),
cabia la posibilidad de que la N-acetilglucosamina estuvie
ra induciendo cambios conformacionales en la enzima que fTa-

vorecieran la formacidén de una estructura dimérica. Sin
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FXguna 60. PeJi~At de eX.ucA.dn de. la {jaXzn.acXén en gel de la glueoquX.
nena en psiexencXa de N-aceXXlglueoAamlna. La enzima era de la etapa
de cromatografia de afinidad (método 2) con una actividad especifica
de 32 U/mg de proteina. La columna de Sephadex G-200 (1,2 x 48 am) se
equilibro a 30° con N-acetilglucosamina 10 mM preparada en amortigua-
dor B. La muestra de glucoquinasa (1,7 Unidades) se mezclo con alco-
hol-deshidrogenasa de levadura y T20. El azul-dextrano se filtro so-
lo o0 junto con T20. Otros detalles se describen en Materiales y Méto_

dos.
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embargo, cuando se incluyd N-acetilglucosamina en la solu-
cion de elucion durante la filtracidéon en Sephadex de la glu
coquinasa, se obtuvo un solo pico simétrico de la actividad
enzimatica,como se ilustra en la figura 60. EI valor de

fue de 0,490, es decir igual al obtenido en los experimentos
de la Tabla XV. Hay que destacar que en este experimento la
glucoquinasa de la muestra se encontraba en una concentracioén
alrededor de diez veces mayor que la empleada en los otros
experimentos de esta naturaleza. No obstante el efecto so-
bre la cinética de la enzima, la N-acetilglucosamina no al-

terd su coeficiente de distribucidén en Sephadex G-100.

c) Efecto de los sustratos y los productos

La figura 61 ilustra el hecho que la adicidén de una mez-
cla de los sustratos (glucosa y MgATP) y de los productos
(glucosa-6-fosfato y MgADP) a la solucidén de equilibrio vy
elucidn, no determina ningun cambio en el perfil de eluciodn
de la glucoquinasa desde una columna de Sephadex G-100. En
efecto, se obtuvo en estas condiciones de nuevo un pico Si-
métrico y unico de glucoquinasa, en la misma posicidén gue en
ausencia de los metabolitos. El peso molecular corresponde-
ria al de la enzima monomérica. Un comportamiento similar
se observé en presencia de glucosa-6-fosfato solo. Asi, a

diferencia de lo que ocurre en hexoquinasas de corazén y de
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FlguAa 61. PeAfall da alualon de la ~Htnacldn en Sapkadax da glanoqA.
mnra en pAOAnnc.la da 6wtlicuto6 y pfiodanlo;,. La enzima provenia de una
preparacién en la etapa de cromatografia de afinidad (método 2) y tenia
una actividad especifica de 30 U/mg de proteina. La columna de Sepha-
dex G-100 (1,2 x 48 an) se equilibro a 30° con amortiguador B conteniera
do glucosa 50 mM, ATP 5 mM, glucosa-6-fosfato 50 yM, y ADP 50 WM. La
muestra de glucoquinasa (0,2 Unidades) se mezclo con [ 14C ]-leucina.
Otros detalles se dan en Materiales y Métodos.
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cerebro, el glucosa-6-P no parece alterar significativamen-

te la estructura monomérica de la glucoquinasa.

d) Comentario general

Toda la informacién disponible sefiala que la glucoquina-
sa estad constituida por una cadena polipeptidica Unica. En
efecto, la enzima en condiciones desnaturalizadoras como las
existentes durante una electroforesis en geles de poliacrila
mida en presencia de dodecilsulfato de sodio, aparece como
una sola unidad proteica, con el mismo peso molecular que Ila
enzima nativa (Grossman et al., 1974; Maccioni, 1975; Holroyde
et al., 1976). El hecho que no se produjeran moléculas de
mayor tamafio por reaccion cruzada al tratar glucoquinasa pu
ra con dimetilsuberimidato, a 40, en presencia de los sustra
tos, apoya la naturaleza monomérica de la glucoquinasa
(Holroyde et al., 1976). Asimismo, la cromatografia por
filtracidéon en geles de la glucoquinasa nunca ha indicado la
presencia de formas oligoméricas, aunque se haya realizado

en condiciones muy variadas de fuerza id6nica y de composicion

del medio de desarrollo (Pilkis et al., 1968; Gonzalez y
Ureta, 1969; Pilkis, 1972; Grossman et al., 1974; Maccioni,
1975; Holroyde et al., 1976). La unica excepcidén la consto”

tuyd la observacidon de este laboratorio de un cierto grado
de oligomerizacidén en preparaciones envejecidas de glucoqui”®

nasa purificada; los estados agregados exhibieron una
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cinética hiperbolica (Niemeyer et al., 1975).

La estructura monomérica de la glucoquinasa es de espe-
cial interés dado el caracter sigmoideo de la funcidén de sa
turacion con glucosa, ya que esta cinética exigira una Inter
pretacion diferente a la que dan los modelos mas conocidos,
que sirven para proteinas oligoméricas (Monod et al., 1965;
Koshland et al., 1966). Por esto, era critico asegurarse
de que la glucoquinasa permanecia como mondémero cuando se
encontraba en condiciones iguales a las que operan durante
el ensayo de la actividad.

Es un punto muy importante en el estudio de una enzima
que presenta cinética cooperativa el establecer cual es su
grado de oligomerizaciéon en las condiciones de ensayo, ya
que es ahi donde se presenta el fendmeno de cooperatividad.
En el caso de una enzima monomérica es imprescindible.

De acuerdo con la informacion disponible existen otras
cinco enzimas monoméricas, que presentan cinética no hiperbd
lica. Ellas son la ribonucledsido-trifosfato-reductasa (Beck
1967; Vitols et al., 1967; Panagou et al., 1972), la ribonu-
cleasa-pancreatica (Rubsamen et al., 1974; Walker et al.,
1975; Walker et al., 1976) , la hexoquinasa lj. de trigo (Meu-
nier et al., 1974), la 6-quimotripsina (Ainslie y Neet,1979)
y la octopina-deshidrogenasa (Olomucki et al., 1972; Monneuse

Doublet et al., 1978).
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En ninguno de estos casos, sin embargo, se han publicado
pruebas inequivocas de que no ocurre una oligomerizacion du
rante el ensayo. Ademads, habria que agregar la hexoquinasa
de levadura que, si bien existe como dimero, en las condi-
ciones de ensayo seria fundamentalmente un monémero (Shill
et al., 1974). Todas estas enzimas seran analizadas en la
Discusion.

La demostracion de la estructura monomérica de la gluco-
quinasa,en condiciones de reaccid6n, descarta la posibilidad
de que su funcidén de saturacién con glucosa sea el resultado
de la interaccidén entre sitios activos, ubicados en diferen-
tes subunidades de una enzima oligomérica formada durante el
ensayo. También puede excluirse la posibilidad de un equili®
brio de formas asociadas y disociadas, en las que las propie
dades cinéticas de la enzima dependieran del peso molecular
de las especies presentes. Los modelos en régimen estacio-
nario presentados por varios autores dan la posibilidad de
cinética no hiperbdlicas en enzimas monoméricas (Ferdinand,
1966; Rabin, 1967; Sweeny y Fisher, 1968; Ainslie et al.,
1972; Ricard et al., 1974; Storer y Cornish-Bowden, 1977).
En todos estos modelos se postulan al menos dos caminos ci-
néticamente diferentes de conversion de los sustratos en los
productos. Se analizaran primero brevemente estos modelos,
y luego se presentarada un modelo propio, que da cuenta de la

mayoria de los hechos observados en este y otros laboratorios.



D. DISCUSION

1. INTERPRETACION DE LA CINETICA COOPERATIVA

Los trabajos pioneros de Umbarger (1956) y de Yates y
Pardee (1956) en la década délos cincuenta, mostraron que habia
enzimas como la treonina-desaminasa y la aspartato-transcarba
milasa, respectivamente, que estaban sujetas a regulacién y
que no se ajustaban a la ecuacidén cinética de Michaelis-Menten,
sino que presentaban una cinética que, al decir de Umbarger,
era "peculiar'.

Ha transcurrido alrededor de un cuarto de siglo desde esos
descubrimientos y en este lapso se han descrito numerosas enzi-
mas que presentan desviaciones de la cinética michaeliana cla-
sica (cooperatividad positiva o negativa) y que en la mayoria
de los casos corresponden a enzimas que parecen jugar un papel
importante en la regulacion de las vias metabdlicas (Koshland,
1968; Stadtman, 1970).

Junto con la descripciéon del fenémeno de cooperatividad ci_
nética surgid la inquietud de poder explicarlo. Asi, en los
ultimos 15 afios, el estudio de los mecanismos que podrian dar
cuenta de una conducta cinética cooperativa ha ocupado la aten
cion de diversos grupos de investigadores. La idea principal

que ha dominado el pensamiento en esta area es la de las

242
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interacciones alostéricas propuesta por Monod et al. (1963,

1965) y extendida luego por Koshland et al. (1966).

a) Modelos de sistemas en equilibrio rapido

Los principales modelos de sistemas en equilibrio réapido
para explicar la cooperatividad son los planteados por los
grupos de Monod y de Koshland. Son de equilibrio rapido por-
que se considera que:

i) Los pasos de unidén y de disociaciéon de ligandos a la protei
na son muy rapidos comparados con el paso catalitico,

il; Los cambios conformacionales inducidos o los desplazamien-
tos de equilibrios provocados por la union de los ligandos a

la protelna son rapidos con respecto a la velocidad de la reac-
cion catalizada.

Estas dos consideraciones permiten que se alcance un esta
do de cuasiequilibrio (equilibrio rapido) entre las diferentes
especies de enzima, y entre el ligando libre y el ligando uni-
do a la enzima.

Tanto en el modelo de Monod et al. (1965) como en el de
Koshland et al.(1966) se pone énfasis en la interaccidén entre

las subunidades en el control de la actividad enzimatica. En
estos modelos, la variacion sigmoidea de la velocidad en
funcion de la concentracidén de sustrato se interpreta su-

poniendo que [la cooperatividad cinética es
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consecuencia de la cooperatividad en la unién del sustrato
a las subunidades iInteractuantes de la enzima. La coopera-
tividad cinética queda asi restringida a enzimas oligoméri-
cas. La mayoria de los datos descritos en la literatura son
compatibles con estos modelos, los cuales pueden aplicarse
también a proteinas no enzimdticas que enlazan especificamen

te un ligando, como es el caso de la hemoglobina.

Modelo de transicién concertada de Monod, Wyman y Changeux

En 1965, Monod, Wyman y Changeux propusieron un modelo cu
yos postulados son:
¢) Las proteinas alostéricas son oligdémeros cuyos protémeros
se encuentran asociados de tal manera que ocupan posiciones
equivalentes. Un oligémero es una proteina que contiene un
nuamero relativamente pequefio de subunidades idénticas cada
una de las cuales se denomina protémero.
m] A cada ligando capaz de formar un complejo estereoespe-
cifico con la proteina, le corresponde uno y sélo un sitio
de unidn en cada protémero: al sustrato el sitio catalitico
y al modulador (activador, inhibidor) un sitio alostérico,
es decir, un sitio estructural y topoldgicamente distinto

del sitio catalitico.
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Jm) La conformacidon de cada protémero esta restringida por
su asociacion con los vecinos. Es decir, existen restriccio
nes moleculares que hacen que los cambios de conformacién de
los protémeros sean concertados.

fu) Los oligémeros alostéricos pueden existir en al menos dos
estados conformacionales reversibles (Ry T), que difieren en
la distribucidon y energia de los enlaces interprotoméricos, y
también en las restricciones impuestas sobre los protémeros.
u) Existe una unién preferente de cada ligando por algin esta
do conformacional. Es decir, al ocurrir una transicién confor
macional (concertada) de un estado a otro, la afinidad de

los sitios estereoespecificos hacia el correspondiente ligan

do se altera.

u.,) Al experimentar el oligomero la transicién conformacional
de un estado a otro, se conserva la simetria molecular, in-
cluyendo la simetria de las restricciones impuestas sobre ca-
da protémero (transicién concertada).

Estos seis postulados del modelo de Monod et al. se pue-
den resumir en dos presunciones fundamentales. Una es la pre
sencia de un equilibrio preexistente entre dos 0 unos pocos
estados conformacionales de la proteina y, la segunda, es que
cualquier cambio conformacional afecta a todos los protomeros
de igual manera, lo que permite conservar en todo momento la

simetria de la molécula proteica. De ahi que se hable de una
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transicién concertada. Este modelo es "elegantemente sim-
ple™ (Koshland, 1970). Los activadores y los sustratos fa-
vorecen el estado R y los inhibidores el estado T. EI des-
plazamiento del estado T al estado R bajo la influencia de
la union del sustrato explica la cooperatividad. ElI modelo
no permite especies moleculares hibridas y predice, por |lo
tanto, solamente la cooperatividad positiva en las interac-
ciones homotroépicas. Pettigrew y Frieden (1977) han exten-
dido este modelo al caso de una reaccion de dos sustratos
con un mecanismo de unidn al azar en equilibrio rapido. Han
mostrado, por estudios de simulacion, que si los estados con
formacionales tienen diferente afinidad por cada uno de los
sustratos se pueden obtener conductas cinéticas diferentes
de las esperadas por simple analogia con la conducta de unién
de cada uno de los sustratos por separado. Estos autores re
fieren, aunque no lo muestran, que en ciertas condiciones es
posible la existencia de cooperatividad cinética negativa.

El hecho que los postulados de este modelo se refieran a
proteinas alostéricas, hizo que existiera una tendencia a
establecer una relacidén biunivoca entre el fendémeno de alos
terismo y el de cinética cooperativa. Si bien ambos fendme
nos estan estrechamente relacionados y ambos pueden ser ex-
plicados a base de fTlexibilidad conformacional de las pro-

teinas, no son sindnimos. Esta confusidn se ha visto
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estimulada por el hecho que muchas enzimas alostéricas pre
sentan también cinética cooperativa y, viceversa, la mayo-
ria de las enzimas que presentan cooperatividad poseen si-
tios alostéricos. Esto no debe sorprender, ya que ambas
propiedades son importantes en el control metabdélico y se
podria suponer que han sido seleccionadas a través de la e
volucion. No obstante, esto no significa que los términos
de alosterismo y de cooperatividad sean intercambiables;
ellos describen dos propiedades diferentes y deben ser dif
tinguidos claramente. Asi, una enzima alostérica es sola-
mente una enzima que presenta un sitio alostérico y puede

0 no tener cinética cooperativa. Por ejemplo, desde hace
tiempo se sabe que la primera enzima en la biosintesis de
histidina (Ffosforribosil-ATP-pirofosforilasa) es alostérica
(Martin, 1963); sin embargo, no se ha descrito que ella pre
sente cinética cooperativa. Por otra parte, una enzima con
cinética cooperativa puede ser o no ser alostérica. La glu
coquinasa parece ser un ejemplo de enzima no alostérica con
cinética cooperativa.

Los trabajos del grupo de Monod fueron muy iImportantes
porque dieron un marco conceptual simple para enfocar los
primeros trabajos con enzimas de cinéticas no michaelianas;
definieron ademds muchos términos, lo que contribuy6é a evi-
tar confusiones; pusieron énfasis en las caracteristicas de

simetria en el disefio de las proteinas y plantearon el rol
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de las subunidades en el proceso cooperativo.

Modelo de transiciones consecutivas de Koshland, Nemethy vy

Filmer

El modelo de Koshland comparte con el de Monod los postu
lados -H) yv v) y la idea que la proteina es un oligbémero,
pero no requiere condiciones de simetria. Sus presunciones
basicas son:

m) La interaccion del ligando con la proteina induce en
ésta un cambio conformacional (encaje inducido) que puede
estar restringido a una sola subunidad de la proteina.

-H) La interaccion entre las subunidades es la clave de
los procesos homotroOpicos. Segun la fuerza de dichas inte
racciones, la deformacidén que afecta a una subunidad puede
a su vez afectar la forma y estabilidad de las subunidades
vecinas, provocando un cambio conformacional en ellas que
ocurriria en forma consecutiva, mas bien que concertada.
Solo si la interaccioéon es infinita, el cambio conformacio-
nal seria concertado.

-i¢¢) La conducta de los estados conformacionales se puede
describir a base de tres parametros moleculares, que descri®
ben la energia del cambio conformacional, la fuerza de la
interaccién entre las subunidades y la afinidad de los li-

gandos a un estado conformacional definido.
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Este modelo, como no requiere el principio de simetria,
permite la existencia de especies hibridas y puede explicar
la aparicion de cooperatividad negativa y mixta tanto ciné

tica como de unidén (Koshland, 1970).

Modelo de Frieden del segundo sitio

Los dos modelos anteriores consideran enzimas con sitios
multiples, en las cuales todos los sitios de unidon del sus-
tratos son cataliticamente activos y estan situados en sub
unidades diferentes dentro de la proteina. Es posible, sin
embargo, que una enzima posea sitios de unidon del sustrato
que no tengan actividad catalitica y que en cambio jueguen
un papel regulatorio.

Frieden (1964), en un analisis general de la situaciodn
de enzimas cuya actividad estd influenciada por la unidn
especifica de modificadores a sitios diferentes del sitio
catalitico (alostéricos), considera el caso en que el mismo
sustrato actua como modificador, originando activacion o
inhibiciodn.

Frieden plantea las siguientes ecuaciones de interacciodn
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Sobre la base de presunciones de equilibrio rapido, de-
riva una ecuacioén de velocidad inicial, la cual es de se-
gundo orden con respecto a la concentracidon de sustrato y

es del tipo:

Voo £fS2 + gs

______________________ (10)

donde los parametros f, g, h, i, Jj, son funciones de las
constantes cinéticas y de las constantes de equilibrio.
Notese que en este caso no se presume interaccion de sub
unidades y, por lo tanto:, es aplicable a enzimas monoméricas.
S6lo se presume la existencia de un segundo sitio, alosterico,
que al unir el sustrato, puede modificar la constante catal™
tica (ks k6) o afectar la afinidad del sitio activo por el

sustrato (Ki ™~ KM).
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En una situacidon extrema de unidn cooperativa, el sitio
catalitico estaria accesible al sustrato so6lo después que
éste se ha unido al sitio alostérico y ha inducido un cam-
bio conformacional en la enzima. En este caso, se tendria

lo siguiente:

La variaciéon de la velocidad en funcidén de la concentra

cion de sustrato, en condiciones de equilibrio rapido seria:

\% kS~

E akK2 + S2 + aKS

donde K es la constante de disociacién intrinseca.

La ecuacidén de velocidad obtenida es de segundo orden res
pecto a la concentracion del sustrato, aun si a vale 1 ,0.
La ecuacion de unidon del ligando también es de segundo orden
con respecto a su concentraciéon. EIl grado de sigmoidicidad

aumenta a medida que a disminuye.
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b) Modelos en régimen estacionario

Como contrapartida a los anteriores y con posterioridad,
han surgido modelos que no postulan unidn cooperativa de i
gandos, pues no requieren interaccion de subunidades, vy
que pueden, por lo tanto, ser aplicados a enzimas monoméri-
cas (como la glucoquinasa). Estos modelos presentan dos
ideas en comun:

mi) El sustrato que presenta el fendmeno de cooperativo”®
dad puede unirse a mas de una especie enzimatica para for-
mar producto.

m-) Las distintas especies enzimdticas no alcanzan un
equilibrio rapido, sino que estdn en régimen estacionario.

Las diferencias entre los modelos de régimen estaciona-
rio surgen en el modo de generacidén de las distintas espe-

cies enzimaticas a las cuales se puede unir el sustrato.

Modelos cinéticos

En el modelo de Ferdinand (1966), las especies enzimati
cas surgen debido al mecanismo cinético de la reaccidon. Se
muestra que en reacciones de dos sustratos puede originarse
una cinética sigmoidea si los sustratos se unen al azar a
la enzima, en condiciones de régimen estacionario y si una

de las vias resultantes es preferida cinéticamente, es
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decir, es mas rapida (Fig. 62). En este caso, el sustrato
gque presenta cooperatividad podria unirse a dos especies en
zimaticas: la enzima libre y el complejo binario formado por
la enzima con el otro sustrato.

Un mecanismo Bi-Bi al azar en régimen estacionario es des
crito por una ecuaciéon de velocidad inicial bastante comple-

ja (Dixon y Webb, 1964):

\Y, Ciab+c2a2b + c 3ab2

Eq c7 + c8a + c9% + cl0ab + Cna2 + cl12b2 + Ci3azb + cii+ab2

donde Ci a Cii*son combinaciones de constantes de velocidad.

cl = ~4+lk-2k+3 *+5+ A 1 k+2 "4 745
Ci— ktlkt3™MANM5S
C3 ~ "N+2 743744 N5

chd= * 1/i2/e 3/i 6+/E_1A_2/i4/is

B = kK kNk+JiN

c6 = /i _2/i+3/i-4/v 5

c7= ¢_1A_2A 3j-A 1/e2/i 4H-/e 1/e 2//5
= kHlk-2k-3+Kk+1k, 2k N+ K+LE2 AS+/1_1L A 3A4+/J-1 kH AS

@A— k-1kRA3FLL 2K+ AL/P45+1-2 KB L4 +1-2 M3 M5

Cl0 = NM+17-27+43+7-1 M2 N+4~W T+ M43 72-4+7+2 [{-3 " 4+~+3 "+4 N+5
= ktlk kt+i+K+1k+iki5

Cl2 = "N+2/M+3 /A4t ~A+2 A"+3 7 +5

C13 = "+1"+3 "+4

cld = /g2/kt37+4

cls5 = 1 2ir5“I"xk—4N 5j-/i_ 2/{3/k-5

cl6 = k_1k+ik_i-{-k-3kMi k_i

AN - kK tk3k-5FAIS&-4 K j

C18 == A+3 A+4 A-5
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Secuencia de neaccZoneA en un AZAtma. enzZjndutZeo con meeanZAmo

Fow/ia 62.

(t; CLZOA de unZon de AUATAUZOA. k~k~k_Mk_2 = k2k"k ~k ™ (reversibilidad

microscopica). No se indica el numero de productos ni el orden de salida

de ellos por no ser de importancia para el analisis.
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Si uno de los sustratos (por ejemplo B) se mantiene cons

tante, la ecuaciéon de velocidad se reduce a:

an

donde, A es la concentracioéon del sustrato A, E0 es la enzi-
ma total e i1, j, k, lym son funciones complejas de la con-
centracién del sustrato fijo (B) y de productos de las cons

tantes de velocidad.

Este sistema es de segundo grado en A y no se ajusta a
la ecuacidén cléasica de Michaelis. Aunque los graficos re-
ciprocos no son lineales, el alejamiento de la linealidad
seria imposible de detectar si ambas rutas de formacién de
EAB son equivalentes. Mediante diferenciacién de la ecua-
cion (11), Ferdinand (1966) analiza las condiciones que de-
ben cumplir las relaciones entre los parametros cinéticos
de esta ecuacidén para la obtencidén de una activacion por
sustrato o de una inhibicién. De esta manera establece que

si se cumple la siguiente condicion:
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Ki >mj ; im > jl 12)

se obtiene una cinética sigmoidea para el sustrato variable.
Dado que los parametros de la ecuacién de velocidad son fun-
ciones de la concentracién del sustrato fijo, su valor depen
derd de la concentracidéon de éste. Luego, la existencia de
cooperatividad dependera, en este caso, de la concentracion
del sustrato fijo. Debido a la complejidad de los paréametros
cinéticos, no es posible reducir la condicidén para la existen
cia de sigmoidicidad a una forma en que pueda visualizarse
una relacion obvia entre las constantes de velocidad. Parte
de la condicidén seria que ks sea grande respecto a las otras
constantes de velocidad, a fin de que se cumpla la condiciodn
de régimen estacionario, y que, por otra parte, ki > Kki+.

Por esta misma razon, no debe esperarse necesariamente que,
si se observa cooperatividad positiva respecto de A, deba
observarse en las mismas condiciones inhibicién por B.

En general, cualquier mecanismo cinético que implique mas
de un camino para la unidon de una molécula de sustrato al
sitio activo, puede originar una relacidén sigmoidea entre ve
locidad y concentracién de sustrato (Sweeny y Fisher, 1968;

Fisher et al., (1972).
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Modelos con transiciones conformacionales

Varios investigadores (Anderson y Weber, 1965; Witzell,
1967; Frieden, 1970; Ainslie et al., 1972) han discutido
modelos que implican una isomerizacion lenta entre dos for
mas coexistentes de enzimas que poseen un sitio activo Uni-
co. En estos casos, ambos estados unen el sustrato con afi
nidades diferentes o tienen constantes cataliticas distin-
tas. EI paso de unidén y el de isomerizacién deben estar en
régimen estacionario.

ElI modelo de transiciones conformacionales lentas propues
to por Ainslie et al., (1972) es el mas elaborado y de ca-
racter mds general y tiene los siguientes postulados béasicos:

¢) La enzima puede existir en dos (0 mds) estados confor-
macionales diferentes e interconvertibles en forma lenta en
relacion a la velocidad de la reaccidén catalizada.

¢t) Cada forma enzimatica puede llevar a cabo un ciclo ca
talitico, pero con diferentes constantes de velocidad.

&i.) La velocidad de interconversion de ambas formas y su
distribucion estan influenciadas por la concentracién del
sustrato.

Para el caso de una reaccién Uni-Uni, como la que se
ilustra en la figura 63, la ecuacidéon de velocidad inicial
describe una dependencia de segundo orden respecto a la con

centracion del sustrato,
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FeguAa 63. Modelo de tnjanA-iclon conficAmadonal lenta aplicado a una
enzima con un -iuAtAalo y un pAodudo. EI circulo y el rombo representan
conformaciones diferentes e interconvertibles de la enzima, E y E° res-
pectivamente. A, sustrato y P, producto. EI paso lento de intercon -
version esta determinado por las constantes cinéticas kg y k/Q en el caso

de la enzima libre y por k®» y k* en el del complejo binario. Adaptado de

Ainslie et al., 1972.
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(13)

donde, a,

néticas:

S V u ,k5* ko 4V 'u * kiI5> * klkd4kn 'krdVv ‘'k>4 7 kis . , 16,
m kl k4kO ,kC * k7><k,4 * k,5 * k16> * k3k1Okll ,k54 k6 *V <*14 *

1t4V10kn (k6 + V (k14 * k15 4 k16> 4 klk3k9(k5 * k6 4 V 1k14 4 "iS1

V 11 (kG4 k71(k2kH + k2k15 * kl«k16> 4 klk31k5k7 * V 'U * k7k12! (k14 * k15>
k10kl I (k5 + k6 + k7,(k 2kl4 4 k2k15 4 kl4kle>

kIV k14 4 k15 4 k16> ,k5k7 4 V 12 4 k7k12>

' k9(k5k7 4 V. n 4 k7k12llk 2k34 4 k2k15 + k14k16>
‘ k10(k5k7 4 V 12 4 k7k12)(k 2k14 4 k2k15 4 kl4kle>
tW k6 4 k71(k2k14 1 k2k 15+ k14k16> 4 k3k10(k5k7 4 V 1J 4 k7kl12> (k14 + k15>

' k4lio<k6 4 k7)(k2kl14 4 V iS 4 k14k16> 4 k3k9(k5k7 + V 12 4 k7k12,(k 14 4 k15>
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Establecido el régimen estacionario, la velocidad es la
suma de las contribuciones de la enzima en los dos ciclos
cataliticos a una concentracién dada de sustrato. Al variar
la concentracion del sustrato varia la distribucion de las
formas enzimaticas en régimen estacionario y, dado que ellas
tienen diferentes constantes cinéticas, surge la cooperativi-
dad, que puede ser positiva o0 negativa.

En este modelo, el paso lento de interconversion puede
ser una isomerizacién, una asociacidon-disociacion o la unioén
de otro ligando (modificador).

Estudios de simulacidon de este mecanismo han mostrado que
puede originar cooperatividad cinética positiva y negativa,
acompafiada de retardo ('lag”™) o de estallido ('burst’™) en
la curva de progreso. La existencia de cooperatividad esta
aqgui mecanisticamente relacionada a la existencia de un es-
tado transitorio, de modo que en este mecanismo pueden ge-
nerarse estados transitorios sin dar lugar a cooperatividad,
pero no viceversa (Ainslie et al., 1972).

Si la reaccién enzimatica implica dos sustratos y dos pro
ductos, el analisis se hace bastante complejo, pero se siguen
aplicando los mismos principios que para el caso de un sustra
to. Se pueden considerar varios casos limites que implican
diferentes presunciones respecto al efecto de los sustratos
sobre la velocidad de isomerizacion (k3) y al orden en que

ellos se adicionan a la enzima. Una situacion incompatible
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con el modelo es la de azar en equilibrio rapido, pues de-
riva en una conducta cinética michaeliana.

ElI modelo de transicion lenta ha sido aplicado a hexo-
quinasa de levadura (Shill y Neet, 1975) y a 6-quimiotrip-

sina (Ainslie y Neet, 197 9).

Transicién mnemdénica

Ricard et al. (1974) propusieron otro tipo de isomeriza
ciéon enzimatica, que llamaron transicién mneménica, basan-
dose en la i1dea basica de Rabin (1967), que plantea que la
enzima que se libera al final del ciclo catalitico presen-
ta una conformacion diferente a la que tenia cuando inicié
el ciclo. Es decir, cuando el producto (o el ultimo produc
to en una reaccion de varios productos ) se libera del si-
tio activo, la enzima "recuerda”™ por unos instantes la con-
formacién estabilizada por aquel producto.

Los postulados basicos del modelo de transicién mneméni-
ca son los siguientes:

t) La enzima puede existir en dos estados conformaciona
les iInterconvertibles, con una constante de equilibrio que
favorece grandemente la presencia de uno de ellos en ausen-

cia de ligandos. Esta es la forma que practicamente inicia
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ifl) La enzima libre que se genera al final de la cata-
lisis corresponde a la forma menos estable y esta por tan-
to en una conformacidén diferente de la inicial.

i-i-i) La unién del sustrato, o del primer sustrato cuando
se trata de reaccion bimolecular o de orden mayor, a cual-
quiera de las formas induce una nueva conformacién comln,
que es requisito para la catalisis.

iv) La velocidad de la transicién conformacional induc i
da por el sustrato es diferente para las dos conformaciones.

El concepto de transicion mneménica implica necesariamen
te la existencia de un encaje inducido y puede aplicarse
para analizar la conducta cinética de una enzima con un sus
trato (Fig. 64a) o con dos sustratos que sigan un mecanismo
de adicidén en secuencia ordenada (Fig. 6'4b) . A diferencia
del modelo de isomerizacién lenta, que puede aplicarse tan-
to a un mecanismo al azar como a uno ordenado, el de tran-
sicion mnemonica so6lo seria aplicable a este ultimo. Sdlo
con el primer sustrato se produciria cooperatividad y el
grado de ésta no dependeria de la concentracién del segundo

sustrato.

Para una enzima mneménica que cataliza una reaccidén Bi-Bi
con un mecanismo cinético como el de la figura 64b, la velo-

cidad inicial esta dada por la siguiente ecuacion:
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FlguAa 64. Mocie;o de tn,ant>lcA.6n mneménica. El circulo, el rombo y el
cuadrado representan diferentes estados conformacionales de la enzima.
A y B, sustratos. P y Q, productos.

a) Modelo para una enzima con un sustrato (A) y un producto (P).

b) Modelo para una enzima con dos sustratos (A y B) y dos productos
® y Q). EI mecanismo cinético de adicidén de sustratos a la enzima y
de liberacidon de productos es en secuencia ordenada.

Adaptado de Ricard et ar., 1974.
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donde A es la concentraciéon del sustrato A y B la concentra
cion del sustrato B y los coeficientes a, g, y y 6 son com-

binaciones de constantes cinéticas:

A

A4 (AA3 4- A_2A3 4- A'A_2) (k-i 4- A_6)
(k5 4- A_5)

R

kk2k 2k4 (As 4b'A _5)

a3 = k k,2k-3 (A5 4- A_s) (A_j 4- A_6)
«4 == k_4A_5 _j 4~ A_g) (/c/3 4- A A_2 4- A_;
as — AA2A3A _4A _5

” = A4 (AA3 4- A_2A3 4- A'A_2)

(k\ks 4- AtA_6 4- A_jA6 4- A_5AB)

p2 = k2 (A,A5 4- A_5A6)
(AA4 4* k A4 4- A3A4 4" AA3) 4~ AAiIA2A3A4
Pi — K A_2A_3(A_j/e 4~ AjA3 4" KANKAN 4- AjA
px — k2k _3 (A 4- A") (A,A5 4- A_5AB)
Ps = A,A_4A _6 (A A_2 4" A_2A3 4~ AA3)
Pe “ AAIA2AjA _4
y. = AjA4A6 (A A_2 4~ A_2A3 4" AA3)
y: — AjA2A6 (A3A4 4- A A4 4- AA4 4" AA3)
vi — AA,A_2A _3AN
y4 “ k\k2k-"kfr (A 4* A)
8 = AA2A3A4 (kIk5 4- A_5A6)
F = AA, A2A3A4A6

Los coeficientes 013 -015, B3~Bg, y3 y y* pertenecen a la ecuacion

general de velocidad, es decir en presencia de productos.
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La cooperatividad se evalua mediante la segunda derivada
de la funcidén de dobles reciprocos correspondiente a la ecua
cion (14) (Ricard et al., 1974). El grado de cooperatividad
(r) se obtiene del valor numérico de la segunda derivada cuan
do 1/A > 0. P mide la curvatura de un grafico de dobles re-
ciprocos en el eje 1/v a concentracién <« de sustrato. Para

una reaccion Bi-Bi como la de la figura 64b el valor de T es:

2ks
r=---5-- 1% ki) (15)
kiké&

De ahi que, segunel analisis de Ricard et al. (1974), el gra
do de cooperatividad sea independiente de la concentracion
del segundo sustrato, pudiendo predecirse cooperatividad c.i
nética solo para el primer sustrato. La cooperatividad
dependera de los valores relativos de las constantes
de velocidad de las transiciones conformacionales (postula-
do ¢v). Si k& > Jd se tendra cooperatividad positiva; en
cambio, si k6 < k\, la cooperatividad cinética sera negativa.
El grado de cooperatividad dependerd pues de la diferencia en
tre los valores de Iy k6.

En el caso de la hexoquinasa L , a la cual se ha aplicado
este modelo, se tiene que la cooperatividad negativa con glu
cosa es independiente de la concentracién de MgATP en un am-

plio rango (Meunier et al., 1974), lo cual estaria de acuerdo
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con la ecuacion (15).
Si la ecuacidéon (14) se simplifica, haciendo constante

la concentraciéon de B, se tiene la ecuacion:

uL. = - a 116)
E ¢t + WA2 + AA

donde, ¥, p, <& ay A son funciones complejas de la concen
tracion del sustrato fijo (B) y de productos de las constan

tes de velocidad:

y = eB o™ . + Y2B
p = OB A = 0i +6iB

P = ai + @B

La ecuacion (16) tiene la misma forma que la ecuaciodn
(1) correspondiente al mecanismo al azar en régimen esta-
cionario y que fue examinada por Ferdinand (1966). NoOtese
que la ecuacidéon (13) del modelo de transiciones conformado_
nales lentas es también de igual forma. Lo que varia es el
significado de los parametros cinéticos. Segun el analisis
matemdtico de Ferdinand, la curva representada por la ecua
ciéon (16) tendria, entonces, un punto de inflexidén si se

cumple una condicién equivalente a la (2):

€1 > Ap ; WA > pu) an
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Dado que los parametros cinéticos de la ecuacion (16)
son funciones de la concentracioéon del sustrato fijo, sus
valores deben depender de la concentracidon de éste. Luego,
la existencia de cooperatividad deberia depender de la con
centracién del sustrato fijo y no ser independiente como lo
plantean Ricard et al. (1974) a través de la ecuaciéon (15).
Cabe, sin embargo, la posibilidad de que, dada la complejidad
de las expresiones que definen los parametros cinéticos, la
contribucién de la concentracion del sustrato fijo sea de
peso tal en cada uno de los parametros que no altere la con
dicion (17), o que su alteracion sea de magnitud tal que
no sea discernible experimentalmente.

Por otra parte, Storer y Cornish-Bowden (1977) conside-
ran que el pardmetro T no es muy sensible para medir el grado
de cooperatividad y que es preferible usar como indice de
cooperatividad el coeficiente de Hill (u). El hecho que
la hexoquinasa L de trigo no presente variacion en el gra-
do de cooperatividad negativa en funcion de la concentracion
de MgATP, podria deberse a que el rango de concentraciodn de
MgATP estudiado (0,02 a 1 mM) no fue lo suficientemente am-
plio y que aunque hubiera existido una pequefia variacion en
la cooperatividad, no hubiera sido detectada mediante el
indice T, pero quizas lo hubiera sido a través del coeficien
te de Hill. Lamentablemente no es posible determinar con se

guridad este coeficiente con los datos publicados.
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Ricard et a1. (1974) plantean que su modelo es muy dife
rente del derivado por Ainslie et a:. (1972), béasicamente
porque primerOjen el modelo de transiciones lentas el enea
je inducido no parece ser un componente del esquema y, se-
gundo, porque el cambio conformacional es lento con respec
to a otros procesos; en cambio, el modeio mnemeénico EImMpli-
ca la existencia de un encaje inducido y no se requiere que
las transiciones conformacionales sean lentas. En mi opi-
nién, sin embargo, estas observaciones no son totalmente
validas, ya que si bien el grupo de Ainslie no insiste ex-
plicitamente en la importancia del encaje inducido, el he-
cho que la unién del sustrato afecte la constante de velo-
cidad de interconversion de las formas enzimaticas implica
de hecho un encaje inducido. Por otra parte, el modelo
mnemonico requiere que una de las transiciones conformacio
nales, la inducida por el primer sustrato, sea lenta respec
to a los otros pasos, porque de no ser asi pierde sentido
el postulado ¢v. Si bien la transicién mneménica puede ser
rapida, la inducida por el sustrato no puede serlo.

A mi entender, la diferencia basica entre ambos modelos
reside en que:

© En la transicidéon mneménica el sustrato que presenta
cooperatividad induce un cambio conformacional en la enzima

necesario para la catalisis; en cambio, en el modelo de
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transiciones lentas esto no es un requisito indispensable,
ya que una vez que se une el sustrato, puede producirse la
catalisis con o sin cambio conformacional importante.

-H) La interconversion entre las especies enzimaticas
libres puede ser relativamente rapida en la transicidén mne
ménica; en cambio, debe ser lenta en el modelo de Ainslie

et al. (1972).



2. APLICACION DE MODELOS A ENZIMAS MONOMERICAS

En su mayor parte, las enzimas con cinética no michaelia
na son proteinas oligoméricas, a las cuales se pueden apli-
car modelos basados en la interaccion de subunidades. Re-
cientemente, sin embargo, se han descrito unas pocas enzi-
mas monoméricas con cinética atipica. Ellas son la gluco-
quinasa, la hexoquinasa de levadura, la hexoquinasa L de
trigo, la octopina-deshidrogenasa, la 6-quimotripsina, la
ribonucleasa pancreatica y la ribonucledsido-trifosfato-re
ductasa. Analizaremos brevemente a continuacion como se han
aplicado a estas enzimas algunos de los modelos que presen-
tamos anteriormente. Se daran mas detalles sobre la ribonu
cledsido-trifosfato-reductasa, la hexoquinasa de levadura
y la hexoquinasa L™ de trigo, consideradas como prototipos

de los modelos.

a) Modelo del segundo s itio

Laribonucleosido-trifosfato-reductasa (EC 1.17.4.2) de
Lac.tobac¢éeue ¢e.-.ichmannge cataliza la reduccion de GTP, CTP,
ITP y, en menor grado, de UTP, por ditioles tales como dih i
drolipoato o tiorredoxina reducida. Presenta cooperatividad
positiva con todos los ribonucledétidos en presencia de iones
magnesio (Beck, 1967). La reduccion de los nucledsido-trifos

tatos es activada en forma especifica por varios de los

270
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desoxinucledétidos productos de la reaccién. Asi, por ejem-
plo, la reduccidén de ATP es activada por dGTP, mientras que
la reduccion de CTP es activada por dATP. Sobre la base de
estudios cinéticos se sugiridé que los desoxinucledsido-tri_
fosfatos actuarian como activadores debido a que se unirian
a sitios alostéricos de la enzima (Goulian y Beck, 1966;
Beck, 1967; Vitols et al., 1967) y que los ribonucledtidos
también podrian unirse a un sitio regulador (Beck, 1967;
Vitols et al ., 1967).

No obstante ser una enzima con caracteristicas alostéri-
cas , la ribonucled6sido-trifosftato-reductasa de Laatobac.¢ééus
¢i-ic.kma.nni¢, es un monomero de peso molecular 76.000, consti
tuido por una sola cadena polipeptidica. No presenta agre-
gacion en presencia de modificadores alostéricos, como dGTP,
ni de los sustratos ATP y GTP (Panagou et al., 1972).

La ribonucleodtido-reductasa fue el primer ejemplo descri_
to de una enzima monomérica con cinética no michaeliana en
ciertas condiciones y sujeta a regulacién por modificadores
alostéricos. Hay que considerar, sin embargo, que los estu
dios de Panagou et al. (1972) no informan acerca de la es-
tructura de la enzima en las condiciones de ensayo o0 en pre
sencia de alta concentracién de Mg2 . Esto ultimo es impor
tante porque el 16n magnesio, ademas de inducir cooperativa®

dad cinética en esta enzima, asocia las subunidades de la
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ribonucledétido-reductasa de E. cloZ;, la cual posee dos tipos
de subunidades débilmente asociadas (Brown y Reichard, 1969a).
Una de ellas llevaria el sitio catalitico (Brown et a:.,

1969) y la otra cumpliria una funcidon regulatoria (Brown vy
Reichard, 1969b), requiriéndose la asociacién de ambas para

la actividad de la enzima.

Basados en la naturaleza monomérica de la enzima de L.
Ze.zchmanngss , Panagou et ai. (1972) 1interpretan su conducta
cinética sobre la base de la proposicidon de Frieden (1964) ,
de que una enzima monomérica con un sitio modificador puede
originar cinéticas no lineales de varios tipos y exhibir ac
tivacion o inhibicién por metabolitos que se unan a dicho

sitio.

La ribonucieasa pancreatica (ribonucleasa 1; EC 3.1.27.5)
esta constituida por una cadena polipeptidica Unica de
peso molecular 13.600 y presenta varias peculiaridades ciné
ticas. Una de ellas es que la funcidén de saturacién con el
acido 2",3"-citidilico ciclico (0,8 a 12 mM) y otros sustra
tos sintéticos es sigmoidea a pH sobre 7,2 (Ribsamen et a:
1974), acerca de lo cual nos referimos anteriormente (p-102).
Otra caracteristica es que la funcidon de saturacidén a pH 7
muestra una aparente inhibicidén por sustrato, seguida por

una aparente reactivacién cuando se estudia en un amplio
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intervalo de concentracionesde 21,3"-citidilico ciclico, 0,175

a 139 mM (Walker et al. 1975). Para la explicaciéon de esta
ultima propiedad, a la cual los autores denominan transicion
dependiente de la concentracién de sustrato, se ha postula-
do la existencia de sitios diferentes del sitio catalitico,
los cuales podrian unir el sustrato induciendo cambios con-
formacionales. Las formas enzimaticas resultantes tendrian
diferente afinidad por el sustrato en el sitio catalitico y
quizas también una diferente actividad catalitica Walker et
al.,1975; 1976). Aunque los autores no lo sefialan explicita-
mente, el modelo que proponen cabe dentro de los conceptos
de Frieden(1964) que comentamos antes (p.249). En el caso
de la ribonucleasa pareceria existir mas de un sitio alosté
rico, pues experimentos de dialisis en equilibrio han mos-
trado union maltiple a la enzima de andlogos de sustrato co
mo el 31-CMP y el 31-AMP, los que desplazan el punto medio
de la transicidon a una concentracion menor de CMP ciclico
(Walker et al., 1976). Estudios posteriores de este mismo
grupo indican que la transicién alostérica implica una inte
raccion electrostéatica entre las moléculas de sustrato car-
gadas negativamente y los grupos catiodonicos en la enzima
(Walker et al., 1978a). Las condiciones de preparaciéon de
la ribonucleasa y de su almacenamiento afectan las propieda

des cinéticas de ella , razén por la cual no siempre se
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observa una cinética no michaeliana (Walker et a1., 1978b).

b) Modelo de transiciones conformacionales lentas

La hexoquinasa de levadura (EC 2.7.1.1, 1isoenzimas P\, vy
Pjj) presenta una aparente cooperatividad negativa con respec
to a MgATP a pH inferior a 7 (Kosow y Rose, 1971). La isoen-
zima PILj- exhibe en la curva de progreso un estallido de alre-
dedor de un minuto de duracién a pH 6,5; la forma P también
presenta un estallido aunque de menor intensidad (Shill y Neet,
1971). La coexistencia en la hexoquinasa de levadura de
cooperatividad y de un estado transitorio, caracteristicas
presentadas también por otras enzimas, llevo a estos ultimos
autores a derivar un modelo general que diera cuenta de am-
bos fendmenos; cooperatividad y estados transitorios (Ains-
lie «« al., 1972) (p-257).

La hexoquinasa de levadura si bien se habia descrito co-
mo un dimero de peso molecular de alrededor de 100.000, ella
se encontraria fundamentalmente como mondémero a las concentra-
ciones de enzima usadas en el ensayo habitual, como mostraron
los estudios de sedimentacién en la ultracentrifuga (Shill
et al., 1974). Para dar una explicacion de las propiedades
cinéticas de la enzima monomérica (W 50.000),° Shill

y Neet (1975) estudiaron las constantes de velocidad en la
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fase transitoria del estallido y una vez establecido el ré
gimen estacionario, en diversas condiciones de pH, concen-
tracién de enzima, de sustratos y en presencia del activa-
dor citrato. Estos estudios les permitieron interpretar

el conjunto de propiedades sobre la base del modelo de tran
siciones conformacionales lentas propuesto por el mismo gru
po de investigadores. Asi, postularon que la hexogquinasa
de levadura existiria en dos formas: E y E".

La forma E seria la mds activa. En presencia de gluco
sa y de MgATP se produciria un desplazamiento lento en la
distribucidén de las formas enzimaticas (histéresis) que fa-
voreceria la forma menos activa E", lo cual explicaria el
estallido en la curva de progreso. Es decir, la velocidad
inicial de formacion de producto corresponderia a la
distribucidén inicial de formas enzimaticas y decaeria expo-
nencialmente a una velocidad menor a medida que E se
convierte en E". @. seria la velocidad previa a la transi-
cion y $ seria la velocidad en el régimen estacionario;
ambas dependerian de la proporcion relativa de ambas formas
de enzima en uno y otro momento. A bajo pH la transformacioén
ocurrirfia con un tiempo medio de 1 a 5 minutos (Shill y Neet,
1975). Si inicialmente existiera s6lo una forma enzimatica
(E), no debiera haber cooperatividad con ATP al considerar
la velocidad & . Esto es lo que ocurre al estudiar la fun-

cion de saturacion de ATP a alta concentracién de glucosa en
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condiciones de pretransicién (nu = 1 .0); en cambio, durante
el régimen estacionario existe una marcada cooperatividad ne
gativa (™ = 0,06) a alta concentracién del azucar. Esto
puede interpretarse considerando que la glucosa afecta la dis
tribucidén inicial de ambas formas enzimaticas de modo que a
concentracion alta de glucosa hay una sola forma cinéticamen
te importante (E) que contribuye a (. EIl cambio producido
por glucosa no seria lo suficientemente rapido como para abo
lir la cooperatividad en el régimen estacionario. Por otra
parte, a concentraciones bajas de glucosa existe cooperativi-
dad negativa al considerar tanto (R = 0,69) como ¢

= 0/33) , 1o que sugiere que en estas condiciones las dos

formas de enzima estan contribuyendo a la velocidad <.. La
funcion de saturaciodon con glucosa es hiperbélica tanto, al
considerar condiciones de pretransicidon, como de régimen es-
tacionario; sin embargo, a concentraciones de ATP de 5,6 mM
existe una ligera desviacion de la linearidad en el sentido
de cooperatividad negativa.

ElI modelo completo de isomerizacién lenta para la hexoqui
nasa monomérica es bastante complejo y estd esquematizado en
la figura 65. En el modelo se ha considerado un mecanismo
cinético al azar porque cualquiera de los sustratos puede ser
el primero en adicionarse a la enzima y cualquiera de los pro

ductos el ultimo en salir; sin embargo, parece existir una
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Flgw/ia 65. Modesto ce. liomeAlzaelon lenta aplicado a la hexoqulnaAa

monom&LLCa de levaduaa. E y E° son dos conformaciones diferentes de la

hexoquinasa. A es MgATP y G es glucosa. P y Q representan productos.

Tomado de Shill y Neet, 1975.
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via predominante que operaria a través de los complejos bi-

narios enzima.glucosa (EG) y enzima.glucosa-6-P (EQ) €Collo

wick, 1973). La transicion es causada por un cambio confor

macional lento que no implicaria un fendémeno de asociaciodn-

disociacion debido a que la transicidén ocurre en condiciones
de concentracién de proteinas donde la enzima es monomérica

(shill et al., 1974) o dimérica (Hogget y Kellett, 1976).

Al trabajar a altas concentraciones de enzima, cuando el di-

mero existe en proporcién importante o mayoritaria, deberia,

por supuesto, también tomarse en cuenta el efecto de las in-
teracciones entre las subunidades (Shill y Neet, 1975).

El modelo considera la isomerizacion EAG #@E"AG porque am
bos sustratos parecen ser necesarios para que ocurra la tran
sicion. En efecto, si bien ésta se produce a bajas concen-
traciones de cualquiera de los sustratos, no es completa a
menos que tanto glucosa como MgATP estén presentes en alta
concentracion. La isomerizacién EG = E"G ha sido considera
da porque la cooperatividad con MgATP en condiciones de pre
transicion (@) depende de la concentracion de glucosa, lo
que podria indicar que glucosa afecta la distribucién inicial
de la enzima. La isomerizaciéon del complejo binario con
ATP (EA = E"A) se incluy6é por la dependencia de la Km aparen
te para glucosa con respecto a la concentracidon de MgATP en

condiciones de pretransicion.
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Shill y Neet (1975) consideran que debido al hecho que ca
da sustrato puede adicionarse a dos formas diferentes de en
zima, la cooperatividad en régimen estacionario puede verse
afectada por los niveles fTijos del otro sustrato.

Mediante estudios cinéticos, Peters y Neet (1976) han poj3
tulado que a un pH inferior a 7 la glucosa y el Cr(NH3XATP
inducen un desplazamiento lento en la distribucién de las
formas enzimaticas de la hexoquinasa P que favorece a la
menos activa (E "). Asi, la preincubacién a pH 6,5 en pre-
sencia de Cr(NH3)2ATP y un azucar (lixosa o glucosa) logra
eliminar el estallido en la curva de progreso, lo que no

ocurre al preincubar con Cr(NH3)2ATP hasta por 48 h.

Estudios de fTluorescencia y de espectroscopia en ultravio
leta han mostrado que existe un cambio conformacional iIndu-
cido por la uniéon de glucosa y de Cr(NH3)2ATP a la isoenzi-
ma P , el cual es diferente de los inducidos por cada li-

gando separadamente (Peters y Neet, 1978). Por otra parte,

estudios de Ffiltracion en gel de Wilkinson y Rose (1979),
tendientes a determinar si la pérdida histerética de la ac-
tividad estd asociada a una dimerizacion, han mostrado que

el cambio conformacional puede ocurrir a nivel del mondmero.
Todos estos estudios son consistentes con lo postulado pre-

viamente que la transicién observada durante el ensayo sea
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causada por una interconversiéon lenta de dos conformaciones

con diferente actividad, pero igual estructura cuaternaria.

En el caso de la 8-quimotripsina, que es una enzima monomé
rica con un solo sitio catalitico, se conocia que podia ex-
perimentar una isomerizacién lenta inducida por cambios de
pH, con cambios de reactividad hacia una variedad de sustra
tos (Garel y Labouesse, 1973; Fehrst, 1972). Puesto que
las transiciones lentas entre dos o mas formas de enzima que
tienen diferentes propiedades cinéticas pueden producir una
cinética cooperativa, Ainslie y Neet (1979) exploraron la
posibilidad de que, con algin sustratoy en ciertas condiciones
experimentales, ocurriera cooperatividad. Efectivamente, a
pH 9,0 y usando como sustrato el éster del N-carbobenzoxil-
-L-triptéfano con p-nitrofenol encontraron cooperatividad
negativa con un coeficiente de Hill de alrededor de O0,6.

A concentraciones altas de este sustrato ( >1,0 yM) se ob-
servo inhibicién por sustrato. Los datos obtenidos a con-
centraciones de sustrato en que no existe inhibicién, pudie
ron ajustarse a un mecanismo de transicion lenta semejante
al esquematizado en la figura 63. La conducta cinética no

fue igual con otros sustratos.
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c) Modelo mneménico

La hexoguinasa de trigo es una proteina constituida
por una sola cadena polipeptidica de 50.000 D, con un solo
sitio de unidén de glucosa. Presenta una cinética michaelia
na con respecto a MgATP y una cooperatividad cinética nega-
tiva con glucosa, que se muestra en un grafico de dobles re
ciprocos como una linea curva de concavidad inferior. El
grado de cooperatividad es evaluado a través de un parame-
tro (T), que corresponde a la segunda derivada de la funcidn
de dobles reciprocos a concentracién infinita de sustrato.
T es independiente de la concentracion de MgATP y de MgADP
y, en cambio, crece fuertemente con la concentracién de glu
cosa-6-P (Meunier et al., 1974). La conducta cinética de
esta enzima se ha interpretado en base al modelo de transi-
cion mnemonica (Ricard et al., 1974), esquematizado en la
figura 64. La enzima libre existiria en dos estados confor
macionales (circulo y rombo). La colision de cualquiera de
estas formas con la glucosa (primer sustrato) induciria una
nueva conformaciéon (cuadrado), igual para ambos estados.
Después de la unidén de MgATP (segundo sustrato) y la libera
cion de MgADP (primer producto), la enzima presenta una de
las conformaciones iniciales (rombo), la cual es estabiliza

da por glucosa-6-P (ultimo producto). Este ligando se
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uniria so6lo a uno de los dos estados conformacionales de la
enzima libre (rombo). La cooperatividad negativa para glu-
cosa surgiria porque ¥ seria menor que kiIr de modo que, al
aumentar la concentracién de glucosa, aumentaria la partici
pacion de la especie menos reactiva (rombo) en el ciclo ca-
talitico (Meunier et al., 1974).

Mediante estudios cinéticos del estado transitorio de la
reaccion catalizada por hexoquinasa , se han obtenido prue
bas de la existencia de la transicién mnembénica. Asi, usan-
do un sistema de fTlujo detenido, se ha observado un estalli-
do (@urst) en la curva de progreso, el cual se ha interpre-
tado como indicador de un desplazamiento progresivo desde
una especie enzimatica mas reactiva (circulo) a otra con me-
nor capacidad de unir glucosa en forma productiva (rombo)
(Ricard et al., 1977). Por otra parte, estudios de salto de
temperatura han indicado que en ausencia de ligandos el equ.i
librio estaria muy desplazado hacia la forma mds reactiva
(Buc et al., 1977). En cambio, si la enzima se preincuba
con glucosa-6-P y luego se mezcla con los reaccionantes, la
reaccion presenta un retardo (lag) en vez de un estallido
{burst). Este estado transitorio de retardo corresponderia
al desplazamiento desde una forma poco reactiva (rombo) a
una mas reactiva (circulo), ya que al preincubar con gluco

sa-6-P se estabilizaria la forma rombo (Meunier et al .,
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el numero de péptidos obtenidos por digestion triptica
( Olomucki et al., 1972).

Los estudios espectrofométricos (Pho et al., 1970) y ciné-
ticos han mostrado que la adicidon de los sustratos a la enzima
sigue un mecanismo en secuencia ordenada, en la cual NAD es
el primer sustrato, seguido por octopina; en cuanto a la libe-

racion de los productos,L-arginina es el primer producto vy

NADH2 el ultimo (Doublet y Olomucki, 1975). Los estudios en
velocidad inicial muestran una cooperatividad "cinética nega-
tiva respecto a NAD. El grado de cooperatividad, evaluado a
través del parametro r (pag. 263), es independiente de la
concentracion del segundo sustrato octopina, pero dependiente
del ultimo producto NADH, cuya presencia incrementa el grado
de cooperatividad negativa (Monneuse-Doublet et al., 1978).
Estos autores interpretan la cooperatividad cinética respecto
a NAD sobre la base de un modelo de transicidon mneménica muy
semejante al aplicado para la hexoquinasa Lj (Meunier et al._,
1974). La existencia de un segundo sitio de union de NAD esta
descartada por estudios de unidén de NAD a la enzima (Baici et
al., 1974). Por otra parte, estudios de sedimentacion en la
ultracentrifuga muestran un uUnico pico simétrico para la apo-
enzima y para el complejo binario Enzima-NAD, con coeficientes
de sedimentacioéon iguales, 3,09S y 3,02S respectivamente.
(Monneuse-Doublet et al., 1978 ). Este resultado descartaria
una asociacion de la enzima por NAD, pero no descarta la posibi-

lidad de una asociaciéon en las condiciones de ensayo.



3. PROPOSICIONES DE MODELOS PARA GLUCOQUINASA

Dada su estructura monomérica bajo todas las condiciones
de ensayo, es obvio que las desviaciones de la conducta ciné-
tica de la glucoquinasa no pueden deberse a las interacciones
entre subunidades (Monod et al., 1965; Koshland et al. 1966),
puesto que la enzima estd constituida por una sola cadena po-
lipeptidica. Por la misma razon tampoco pueden ser explicadas
por una posible asociacion reversible de la enzima (Frieden,
1967; Nichol et al., 1967).

La posibilidad de existencia de dos o mids sitios activos
interactuantes por molécula de glucoquinasa, puede descartar-
se por experimentos de marcacién por afinidad en los cuales,
al usar el derivado N-(N-bromo[ 1-1"CJacetil)-6-aminohexanoil-
glucosa,se ha mostrado la existencia de un uUnico sitio activo
(Connolly y Trayer, 1979). En efecto, aunque dos moles de
reactivo pueden incorporarse por mol de enzima, solo uno de
ellos parece hacerlo en el &area del sitio activo. Esta con-
clusion surge porque, al hacer los experimentos de marcacioén
en presencia de concentracion saturante de N-acetilglucosa -
mina (70 mM), hay incorporacién de un mol de reactivo sin
pérdida de la actividad catalitica. La unidén al segundo sitio
parece ser, en opinién de los autores, bastante inespecifica.

Hemos propuesto explicaciones para la conducta cinética

de la glucoquinasa que han ido evolucionando con el tiempo.
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Asi han surgido los modelos I, 1l y 11l que analizaremos a
continuacion. Presentaremos también el modelo mneménico pos-
tulado por Storer y Cornish Bowden (1977) para la conducta
cinética de la glucoquinasa, el cual también se ha visto mo-

dificado con el transcurrir del tiempo.

a) Modelo 1

Debido a las caracteristicas estructurales ya comentadas,
la conducta cooperativa de la glucoquinasa con glucosa y con
mafiosa debe ser explicada en términos puramente cinéticos.
En un comienzo consideramos simplemente un modelo en régimen
estacionario con union al azar de sustratos (Cardenas et al.,
1976; Cardenas et al., 1977), basado en los planteamientos de
Ferdinand (1966) (Modelo 1, Fig. 66). Este modelo surgié como
consecuencia de la observacidon de que el grado de sigmoidici-
dad de la funcidén de saturacion de la glucoquinasa con glu-
cosa, era dependiente de la concentracién de MgATP. Como se
recordara, en el capitulo 4 de Result ados se mostrdé que a ba-
jas concentraciones del sustrato nucleotidico la funcidén de
saturacién se hace hiperbélica.

En el modelo 1 la reacciéon glucoquindsica operaria median-
te un mecanismo al azar en régimen estacionario, donde habria
dos vias para formar el complejo ternario que llevaria a los
productos. Una a través del complejo binario enzima.glucosa

y otra a través del complejo enzima.MgATP. La via cinéticamente
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Figuaa e6. Modulo 1 postulado pcuia explican. la. coopifiatividad cinitica.
di la. glucoquinada con glucosa,. E-Gc complejo binario enzima, glucosa.
E-ATP, complejo binario enzima.MgATP. E-Gc-ATP, complejo ternario enzima,

glucosa.MgATP. P, productos (glucosa-6-P y MgADP).
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preferida seria aquella que implica la unién de glucosa como
primer sustrato. La cooperatividad surgiria porque la glucosa
podria unirse a dos especies enzimaticas no equivalentes, la
enzima libre y el complejo binario enzima.MgATP. A alta con-
centracion del sustrato nucleotidico, la enzima existiria en
su mayor parte como complejo binario E_.MgATP. En estas condi-
ciones, al ser baja la concentracién de glucosa, la ruta de

reaccion seria fTundamentalmente la siguiente:

E -———* E_MgATP ———» E_MgATPGIc —— > productos

A medida que la concentracion de glucosa fuera en aumento,
la otra ruta, cinéticamente preferida (mds rapida) empezaria
a cobrar importancia y esto produciria un aumento en la velo-
cidad de la reaccion, mayor que el esperado en una funciodn
hiperbdélica, originando una curva sigmoidea. Cuando la
concentracion de MgATP fuera suficientemente baja, alrede-
dor de 0,2 veces su valor de KQ 5 o menor, la concentra
cion del complejo binario E_.MgATP seria despreciable. Este
hecho permitiria que la glucosa aun a bajas concentraciones
podria wunirse a la enzima Jlibre que ahora seria la espe
cié predominante. De esta manera operaria so6lo la ruta ci
néticamente preferida, 1o que resultaria en una funcidn
de saturacidén hiperbdélica para glucosa.

Si bien cuando surgidé este modelo no se conocia el posible
mecanismo cinético de la glucoquinasa, la postulacidén de un

mecanismo al azar, con unién de glucosa a la enzima como via
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preferencial, era posible dado que un mecanismo semejante

parece operar en hexoquinasas (Colowick, 1973).

Por otra parte, la observacién de que Tritén X-100 y urea
no lograran modificar la cooperatividad de la glucoquinasa,
no obstante ser agentes que en general alteran la conforma-
cion de proteinas, sugeria que la enzima, como especie libre,
existiria basicamente en una conformacidon uUnica. De existir
dos conformaciones con diferentes propiedades cinéticas, se
podria haber esperado que en presencia de tritdn y urea se
hubiera alterado el grado de cooperatividad, puesto que con
mucha probabilidad ellos podrian haber alterado diferente-
mente ambas conformaciones. La glucoquinasa aparecia asi
bastante diferente a la hexoquinasa de trigo Lj, en la cual,
como se comentdé anteriormente (pag-150 ), una pequefia concen-
tracion de urea elimina la cooperatividad (Meunieret al., 1974)
Los autores®™ plantean que este hecho es ™"probablemente la evi-
dencia mads directa en favor del concepto de enzima mneménica"

El hecho que tratamientos de la glucoquinasa, como Tfotooxi
dacién y calentamiento.tampoco fueran capaces de modiTficar el
grado de cooperatividad, contribuia también a apoyar la idea
que la enzima libre existiria basicamente en una conformaciodn
e inducia a pensar que el fendémeno de cooperatividad era inhe
rente al mecanismo catalitico. En efecto, segin se mostro en
Resultados (capitulos 2y 3), en la medida en que la gluco-

quinasa permanecia activa retenia la conducta cinética
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cooperativa. Esta situacion parecia compatible con el modelo I.

EI modelo 1 permitia dar una explicacién intuitiva de la
disminucion de la cooperatividad en presencia de los inhibi-
dores competitivos de la glucoquinasa respecto a glucosa, como
son el sustrato alternativo mafiosa y el analogo N-acetilgluco-
samina. Al aumentar la concentracion de los inhibidores debe
aumentarse también la concentraciéon de glucosa para definir
la funcion de saturacion de la enzima con este sustrato. En
estas condiciones la enzima se hace menos accesible al ATP, cu-
ya concentracion se mantiene constante. Es decir, la via a
través del complejo binario E.MgATP se haria menos probable y
la contribucién de ella a la formacién de productos disminui-
ria a medida que aumenta la concentracion del inhibidor.

Se intentd el analisis matematico de las ecuaciones de ve-
locidad inicial con intervencion de los inhibidores. Se bus-
caba verificar una alteracion de las relaciones de los paréa -
metros cinéticos de la ecuacidén 11 (pag. 255-256 ). De produ-
cirse una alteraciodn,ella podria dar cuenta de la desapariciodn
del efecto cooperativo de la glucosa. Con este objeto, se de-
rivaron ecuaciones en velocidad inicial para el sistema en
presencia del inhibidor competitivo N-acetilglucosamina o del
sustrato alternativo mafiosa. La derivacion se hizo segun el
método grafico de Ring y Altman (Segel, 1975) ,y se conside-
raron las especies enzimdticas correspondientes a los esquemas

de la figura 67. Se obtuvieron ecuaciones del mismo tipo que
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Flgwca 67. Eb6quema de un mecanismo al azaut ce, union e, (uS8Vtos> en pne-
6incla de un InhibidoH compelAXlvo (7). EG, complejo binario E.Glc;

EA, complejo binario E_MgATP; EGA, complejo ternario E.GIC_MgATP; EP,
complejo ternario E_GIc-6-P_MgADP; P, productos (glucosa-6-P, MgADP).

a) y b) 1, N-acetilglucosamina, EI, complejo binario E.GIcNac; EIA,
complejo ternario E.GICNAC.MgATP.

c) I, mafiosa; P*, manosa-6-P y MgADP; EI, E_Man; EIA, E_Man_MgATP.
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la ecuacioén 11 , en las cuales los coeficientes cinéticos eran fun-
ciones complejas de las concentraciones de los anadlogos de glucosa.
En el caso en que el inhibidor se une solo a la enzima li-

bre (Fig. 67a) se obtiene la ecuacion 1s, i

Y c A + c2AG2 + C3A26G
Ec ~ C7 + C8G + CgA + C10AG + Cn G2 + C12A2 + C13G2A

+ C1uGA2 + C151 + C16GI + C17AI + CIoAGI

donde, A es MgATP, G es glucosa y Ci a C18 son combina -
ciones de constantes de velocidad. Al considerar constante la

concentracién de MgATP, la ecuacién 1s se reduce a

\Y; iG2 + JG
Eo k* + 1G2 + m*G (19

Si el inhibidor puede unirse tanto a la enzima libre como
al complejo binario E.MgATP (Fig. 67b) se obtiene la ecuaciodn

20, la cual se reduce a la ecuacién 21 al considerar constante

la concentracién de MgATP.
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% _ C!AG + C2A2G6 + C3A3G + C4AGI + C5H5A2G1 + CB6AG2 + C7A2G2
EO C8 + CgA + Cl'oA2 + CU A3 + C121 + C1312 + CI®Al +
(20)

+ ¢ 15a 2i + ¢ 16a 3i + c¢cl7ai2 + ¢c18a2i2 + ¢ 199 + ¢ 20ag

+ C21A2G + C22A 3G + C23GI + C2mAGI + C25A2Gl1 + C26G2

+ ¢c27ag2 + c28a2g?2

EO *k1 + 1"G2 + *m"G
i = CgA + C7A2
*jJ* = CiA + c2a2 + c3a3 + cdai + c 5a?2i
*k' = c8 + cga +cloaz2 + cn A3 +c121 + ci3t2 + CIKAI +c15A21

+ C 16A 31 + C17A12 + ci8a2i?2
1" = C26 + c27a + ¢ 28a?2

*m* = C19 + C20A + C21A2 + C22A3 + C231 + C2tfAl + C25A 21
ElI * indica que esos coeficientes cinéticos dependen de la

concentracion del inhibidor.

En el caso de mafiosa (Fig. 67c) que, por presentar la mis-
ma conducta cinética que glucosa deberia unirse tanto a la
enzima libre como al complejo binario E.MgATP, se obtiene la
ecuacion 22, la cual se reduce a la ecuacién 23 al considerar

constante la concentracion de MgATP.
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Como ya se comentd, las ecuaciones 19, 21 y 23 son seme-
Jjantes a la ecuaciéon 11 (pag. 255). En los tres casos, la
presencia del inhibidor afecta ambos términos de la expre-
sion 12 (padg- 256 ), lo que hace dificil predecir su efecto.
Podria pensarse que, dado que ambos términos de la desigualdad
dependen de la concentraciéon de inhibidor, éste no debiera
suprimir la cooperatividad, pues la desigualdad se mantendria.
Sin embargo, es necesario considerar que, por los valores re-
lativos de los coeficientes cinéticos, el peso de la concentra-

cion de inhibidor en ambos términos podria ser diferente.
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Se tratd de ajustar los datos experimentales a la ecuacioén 11

a fin de obtener los valores de los coeficientes i1, J, k, 1y
m, y determinar la variacidon de estos en funcidén de la concen-
tracion de ATP o de los inhibidores competitivos respecto a
glucosa. La idea era, por una parte,verificar si los valores
obtenidos para los coeficientes cumplian la desigualdad 12
(ki >mj; im>jl) y, por otra, determinar si ésta se alteraba
al disminuir experimentalmente la concentracién de ATP o afa-
dir inhibidores al medio de reaccién de la glucoquinasa, con-
diciones ambas en las cuales se tenia una cinética hiperbdélica.

Esta operacién, sin embargo no resulté satisfactoria. Si
bien se logr6é obtener valores para los coeficientes i, j, k, 1
y m, los cuales cumplian la desigualdad 12 a alta concentracion
de ATP y en ausencia de inhibidores, ellos no ajustaban adecua-
damente los datos experimentales a la ecuacién 11.

No se prosiguieron estos intentos porque surgio el modelo 11
y porque se pensO , ademas, que seria preferible tratar de
realizar una simulacion directa del sistema. Como se vera mas

adelante, esta simulacién se realizé en el modelo 1I1.

b) Modelo 11

La primera proposicion (modelo I) fue modificada mas adelan-
te, introduciéndose un cambio conformacional en la enzima

que condujo a la formulacion del modelo II.
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Este cambio se produjo porque, por una parte, se tomé con-
ciencia que desde el punto de vista molecular, es dificil ex-
plicar una diferencia de velocidad entre las dos vias si se
consideran solo las constantes de asociacidn de sustratos a
la enzima libre o a complejos binarios. En efecto, parece
ser que los procesos de asociacion son muy rapidos y aparen-
temente solo controlados por difusion (Frieden, 1970; Gutfreund,
1975). Experimentalmente se ha determinado que en general las
constantes de asociacion bimoleculares son del orden de 107
a 109 M 1s~1 (Eigen y Hammes, 1963).

Por otra parte, la falta de inhibicidén por N-acetilgluco -
samina Yy por mafiosa a bajas concentraciones de glucosa pare-
cia explicarse mejor como la consecuencia de dos efectos simul-
taneos: por un lado, la inhibicidén competitiva y, por otro,
una estimulacién debida a la induccién de una conformacidn mas
activa.

En el modelo 11 la glucoquinasa existiria en dos conforma-
ciones: E~ (circulo) y E (cuadrado) (Fig. 68) (Cardenas, 1978;
Cardenas et al., 1979). En ausencia de ligandos, se encontra-
ria basicamente en una conformacién E vy la conformacién E~”
seria cuantitativamente despreciable. E” podria unir ambos
sustratos, glucosa o MgATP, para formar los complejos binarios
respectivos. La unidn de glucosa induciria un cambio confor-
macional, originando la conformacién Ejj* Este cambio ocurri-

ria tanto cuando la glucosa se une a la enzima libre E™,
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Figuna 68. Modelo i po~tutado pana explican. la coopenatioidad cinitica
de. la glucoquinara con glucora. ElI circulo (conformacion E\) representa
el estado de la glucoquinasa predominante en la ausencia de glucosa (GIc)
y analogos (i). El cuadrado (conformacién E  corresponde al estado in-

ducido por glucosa y analogos. ATP, MgATP. De Cardenas et al., 1979.
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cuando se une al complejo binario EMgATP. En cambio, el MgATP
induciria solo la pequefia reorganizacioéon del sitio activo de la
glucoquinasa que cualquier sustrato puede inducir en su enzima
(Koshland, 1959) . E”™ tendria wuna mayor afinidad que E” por
glucosa y sus analogos. Sin embargo, ambos confdérmeros tendrian
la misma afinidad por MgATP. El cambio conformacional indu-
cido por la glucosa seria necesario para la catalisis y cons-
tituiria el paso limitante de la reaccion ; seria mas rapido
cuando la glucosa se une a la enzima libre BE™. que cuando lo
hace al complejo binario E*MgATP, es decir, k7 >k3>ké&. Dado
que la velocidad del cambio conformacional seria menor(o seme-
jante) que la constante catalitica, las vias de formacién del
complejo ternario productivo E~AGICMgATP no estarian en equi-
librio rapido, sino en régimen estacionario. Habria dos ca-
minos no equivalentes conducentes a la formacion de los pro -
ductos. Uno operaria a travées del complejo E~GIc y el otro
operaria a través del complejo E™MgATP. La distribucién rela-
tiva de ambos complejos binarios en el régimen estacionario
seria una funcidén de la concentracién relativa de ambos sus -
tratos, expresada como fraccion de saturacion. Ambas vias no
serian equivalentes desde el punto de vista cinético debido a
la diferencia de velocidad en el cambio conformacional indu-
cido por la glucosa, que constituiria el paso limitante de la
reaccion.

Por razones de simplicidad se omitié de este modelo el
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complejo binario E MgATP, asi como la union de MgATP al com-
plejo binario E~Glc.

La cooperatividad cinética con glucosa resultaria del hecho
que cuando la concentracién de este sustrato es pequefia con
respecto al valor de su KQ 5, la glucosa se uniria principal-
mente al complejo binario E MgATP. Este complejo existiria
en una concentracion relativamente alta a niveles saturantes
de ATP, y asi el paso mas lento predominaria. Sin embargo,

a medida que la concentracion de glucosa aumenta, el camino

mas rapido adquiriria mayor importancia, pues la glucosa podria
competir exitosamente con MgATP por la enzima libre y la reac-
cion operaria cada vez mds a través de la formacién del complejo
binario E-"Glc. De esta manera, a medida que la concentracioén
de glucosa crece, se origina una cooperatividad positiva, pues
la fraccién del camino mads rapido se hace mayor.

Con el objeto de satisfacer restricciones termodinamicas,
las constantes de velocidad en las asas cerradas {closed-loops)
no pueden ser independientes y deben cumplir el requisito que
el producto de las constantes de velocidad en un sentido sea

igual al producto de las constantes de velocidad en sentido

IiNnvVerso:

k8kgk 3k_1= kik3k_9k_s8
kio kn k12k _8 = k8k _12k _nlk _ 10

Kik3k5k_6k_4k_2

k2kak6k 5k _3k._i



300

kiokTlkizkok_sk_ 1=Kk ksk_o9k 12k nk_10
kioknkizkoksk ek ak 2=kaokakek sk_ok 12k ,Kk_ 10

Estos requisitos se satisfacen si suponemos que:
i) La constante de transicion del cambio conformacional de

la forma libre de enzima (EYE-j.) Tavorece la existencia de E

ii) La unidn de glucosa o sus analogos (mafiosa, 2-desoxigluco-

sa, fructosa, N-acetilglucosamina) aumenta la velocidad de la

transicion conformacional de E® a Ejj y disminuye (0 no modi-

fica) la velocidad de conversiéon de E.~ a Ej, lo que se tra-

duce en un aumento del valor de la constante de transicion.

iii) La union de MgATP disminuye la velocidad de inter-

conversion de los confdérmeros inducida por glucosa o mafiosa.
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iv) La afinidad de es mayor que la de E para glucosa y

sus analogos.

v) La afinidad de Ej y de EI];-Glc por MgATP es la misma.

La enzima que se libera al final del ciclo catalitico vol-
veria rapidamente a la conformacion E~ por lo que la enzima
libre existiria predominantemente en esta conformacién a con-
centraciones bajas de glucosa.

Un punto clave seria poder discernir si la cooperatividad
surge principalmente porque al aumentar la concentracion de

glucosa incrementa la fraccion de la via que opera a través

del complejo binario E~.GIc, o porque al aumentar la concen-
tracion de glucosa aumenta la probabilidad de que este ligando
atrape la especie E”~ antes que ella sufra la transicién a EN,
0 porque ambas circunstancias se dan conjuntamente con dife-

rente grado, segun las condiciones del experimento.
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La presencia de analogos de glucosa, N-acetilglucosamina,
mafiosa, 2-desoxiglucosa y fructosa, suprimiria la cooperativi-
dad como consecuencia de un desplazamiento en la distribuciodn
de conformaciones de la enzima. En efecto, en presencia de
concentraciones suficientemente altas de estos inhibidores, Ila
mayor parte de la enzima libre existiria como E pues aque-
Ilos serian capaces de inducir el cambio conformacional de Ej
a Ejj* Luego, glucosa y MgATP competirian por esta forma, ori-
ginandose los complejos binarios E~GIc y E MgATP, que serian
equivalentes desde el punto de vista cinético, debido a que el
paso de transicion lenta estaria sobrepasado. Como consecuencia
la funcion de saturacion con glucosa se haria hiperbolica. Por
otra parte, el hecho que en presencia de los inhibidores se deba
incrementar la concentraciéon de glucosa, hace que este sustrato
compita efectivamente con MgATP por la enzima libre.

Los estudios cinéticos de fosforilacidéon de 2-desoxiglucosa
en presencia de analogos de ATP (Niemeyer et al., 1978 ;
Monasterio, 1980) son compatibles con un mecanismo al azar
con una ruta preferencial marcada, que operaria a través del

complejo binario E.dGIc. Dependiendo de las concentraciones
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relativas de ambos sustratos, podria operar la ruta a
través del complejo E._MgATP, el cual seria cataliticamente
activo.

El hecho que MgATP, en ausencia de glucosa, proteja a la
glucoquinasa de la fotooxidacion con Rosa de Bengala (Monaste-
rio, 1980), apoya Ula i1dea de la existencia de un complejo
E_MgATP. Del mismo modo, el efecto protector del MgATP frente
a la modificacion por DTNB, aunque leve, contribuye a apoyar
la existencia del complejo binario E.MgATP (Heberlein, 1979;
Monasterio et al., 1979; Monasterio, 1980). La existencia de
dicho complejo seria compatible con la operacidén de un meca-
nismo al azar con una ruta preferencial donde dGlc fuera el
primer sustrato (Monasterio, 1980). Un mecanismo semejante
podria operar en el caso de glucosa.

El hecho que la glucoquinasa presente cinética hiperbdlica
con fructosa y con 2-desoxiglucosa, podria explicarse suponiendo
que con estos sustratos hay diferencias respecto a glucosa en
la velocidad de las transiciones conformacionales. Asi, podria
suponerse que en el caso de 2-desoxiglucosa, la velocidad de
transicion conformacional EjdGlc =+ E~dGIc (" 3) fuera igual a
la velocidad de transicién E MgATPdGIc == E MgATPdGIc [K* ),

y menor que la velocidad de transicion EfGlc ETFG'C (k3 ) -
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Es decir k"3=k"& k3. Con fructosa en cambio, la transicion
EAFru 5 E~Fru podria ser igual a la transicion E"MgATPFru -
EAMgATPFru, pero mayor que la velocidad de transiciodn
EIGIc - E Glc. Es decir, k"3 =k\ > k3.

Estas diferencias podrian explicar ademas, el que la VmaX
con 2-desoxiglucosa fuera menor que la obtenida con glucosa
(Monasterio, 1980), en contraposiciéon a lo que ocurre con fruc

tosa en que la Vv es mayor (esta Tesis, capitulo 1 de Resul

tados, figura 13, pag. 82).

c) Modelo 111

En vista de la complejidad del comportamiento cinético de

la glucoquinasa, hecho que dificultaba una solucion analitica

del sistema, parecidé conveniente intentar su simulacién. Con
este objeto, se decidié ampliar el modelo Il y tomar en cuenta
todos los complejos posibles. Surgi6, asi, un modelo de ocho

estados, Modelo 111, que se esquematiza en la figura 69
(Olavarria et al., 1979).

En el modelo 111, resultante de la simulacién, al igual que
en el modelo 11, laglucoquinasa existe basicamente en la con-
formacion 1 (circulo) en ausencia de ligandos. Ambos modelos
comparten las presunciones i), 11), 1IV) Y V) que,expresadas en

términos de las constantes cinéticas del modelo 111, serian:
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Figuta 69. Modelo 111 postulado pana dxgdlcal ¢a coopeduwU.vx.dad canLUca
de La glu.coglU.naGa con gZucolLa. EI circulo,conformacién E , representa el
estado de la glucoquinasa predominante en ausencia de glucosa (G). EI

cuadrado, conformacién E”~, corresponde al estado inducido por glucosa o

sus analogos. A, MgATP. = akg ; Kk = ak_g ; a > |1

Kii/k_ii) " (kg/k_g) < (k10/k_10) : (ki2/k_i2).
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i) La constante de transicion conformacional favorece la
existencia de E”.

*9

ii) La union de glucosa o sus analogos desplaza el equilibrio

conformacional hacia la forma Ejj -

iv) La forma E presenta mayor afinidad por glucosa y sus

analogos que la forma Ej.

v) EI ATP no altera el equilibrio conformacional de Ila

glucoquinasa, pues la afinidad de ambos confdérmeros por este

ligando, es la misma.

No comparte la presuncion iii) que establece el efecto
negativo del MgATP previamente unido a la enzima, para la

transicion conformacional inducida por glucosa o mafiosa.
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En el modelo 11l el cambio conformacional no seria requi-
sito indispensable para la catalisis, pudiendo la constante
catalitica ( ) del complejo ternario E GICMgATP ser menor o
incluso igual a la del complejo E~GICMgATP. El énfasis es-
taria en este modelo en la diferencia de afinidad por gluco-
sa y sus analogos (mafiosa, 2-desoxiglucosa, fructosa , N-ace-
tilglucosamina ) de la forma Il con respecto a la forma I.

A concentraciones bajas de glucosa y altas de MgATP se
formaria el complejo binario E™MgATP, el cual tendria una
mayor probabilidad de unir glucosa y formar el complejo ter-
nario E~GIcMgATP, que de sufrir la transicién y luego unir
glucosa para originar el complejo E~GICcMgATP. El complejo
E~AGICMgATP liberaria después de la catéalisis la forma 1 y el
complejo E_.~"GIcMgATP la forma 11. De la diferente afinidad
de ambas formas por glucosa surgiria el fendomeno de coopera-
tividad. Al aumentar la concentracidon de glucosa, ésta podria
competir exitosamente con MgATP por la forma E . Se formaria
asi el complejo binario E~Glc, que podria sufrir la transiciodn
con mayor probabilidad que E~MgATP, y uniria luego MgATP. Asi,
se formaria el complejo E~GIcMgATP, el cual liberaria después
de la catéalisis la forma E , con mayor afinidad por glucosa
que Ej.-

ElI modelo 11l fué simulado en una computadora construida
especialmente para la simulacion directa de modelos enzima -
ticos estocasticos, por el Dr. J. M. Olavarria, en el Insti-

tuto de Investigaciones Bioquimicas, Fundacién Campomar,
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Buenos Aires, Argentina. Este equipo permite representar en
forma de una matriz de transiciones un modelo enzimatico de
hasta ocho estados, en el cual los cambios de estados (isome-
rizaciones, asociaciones o0 disociaciones) son representados
por sefiales aleatorias de probabilidad prefijadle. Estas
seflales aleatorias representan los parametros del modelo y
son producidas por generadores aleatorios independientes.

Los resultados de las simulaciones permitieron reproducir
cualitativamente algunos de los resultados experimentales.
Asi, se reprodujo la cooperatividad positiva con glucosa y
con mafiosa, obteniéndose valores de n equivalentes a los
experimentales. Con MgATP en cambio la cinética fue michae-
liana a semejanza de lo que ocurre experimentalmente.

El hecho que la cooperatividad de la enzima frente a glu-
cosa fuera dependiente de la concentracidon de MgATP, se podia
atribuir al efecto de este ligando sobre la velocidad del cam-
bio conformacional de la enzima. Al hacer la simulaciéon del
modelo 11l se encontrdé que, si se suponia que el ATP unido a
la enzima aumentaba la velocidad de transicion conformacional
en ambos sentidos, por un factor de 10, se obtenia un efecto
de este ligando similar al observado en el sistema real. Al
reducir la concentracién de MgATP se disminuia gradualmente
el n y el K para glucosa. A concentraciones suficiente-
mente bajas de ATP se logr6é obtener valores de nR proximos

al,o (,1 ao0,9), reproduciéndose cualitativamente las curvas
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de la fiqura 34, sobre dependencia de los parametros cinéti-
cos Kg 5 y nH respecto a la concentraciéon de MgATP. En la
simulacién, al aumentar la concentracion de ATP muy por enci-
ma de las concentraciones experimentales usadas en esta Tesis,
se observd que el n vuelve a reducirse, pero no el K. _ para
glucosa. La reduccidén del coeficiente de Hill a altas con-
centraciones de ATP no se ha observado experimentalmente,
posiblemente debido a que las concentraciones usadas (+ 20
veces el KU_D para ATP) no fueron suficientemente altas en
comparacion con las concentraciones de ATP usadas en la simu-
lacion ( sobre 100 veces el KQ 5 para ATP).

Para simular el efecto de inhibidores competitivos habria
sido necesario considerar un modelo de 12 estados. Dado que
el instrumento solo permitia usar un médulo que representa
un elemento (una molécula de enzima) y las transiciones entre
ocho estados posibles como maximo, se tuvo que simplificar el
modelo para el estudio de inhibidores. Se consider6é una con-
centracién muy alta de ATP y, aceptando que el sistema estéa
permanentemente saturado con ATP, se pudo disminuir a seis
en vez de doce, el numero de especies enzimaticas en juego
(Fig. 70). La simulacion de este modelo permitidé comprobar

que un iInhibidor competitivo (sustrato o no) modificaba el n,

para la glucosa tal como en el sistema real. ElI modelo supone
que el iInhibidor competitivo, al igual que la glucosa, desplaza

el equilibrio conformacional hacia la forma E La figura 71
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Migufux 70. Modedlo 11l en pAedencxa de un ¢nWdhi.don eompztétivo paAa
glucosa, y a muy altaj, concend™Mxcxoned de MgATP. Los circulos y los cua-
drados en linea cortada representan las especies enzimaticas no existentes
en presencia de muy altas concentraciones de MgATP. A, MgATP, G, glucosa;

I, andlogo de glucosa.
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FlguAa 71. GmA{jlco;, de HUI k. la funcidén de ¢atunaclon con glucosa en

ausencia, y en patencia de manota y de 2-dej>oxA.glacosa, obtenido;, pon

¢Imitacion del modelo 111.  El modelo 111 (Figura 70) fue simulado consi-

derando una concentracion muy alta de MgATP (sobre 100veces K rl) en ausencia

y en presencia de mafiosa (4 a 100 M) y de 2-desoxiglucosa (200 mM) .

(®) Control; n, = 1,3

(0) Maficsa: 4mM, nﬁ:1,2; 10 mM, nn = 1,1; 20mM, nH = 1,05; 100 mM, nﬁl': 1,0

(=) 2-desoxiglucosa 200 mM: n, = 1,0
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muestra los resultados de la simulaciéon. ElI valor de n, de
1,3 del control es menor que el experimental, por haberse
hecho la simulacidén con concentraciones muy altas de ATP para
cumplir la restriccidén en el numero de estados.

El comportamiento hiperbolico de la glucoquinasa con 2-deso
xiglucosa se pudo explicar suponiendo que la velocidad con
que ocurre la transiciéon del complejo EjdGlc (/c"10) esta dismi-
nuida con respecto a la velocidad de transicion del complejo
E Glc o E"Man (Kiq). Suponiendo un factor 8 de reduccidn en
la velocidad de cambio conformacional y usando el modelo de
8 estados, se viO que a medida que 8 se hacia mas pequefio el
n para la 2-desoxiglucosa se aproximaba a 1,0. Con un valor
de 8 de 0,01 el valor de n es de 1,28 y con un valor de 8 de
0,00l es de 1,19. En condiciones en que la 2-desoxiglucosa
mostraba una cinética hiperbdlica, ella también fue capaz de
suprimirla cooperatividad con glucosa,como se muestra en la
figura 71.

El modelo IlIl resulté asi cualitativamente adecuado para
reproducir por simulacién gran parte de los datos experimen-
tales. Estos estudios se hicieron en conjunto con el Dr. J. M.

Olavarria del Instituto de Investigaciones Bioquimicas de

Campomar, Argentina.
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d) Modelo mnemonico

Mientras estabamos en la bUsqueda de una explicacidén para
la cooperatividad cinética de la glucoquinasa con glucosa y
con mafosa, Storer y Cornish-Bowden (1977) propusieron una
interpretaciéon basada en el modelo mneménico de Ricard et al.
(1974). En esta interpretacion la enzima libre existiria en
dos conformaciones, E y E", con diferentes propiedades ciné-
ticas (Fig. 72). La cooperatividad con glucosa surgiria por
la union diferente de la glucosa (primer sustrato) a las dos
formas de enzima libre, las cuales, a alta concentracioéon de
MgATP, no estarian en equilibrio sino en régimen estacionario.
Por otra parte, el MgADP (ultimo producto) y la glucosa
podrian unirse simultaneamente a la enzima, constituyendo un
complejo no productivo.

En ausencia de productos, la velocidad inicial para el me-
canismo de la figura 72 estd dada por una ecuacion de la forma
siguiente:

A + 3iG)&A
(24) 1+ B3A + (1 + 34A)356 + (1 + 36A)37G2

donde, G es la concentracién de glucosa, A es la concentracioén
de ATP y 3J a 37 son constantes que es necesario estimar para
ajustar a los datos experimentales los valores de velocidad
dados por la ecuacidén. Esta ecuacion predice una conducta
cinética michaeliana para MgATP y en cambio una de segundo or-

den para glucosa.
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Flguiia 11. Modelo mneménica postulado pana explicati la coopenatlvidad
CA.ndlA.ca de la qlu.GGiLAYULAa con glucosa. E° representa la forma enzima-
tica predominante en ausencia de glucosa. E es la conformacion resultante

de la catalisis. De Storer y Cornish-Bowden, 1977.
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La dependencia del grado de sigmoidicidad de la glucoqui-
nasa con glucosa respecto a la concentracién de MgATP, la ex-
plican los autores suponiendo que, al ser suficientemente baja
la concentracién de MgATP, su unién al complejo enzima-glucosa
seria limitante de 1la velocidad. Al ocurrir ésto, las dos
formas enzimaticas se equilibran y no habria cooperatividad
en la union de la glucosa. En cambio, a altas concentraciones
de MgATP, 1la conversién del complejo enzima-glucosa a produc-
tos puede ser lo suficientemente rapida como para impedir el
logro de un equilibrio en la unién de la glucosa, de modo que
las leyes de equilibrio no se aplicarian y la cooperatividad
seria posible.

Storer y Cornish-Bowden piensan que estas consideraciones
se aplican igualmente al. modelo mneménico propuesto por Meunier
et al . (1974) para la hexoquinasa L de trigo, por lo cual les
Ilama la atencidén que en este caso no se observe dependencia
de la cooperatividad negativa con glucosa, respecto a la con-
centraciéon de MgATP. Atribuyen este hecho al parametro r, usa-
do para estimar la cooperatividad, el cual seria de menor sen-
sibilidad que el coeficiente de Hill.

Hay que considerar, sin embargo, que, dado que las constan-
tes cinéticas de asociacion son altas, no es claro que una
disminuciéon en la concentracién de ATP de la magnitud usada
experimentalmente, sea suficiente para permitir un equilibrio

de las formas enzimaticas. Habria que hacer una simulacioén.
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El producto MgADP disminuiria la cooperatividad de la glu-
coquinasa con glucosa debido a que impediria la rapida conver-
sion del complejo enzima-glucosa en productos, al secuestrarlo
en forma de un complejo ternario no productivo (Storer y
Cornish-Bowden, 1977).

Siguiendo el analisis de la primera seccion de la Discusion,
si en la ecuacidon 24 se considera constante la concentracion
de MgATP, se obtiene la ecuacion 25:

nG + 062

u - 5>
p + g6 + nG2

n = 32A
0 - 3}32A
p = 7 +33A

q:(7+3A)35

=
I

“ + 36A)37

La ecuacidon 25 es analoga a las ecuaciones 11, 13 y 16
examinadas anteriormente.

De acuerdo al analisis de Ferdinand, cabe la posibilidad
de que se produzca o no se produzca un punto de inflexidén en
la curva de velocidad en funcidén de la concentracion de glu-
cosa, dependiendo de la concentracion de MgATP. Seria posible
entonces predecir una dependencia de la cooperatividad respec
to a la concentracion de este sustrato. Habria que determinar

si a las concentraciones de MgATP que segun este analisis
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permiten la existencia de una conducta cinética hiperbdlica,
se equilibran o no las dos formas de enzima, y cuan cerca de
las concentraciones experimentales que permiten una conducta
cinética hiperbdélica se encuentran las concentraciones que

permiten el equilibrio.

Un punto importante es que, segun el modelo, la forma E
resultante de la catalisis uniria la glucosa con mayor afinidad.
En presencia de bajas concentraciones de MgATP ambas formas
podrian equilibrarse, es decir la forma E se relajaria a E".
Dado que la forma E* tiene menor afinidad que la forma E por
glucosa, se deberia esperar que al disminuir la concentracion
de MgATP el para glucosa aumentara. Sin embargo, expe-
rimentalmente se observa lo contrario (capitulo 4 de Resultados).
Es decir, el modelo no predice la disminucion en el N para
glucosa al disminuir la concentracién de MgATP.

En el modelo mneménico (Figura 72) y sobre la base de estu-
dios cinéticos de inhibicidon por producto, se postulaba que
glucosa-6-P seria el primer producto y MgADP el segundo. EI
orden de salida de los productos era compatible con el hecho
que MgADP y no glucosa-6-P disminuyera la cooperatividad
positiva con glucosa. En efecto, de acuerdo con lo predicho
por el modelo mneménico el ultimo producto disminuye la coope-
ratividad positiva mientras que el primero no tiene efecto.

Con el fin de determinar con mayor exactitud el orden de

entrada y salida de sustratos y productos, estos autores
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realizaron estudios de intercambio isotdopico los que fueron
publicados recientemente (Gregoriou et al., 1981). Los estu-
dios de intercambio realizados en condiciones de equilibrio
quimico indicaron que existe unién al azar de los sustratos,
y luego, todos los pasos mostrados en la figura 66 (modelo 1,
mecanismo al azar de unidén de sustratos) existirian realmente,
pues ni el iIntercambio isotépico entre MgATP y MgADP ni el
existente entre glucosa y glucosa-6-P fueron inhibidos a con-
centraciones saturantes de los cuatro reactantes. Sin embar-
go, los experimentos de intercambio isotdpico realizados en
régimen estacionario mostraron solamente la existencia de los
complejos E.GIc y E.GIc-6-P, siendo incapaces de detectar los
complejos binarios E.ATP y E_.ADP. Estos resultados parece-
rian indicar que la contribuciéon de estos ultimos complejos

a la velocidad total seria despreciable. En estas condicio-
nes, los autores piensan que la via alternativa a través del
complejo binario E.MgATP no contribuiria a generar cooperati-
vidad con glucosa. Cabe sin embargo la posibilidad de que
dados los diferentes promedios de vida (span of life) de los
complejos E.GIc y E.MgATP, 1la probabilidad de su deteccidn

en régimen estacionario no sea la misma para ambos. (Los es-
tudios de intercambio isotépico en equilibrio muestran que el
complejo E.GIc se disocia lentamente, 1o mismo que el complejo
E.Glc-6-P).

En el modelo mneménico ultimamente propuesto (Fig. 73)
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FZguAa 73. ModiZo mniménico consZdiAando un maanZimo aZ azaA di unién
di ¢uA&iatoA y di ZibiAacZén di producto*. A, glucosa; B, MgATP:

P, MgADP; Q, glucosa-6-P. Los pasos mostrados con linea cortada repre-
sentan reacciones que no serian cuantitativamente iImportantes en condi-

ciones de regimen estacionario. De Gregoriou et al., 1981.
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operaria un mecanismo ordenado de unidén de sustratos con
glucosa como primer sustrato y glucosa-6-P como ultimo pro-
ducto, es decir un orden de salida de productos diferente al
postulado sobre la base de estudios cinéticos de inhibiciodn
por producto. En efecto, Storer y Cornish-Bowden (1977) en-
contraron inhibicién competitiva por glucosa-6-P respecto a
MgATP, pero mixta respecto a glucosa, es decir lo opuesto de
lo que se esperaria en un mecanismo ordenado en que glucosa
es el primer sustrato y glucosa-6-P el ultimo producto. Los
resultados obtenidos en esta Tesis respecto a la inhibicidn
por glucosa-6-P concuerdan en general con una inhibicidn de
tipo mixto respecto a glucosa, aunque en nuestro caso se agre
ga la complejidad de que la inhibicién por glucosa-6-P es de
naturaleza cooperativa.

El perfil de inhibicidn obtenido podria interpretarse, y
asi lo hacen los autores, suponiendo que glucosa-6-P y MgATP
compiten por un sitio especifico para el fosfato, es decir
el glucosa-6-P no entraria en el mismo sitio de la glucosa.
Casazza y Fromm (1976) dieron esta explicacion en el caso de
la hexoquinasa de cerebro (hexoquinasa A) sobre la base de la
postulacién cinética de un complejo E .Glc.Glc-6-P. Es nece-
sario considerar, sin embargo, que la existencia en hexoqui-
nasa A de un sitio alostérico para glucosa-6-P (Lazo et al.,
1980) dificulta la interpretacidon de los datos cinéticos de

Casazza y Fromm.
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Llama la atencidon en el modelo de la figura 73 que no
obstante ser glucosa-6-P el ultimo producto no altere la coo
peratividad (esta Tesis, capitulo 6 de Resultados; Storer y
Cornish-Bowden, 1977). En efecto, esto no ocurrid experimen
talmente ni adn en experimentos en que se preincubdé la enzima
con glucosa-6-P por un tiempo de hasta 30 min antes de partir
la reaccion con glucosa (esta Tesis). En hexoquinasa de tri-
go en cambio, donde se ha postulado un modelo mneménico con
glucosa-6-P como ultimo producto, la presencia de éste inten-
sifica la cooperatividad negativa, concordando con lo predi-
cho por el modelo (Meunier et al., 1974).

Una posible explicacién de la ineficacia del glucosa-6-P
para alterar la cooperatividad seria que la especie resultan-
te de la catélisis fuera equivalente a la enzima inicial. Otra
posibilidad sin embargo, seria que se requirieran concentra-
ciones de glucosa-6-P mucho mas altas que las usadas en esta
Tesis y por Storer y Cornish-Bowden (1977). Es decir, que se
estuviera en una situacidén semejante a la presentada por
N-acetilglucosamina, donde se requiere usar una concentracion
superior a 10 veces su para empezar a observar en forma
clara una disminucién en la cooperatividad, y alrededor de
70 veces su para suprimirla. Este requerimiento, de ser
efectivo haria casi imposible los estudios con glucosa-6-P,

pues se necesitarian concentraciones superiores a 600 mM.
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e) Comentario final

Los estudios de intercambio isotépico parecerian descartar
los modelos presentados en esta Tesis y apoyar en cambio, el
modelo mneménico. Sin embargo, como hemos analizado recien-
temente, este modelo tampoco da cuenta de todos los hechos
experimentales.

Pareceria que el modelo que explique en forma global todos
los hechos experimentales aun no ha sido formulado, y que
faltan antecedentes experimentales y tal vez la utilizacion
de nuevas metédicas. Los estudios cinéticos en régimen esta
cionario parecerian estar agotados en su mayor parte.

Si bien es cierto que el efecto de inhibidores competi-
tivos sugiere la existencia de un cambio conformacional de
la glucoquinasa (esta Tesis, capitulo 5 de Resultados ), VY
que la existencia de este cambio conformacional estaria apo-
yada por el gran efecto protector @o00%) , ejercido por Ila
glucosa y analogos, frente a la modificacidon de grupos fio-
les de la glucoquinasa (Heberlein et al., 1979; Monasterio
et al., 1979), seria conveniente aplicar un tipo de metddica
que pudiera detectar directamente la existencia de un cam-
bio conformacional. Asi por ejemplo, serifa importante apli

car a la glucoquinasa un enfoque experimental como el de
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la realizacion de estudios espectroscoOpicos en presencia
de sustratos y de analogos, a fin de detectar si existe
realmente un cambio conformacional y cual es su naturaleza
con los diferentes sustratos y analogos, y en distintas
condiciones, presencia de urea, por ejemplo.

Por otra parte, seria interesante poder realizar estu-
dios cinéticos en estado transitorio, a fin de obtener prue
bas sobre la posible transicidon mneménica. La idea seria
pesquisar la existencia de un retardo en la curva de progre-
so y determinar, por ejemplo si la preincubaciéon con glucosa
o con glucosa-6-P disminuye el retardo o incluso lo trans-
forma en estallido. En la medida que la transicidon mneménica
fuera importante para el mecanismo de la cooperatividad de-
biera esperarse que la cinética para glucosa fuera hiperb6-
lica al considerar las velocidades en estado transitorio.

Parece asi, que la ultima palabra sobre la cooperativi-
dad cinética de la glucoquinasa con glucosa y con mafiosa no

esta aun dicha, y queda mucho por hacer.
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