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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 hígado 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 1,5 y el L  c 7,5 a pH 7,5. 
El grado de cooperatividad fue independiente del grado de pu 
rificación de la enzima y de la concentración de ella. El 
efecto cooperativo se encontró en la glucoquinasa de todas 
las especies de vertebrados estudiadas (mamíferos, anfibios 
y quelónidos) y los coeficientes de Hill fueron muy semejan 
tes. Los valores de KQ variaron entre 2 y 8 mM glucosa.

Además de glucosa, la glucoquinasa fosforila otros azúca 
res y derivados. La función de saturación fue cooperativa

Kq i- = 8 mM) , en cambio fue hiperbóli­
ca con 2-desoxiglucosa (nu = 1,0; K„ c = 2 2  mM) y con fruc-
tosa (nIT = 1,0; K„ _ = 325 mM) . La V con fructosa fue alH U.5 max —
rededor de 2,6 veces mayor que la V con glucosa. Frentemax

al sustrato nucleotídico MgATP la conducta fue hiperbólica 
(nR = 1,0; Kq 5 = 1  mM).

La glucoquinasa de rata es una proteína monomérica y no 
se polimerizó al filtrarla a 30° en Sephadex en un medio s_i 
milar al del ensayo. Esto excluye la posibilidad de que la



cooperatividad sea el resultado de la interacción de subuni 
dades o de una asociación-disociación reversible, en que las 
propiedades cinéticas dependan del peso molecular de la espe 
cié enzimática.

Diversos intentos realizados para modificar la cooperat_i
vidad no tuvieron éxito. Así, una disminución del pH del
medio de ensayo desde 8,5 a 5,75, la fotooxidación con azul
de metileno o el calentamiento de la enzima antes del ensayo,
y la adición de tritón X-100 o de urea al medio de reacción
no alteraron el coeficiente de Hill, pero disminuyeron la
Vmax Y aumentaron el KQ 5 . Tampoco hubo variación del grado
de cooperatividad al elevar la fuerza iónica del medio con
KC1 o NaCl, pero hubo una disminución de la V y del Kn r .max J 0.5
La presencia en el medio de ensayo de DTT, que estabiliza la 
glucoquinasa, tampoco alteró la cooperatividad.

La variación producida en el parámetro Kq indican que las 
moléculas que retuvieron actividad presentan alteración en la 
afinidad por el sustrato, pero conservan la conducta cinética 
cooperativa. Se postula que esta propiedad cinética es intrín 
seca al mecanismo catalítico.

El grado de cooperatividad con glucosa disminuía al descen­
der la concentración de MgATP por debajo de su K^, llegándose 
a un coeficiente de Hill de 1,0 con MgATP 0,2 mM. Simultánea 
mente, disminuía el K̂ ,- para glucosa. La dependencia de los 
parámetros cinéticos de la concentración de MgATP se interpretó

xxii



como consecuencia de la unión al azar de los sustratos a la 
enzima en condiciones de no-equilibrio, y con una vía ciné­
ticamente preferida, que es la que utiliza el complejo bina 
rio E.Glc (modelo I). La distribución relativa de ambos 
complejos binarios en el régimen estacionario será función 
de la concentración relativa de ambos sustratos y así resul 
taría el efecto cooperativo con glucosa.

El MgADP disminuía el coeficiente de Hill, llegándose a 
un valor 1,0 y disminuía también el para glucosa. El
glucosa-6-P no alteró la cooperatividad, aunque disminuyera 
Ia y el Kq para glucosa. La inhibición por glucosa-6-P
era cooperativa.

Los sustratos alternativos, mañosa, 2-desoxiglucosa y fruc 
tosa, así como el análogo N-acetilglucosamina, son inhibidores 
competitivos de la glucoquinasa respecto a glucosa. Junto con 
aumentar el KQ ocasionaron una disminución en el coeficiente 
de Hill, llegando hasta una cinética hiperbólica. La concen­
tración necesaria para lograr un n de 1,0 dependía de la na- 
turaleza del inhibidor, siendo fructosa el más eficiente para 
eliminar la cooperatividad. El efecto es específico, pues 
galactosa, que no es inhibidor, no lo produce. La inhibición 
por N-acetilglucosamina y mañosa era cooperativa, lo que se 
manifiesta bien al usar muy bajas concentraciones de glucosa 
(0,1 a 0,2 mM), condición en la que no se observó inhibición 
hasta con concentraciones de los inhibidores superiores a dos
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veces su . La inhibición aumentaba al subir la concentra­
ción de glucosa hasta alrededor de 2 mM; por encima de ella 
ya se observaba la inhibición competitiva típica.

Nuestras observaciones son compatibles con un modelo en 
régimen estacionario que considere al menos dos vías de con­
versión de sustratos en productos. El primer modelo (I), 
meramente cinético,pareció insuficiente, por lo cual estamos 
presentando dos nuevos modelos (II y III), que postulan la 
existencia de un cambio conformacional inducido por glucosa 
y por los análogos y la unión al azar de ambos sustratos, 
glucosa y MgATP. En estos modelos el cambio conformacional 
genera una especie enzimática ( E ) con mayor afinidad por 
glucosa y sus análogos que la especie original predominante 
(E-j. ) . En el modelo II, el cambio conformacional es el paso 
limitante de la reacción y es más rápido cuando la glucosa 
se une a la enzima libre (E^) que cuando se une al complejo 
binario E^•MgATP y así resultan dos caminos no equivalentes, 
necesarios para la cooperatividad, derivados de la unión al 
azar de los sustratos.

En el modelo III en cambio conformacional inducido por glu 
cosa no es requisito para la catálisis, pero genera una con­
formación E con mayor afinidad por glucosa o sus análogos 
que E-j., la especie inicialmente predominante. El MgATP no 
altera el equilibrio conformacional, pero los complejos 
Ê. ■ MgATP y E^- MgATP alcanzan más rápidamente un equilibrio
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que las enzimas libres Ê. y E ^  .
El modelo III fue sometido a simulación analógica, sien­

do posible reproducir cualitativamente algunos de los resul_ 
tados experimentales, como: i) la cinética cooperativa con 
glucosa y con mañosa y la conducta hiperbólica con 2-desoxi_ 
glucosa; ii) la reducción gradual del coeficiente de Hill y 
del para glucosa al reducir la concentración de MgATP;
y iii) la reducción del coeficiente de Hill en presencia de 
inhibidores competitivos.
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Glucokinase (ATP: D-glucose 6-phosphotransferase, EC 
2.7.1.2.) is one of four glucose phosphorylating isozymes 
present in rat liver. It is the predominant isozyme and 
it is found exclusively in the hepatocyte.

Glucokinase exhibits sigmoid kinetics with glucose. The 
Hill coefficient (nT1) was of 1.5 and the K„ _ 7.5 at pH 7.5.ri U. 3
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 valúes were very similar. The KQ 
valúes 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 (ntI =1,0; K = 8mM), while it was hyperbolic
with 2-deoxyglucose (nH= 1.0; KQ5= 22 mM) and with fructose
(nTT= 1.0; Kn c = 325 mM) as substrates. V with fructose H 0.5 max
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 in 
which the kinetic properties of the enzyme depend on the 
molecular weight of the enzymatic species.

Several attempts to modify cooperativity did not succeed. 
Thus, the Hill coefficient did not change with decrease in 
the pH of the assay 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 Tritón X-100 or urea.

All these treatments however, decreased V and increasedmax
KQ valúes. 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 Kq . In addition, the presence in the assay médium 
of DTT, which stabilize glucokinase, did not alter the 
cooperativity.

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

The degree of cooperativity 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 interpreted as a consequence of the 
random binding of the substrates to the enzyme under non- 
equilibrium conditions, and with one of the resultant 
pathways, that which operates through the binary complex 
E.Glc, being kinetically preferred (model I). The relative 
distribution of both binary complexes in the steady-state 
will be a function of the relative concentrations of both 
substrates, and thus giving rise to the cooperative effect 
with glucose.

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

The alternative substrates mannose, 2-deoxyglucose and 
fructose, and the analog N-acetylglucosamine, acted as 
competitive inhibitors of glucokinase with glucose as subs- 
trate. Besides the increase in Kq 5 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 in abolishing the cooperativity. This 
effect is specific since galactose, which is not an inhibitor, 
did not produce it.
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The inhibition with N-acetylglucosamine and with mannose 
was cooperative, which was seen clearly when low concentrations 
of glucose (0.1 to 0.2 raM) were used. In this condition 
inhibition was not observed until the concentrations of 
N-acetylglucosamine or mannose were two-fold higher than their 
K.. This inhibition increased on raising the glucose concen- 
tration up to about 2 mM, above which the typical competitive 
inhibition was observed.

Our observations are compatible with a model in steady- 
state that considers at least two pathways of conversión of 
substrates into products. The merely kinetic model (I) was 
considered inadequate and thus two new models are presented 
which postúlate 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 Ê .. In model II the confor­
mational change is the rate limiting step of the reaction, 
and is faster when glucose binds to the free enzyme (Ej) 
than when it binds to the binary complex E^-MgATP. In this 
way two different pathways emerge which are necessary for 
cooperativity and which are derived from the binding at 
ramdom of substrates.
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In model III, the conformational change induced by glucose 
is not a requirement for catalysis, but generates a confor- 
mation E ^ ,  with more affinity for glucose and its analogs 
than Ej, the initially predominant form. MgATP does not 
alter the conformational equilibrium, but the complexes 
E-j.*MgATP and E ̂ ̂ • MgATP reach equilibrium fáster than the free 
enzymes E^ and E.^.

Model III 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 
Kq ̂  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) Adaptación metabólica

Los organismos vivos que existen en nuestros días pueden 
considerarse adaptados a su ambiente, lo que sería la conse­
cuencia de que durante la evolución se han seleccionado me­
canismos que se traducen en un funcionamiento apropiado de 
dichos organismos en las condiciones presentes. La adecua­
ción a las variaciones ambientales implica la operación de 
mecanismos eficientes de regulación. La efectividad de una 
regulación metabólica depende de la capacidad de mantención 
de niveles de actividades enzimáticas convenientes a los 
diferentes estados fisiológicos del organismo. Lo que se 
regula no son reacciones enzimáticas aisladas, sino comple­
jas redes de vías metabólicas. Más aún, en el caso de los 
organismos pluricelulares, la regulación de una vía 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 evolución. La regulación de esa vía debe 
considerarse apropiada al papel específico que cumple el te­
jido en el conjunto del organismo.

No es de extrañarse que a través de la evolución se hubie 
ran desarrollado múltiples mecanismos de regulación que

1
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aseguren al organismo una adaptación eficiente frente a las 
variaciones del medio ambiente. Así, la modulación de una 
vía metabólica se puede lograr mediante la modificación de 
la actividad de la enzima limitante de la velocidad de la 
vía, enzima que suele denominarse enzima regulatoria, que 
a su vez es regulable mediante diversos mecanismos. Dos son 
los parámetros de las enzimas regulatorias que están sujetos 
a regulación: la cantidad de moléculas de enzima y su activi 
dad catalítica. La concentración celular de enzima se modu­
la mediante el control de la velocidad de síntesis, de la 
velocidad de degradación de la proteína-enzima o de ambos 
a la vez (Schimke y Doyle, 1970) y requiere un tiempo que no 
es pequeño en relación a la vida de la célula, es decir, no 
es instantáneo. La actividad catalítica, sin cambio de la 
cantidad de enzima, puede regularse a su vez de varias mane 
ras: i) por modificación 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 características cinéticas intrínsecas de la enzima, 
que permiten diversos tipos de respuestas frente a fluctua­
ciones en las concentraciones disponibles de sustratos y de 
productos.
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Es frecuente que todos los mecanismos destinados a modu­
lar la actividad de las enzimas regulatorias operen en for­
ma simultánea y coherente como para dar un máximo de sensi­
bilidad a la respuesta frente a una determinada perturbación 
del medio celular (Sois, 1979) .

b) K q y nH , parámetros cinéticos fundamentales

La modificación de la actividad de una enzima frente a 
las variaciones en la concentración de sustratos es depen­
diente de los parámetros cinéticos K (o K„ r ) y n .m U. 5 H

Es importante el valor del parámetro cinético K o K„ ,m 0.5
que corresponde a la concentración de sustrato necesaria pa
ra alcanzar la mitad de la velocidad máxima, en relación con
los niveles de concentración del sustrato existentes en la
célula y accesibles a la enzima. Dependiendo de la relación
entre ambos valores, la concentración de sustrato y la K ,m
la modificación de la actividad enzimática podría ser más o 
menos sensible a las fluctuaciones intracelulares en los ni 
veles de concentración del sustrato. Así, si el valor de Km 
es mayor que los niveles de sustratos, la variación de la acti­
vidad será con bastante aproximación directamente proporcio­
nal a la variación en la concentración del sustrato, es decir, 
el orden déla reacción será cercano a 1. Esto de acuerdo con 
la ecuación de Michaelis-Menten, que describe la relación entre 
velocidad y concentración de sustrato en la mayoría de las
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enzimas: v = V*S/(K + S). Parece ser muy general que el 
valor de es semejante o mayor que la concentración total 
de sustrato intracelular (Tabla 6.6 en Lamer, 1971).

El otro parámetro cinético responsable de la magnitud de 
la respuesta de la velocidad enzimática frente a la varia­
ción de la concentración de sustrato es el coeficiente de 
Hill (n^), que mide el grado de cooperatividad de la función 
de saturación. Si bien la cinética de un gran número de en­
zimas puede describirse mediante la ecuación clásica de Mi- 
chaelis-Menten, la mayor parte de las enzimas que catalizan 
reacciones claves en la regulación de vías metabólicas 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 ecuación de Michaelis frente 
a cambios en las concentraciones de sustrato alrededor de 
la K , se conoce comúnmente como cooperatividad positiva.
Se la ha llamado también activación por sustrato (Dixon y 
Webb, 1964). En contraposición, se habla de cooperatividad 
negativa cuando la sensibilidad es menor. La interacción 
de la enzima con ligandos iguales, que se traduce en coope­
ratividad positiva o negativa se denomina interacción homo- 
rrópica (Monod et al. , 1965) . Todos estos términos fueron 
introducidos inicialmente considerando la unión cooperativa 
de ligandos en enzimas oligoméricas. Sin embargo, en los
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últimos años también se han observado funciones de satura­
ción no michaelianas, que pueden describirse como cooperati 
vidad positiva o negativa, en enzimas monoméricas, con un 
solo sitio activo. En la Discusión se analizarán con algún 
detalle estas situaciones.

Es importante destacar que, en cualquier caso, las fun­
ciones de saturación de enzimas que presentan cooperativi- 
dad pueden ser descritas por medio de la ecuación de Michae 
lis-Menten si la concentración de sustrato (S) y la concen­
tración de semisaturación (K^  ̂) se elevan a un exponente 
(n^), que mide el grado de cooperatividad. En el caso de 
la ecuación clásica de Michaelis-Menten este exponente ten­
dría el valor de 1,0, y sería mayor que 1,0 si la cooperati 
vidad es positiva y menor que 1,0 si es negativa.

V • SnH

v = ----------
n H n UK H + S d 0,5

Un coeficiente de Hill mayor que 1,0 implica que se requie­
re variar un menor número de veces la concentración de sus­
trato para tener una determinada variación de velocidad, en 
comparación con la requerida con un coeficiente de 1,0. Así 
por ejemplo, en una enzima que no presenta cooperatividad
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(nH = 1,0), se necesita incrementar 81 veces la concentra­
ción 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 
(raíz n^ de 81). Es decir, con un coeficiente de Hill lige 
ramente superior a 1,0 se estaría disminuyendo en más de 
cuatro veces el cambio de concentración de sustrato necesa­
rio para alcanzar una misma respuesta.

No es extraño tampoco que los mecanismos moduladores de 
la actividad enzimática que enunciamos antes, modificación 
covalente y modificación alostérica, operen mediante altera 
ciones de los parámetros K„ y n en la gran mayoría de los 
ejemplos conocidos. Las relaciones son complejas pues tam­
bién la modificación covalente suele variar la sensibilidad 
frente a la concentración de los efectores alostéricos.

c) Glucoquinasa, una enzima regulatoria

Una enzima en la cual los parámetros cinéticos Kn c y nI7 
tienen por si mismos significación regulatoria de una fun­
ción celular, como se comentará más adelante, es la gluco­
quinasa o hexoquinasa D (EC 2.7.1.2). Es una de las cuatro 
isoenzimas que catalizan la fosforilación de glucosa en el 
hígado de la rata (González et al., 1964; Katzen et al.,

1965 ) .



7

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

El nombre de glucoquinasa y su clasificación como EC ,2.7.1.2 
en contraposición a las otras isoenzimas, que han recibido 
la denominación más amplia de hexoquinasas (EC 2.7.1.1), im­
plica que se trataría de una enzima específica para la glu­
cosa. Sin embargo, esto no es estrictamente así, pues pue­
de fosforilar también otras hexosas. En este problema es 
útil considerar algunos antecedentes históricos. Poco des 
pués de que en el laboratorio de Weinhouse (Di Pietro et al., 
1962) se describiera que en extractos de hígado de rata la 
fosforilación de glucosa catalizada por la llamada glucoqu^ 
nasa ocurría con una Km alta, se describió la presencia en 
el hígado 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 última enzima correspondería a la señalada 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 
hígado caracterizada por una alta Km (- 10 mM), con una ca 
pacidad relativamente baja de fosforilar fructosa a la con 
centración de 100 mM y una insensibilidad a la inhibición 
por glucosa-6-fosfato. La otra isoenzima, que aparecía 
como una típica hexoquinasa animal, pues tenía una Km muy 
baja para glucosa (- 0,01 mM), fosforilaba fructosa tan
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bien como glucosa y era fuertemente inhibida por glucosa-6- 
fosfato, se designó como hexoquinasa (EC 2.7.1.1).

Posteriormente, al resolverse el sistema de dos componen 
tes en uno de cuatro, se encontró que tres de las isoenzimas 
compartían las propiedades de las hexoquinasas y se las de­
nominó hexoquinasas A, B y C según su movilidad cromatográ- 
fica decreciente en DEAE-celulosa (González et al., 1964) o 
hexoquinasas I, II y III, respectivamente, de acuerdo con 
su movilidad anódica creciente en electroforesis (Katzen 
et al., 1965). A la glucoquinasa también se la llama, según 
estos criterios, hexoquinasa D (González et al ., 1964) o 
hexoquinasa IV (Katzen et al ., 1965). Al analizar las ve­
locidades relativas de fosforilación de fructosa y de gluco 
sa en las enzimas purificadas se encontró que mientras las 
hexoquinasas fosforilan 1,1 a 1,3 veces mejor la fructosa, 
la razón de fosforilación de fructosa y glucosa con gluco­
quinasa, es 0,2 (Tabla 4 en revisión de Niemeyer et al.,
19 75b) . Es decir, se confirmó para cada una de las hexoqui^ 
nasas parcialmente purificadas lo que el grupo de Sois había 
obtenido para la mezcla de isoenzimas.

Si bien históricamente esta capacidad relativa de fosfo­
rilación de fructosa pudo ser un buen argumento para la de­
nominación de la glucoquinasa, en estos momentos no lo es 
más. En efecto, si bien la Rm para fructosa de la glucoqu^i 
nasa es aproximadamente cien veces superior a la
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correspondiente para glucosa, la velocidad máxima es más del 
doble ( página 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 máxima 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 hígado de rata. Hay que considerar, sin embargo, 
que dadas las concentraciones de fructosa que se podrían al 
canzar dentro de la célula, la glucoquinasa in vivo no fosfo 
rilaría fructosa. Quizás lo podrían hacer las hexoquinasas, 
aunque es poco probable pues el metabolismo de la fructosa 
en el hígado ocurre mediante la fosforilación en el carbono 
1 por acción de la fructoquinasa (Hers, 1955).

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

Trabajos muy recientes señalan con buenos argumentos que 
la glucoquinasa es una enzima exclusiva del hígado, pues 
la actividad fosforilante de glucosa de baja afinidad, comu 
nicada por diversos autores en varios tejidos, parece co­
rresponder a la N-acetilglucosamina-quinasa y no a la
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glucoquinasa (Vera et al., 1977; Davagnino y Ureta, 1978; 
Davagnino, 1979; Davagnino y Ureta, 1980; Alien et al., 1980; 
Vera, 1981).

Como el hígado es un tejido formado por varias clases de 
células, ha sido un problema saber la distribución celular 
de las isoenzimas fosforilantes de glucosa. Hay consenso 
en que la glucoquinasa se encuentra en los hepatocitos o cé­
lulas parenquimatosas pero existían dudas sobre la presen­
cia en ellos de las hexoquinasas. Se ha postulado que éstas 
existirían solo en las células sinusoidales o no parenquima­
tosas (Revisión y referencias en Hue, 1979), entre las que 
predominan las células de Küpfer y las células endoteliales. 
Sin embargo, trabajos en curso en este laboratorio muestran 
con claridad que si bien la glucoquinasa se encuentra sólo 
en los hepatocitos, las tres hexoquinasas se encuentran tan­
to en los hepatocitos como en las células sinusoidales (Re­
yes y Cárdenas, 1980; Reyes et al., 1980.

En el hígado, la glucoquinasa da cuenta de un 85% de la 
actividad total fosforilante de glucosa (González et al., 
1964) y parece jugar un papel clave en la utilización 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 (revisión en 
Niemeyer y Ureta, 1972; Niemeyer et al ., 1975b y Weinhouse, 
1976). Este control grueso de la fosforilación de la glu­
cosa corresponde a cambios en la masa de enzima
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(Clark-Turri et al., 1974).
Se podría esperar que existieran mecanismos adicionales 

que fueran más rápidos y permitieran el ajuste fino de la 
actividad enzimática a las condiciones fisiológicas de apor 
te variable de glucosa. Si bien no se ha comunicado que 
ocurra una modificación covalente de la glucoquinasa, ni 
que existan modificadores alostóricos que modulen la acti­
vidad catalítica, desde su descubrimiento se ha vinculado 
la baja afinidad de la glucoquinasa por glucosa al papel 
que le corresponde en el hígado. En efecto, la propiedad 
de la glucoquinasa de tener un alto valor de Km , dentro del 
rango fisiológico de la concentración de glucosa en la san­
gre de la vena porta, permitiría a la enzima ajustar auto­
máticamente su actividad catalítica en respuesta a los cam­
bios en la concentración de glucosa que llega al hepatocito. 
Aunque se había descrito una función de saturación hiperbó­
lica con glucosa para la glucoquinasa de rata (González 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 hiperbólica. 
Así, en el trabajo de González et al. (1967) se había encon­
trado un aplanamiento en la curva de saturación que fue in­
terpretado como inhibición por exceso de sustrato. Por otra 
parte, Parry y Walker (1967) describieron un quiebre en el 
gráfico de dobles recíprocos (curva bifásica) con la enzima
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obtenida en ciertas condiciones de purificación y que los 
autores interpretaron como la consecuencia de la formación 
de fragmentos de enzima durante la purificación, con propie 
dades catalíticas modificadas, pero sin significado fisioló 
gico.

Posteriormente, en este laboratorio se encontró que las glu 
coquinasas de hámster y de rata presentaban una caracterís­
tica cinética que había pasado inadvertida inicialmente, 
consistente en una función de saturación 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 podría contribuir a la regulación 
de la captación de glucosa en el hepatocito pues, como se 
comentó anteriormente, aumenta la sensibilidad de la res­
puesta de fosforilación de la glucosa frente a cambios en 
la concentración de este sustrato en torno al Kq .

La cooperatividad sería una característica distintiva 
de la glucoquinasa, pues las hexoquinasas de baja Km de 
muchos vertebrados, presentan ya sea una cinética hiperbó­
lica normal (isoenzimas A y B) o inhibición por exceso de 
glucosa (isoenzima C) (revisión en Niemeyer et al., 1975b; 
Ureta et al., 1979).
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d) Propósitos y logros de esta tesis

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

Como fines específicos 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 ocurría también con los 
otros sustratos glucídicos, mañosa, fructosa y 2-desoxigluco 
sa, así como con el sustrato nucleotídico MgATP.
3) Establecer si la cooperatividad dependía del estado de pu 
rificación de la enzima.
4) Estudiar el efecto de las variaciones en la composición del 
medio de ensayo, tales como pH y fuerza iónica, sobre la coo­
peratividad .
5) Intentar suprimir la cooperatividad (desensibilizar la en­
zima) mediante tratamientos que alteran la conformación de pro 
teínas.
6) Estudiar el efecto sobre la cooperatividad de inhibidores 
competitivos análogos de la glucosa, así 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.

El cumplimiento del propósito general de dar una explica 
ción molecular de la cooperatividad cinética fue difícil, 
porque la glucoquinasa resultó ser una enzima monomérica, 
que mantenía su condición de tal en las condiciones de en­
sayo, dado lo cual no era posible adaptar los modelos clási 
eos, como se analizará en detalle en la Discusión • Por es 
to, también los resultados obtenidos fueron de difícil in­
terpretación, por cuanto no se ajustan a los hallazgos co­
múnmente 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 algún detalle en la Discusión.

Se encontró que la cooperatividad con glucosa era una 
característica común de las glucoquinasas de vertebrados 
(coeficiente de Hill 1,4 a 1,7). La cooperatividad ocurría 
también al usar mañosa como sustrato (coeficiente de Hill 
1,5), en cambio no se observaba cooperatividad al usar 
2-desoxiglucosa o fructosa. La función de saturación con 
MgATP como sustrato variable era hiperbólica.

La cooperatividad persistía después de someter a la en­
zima a diversas etapas de purificación y no dependía de la 
concentración de proteínas presentes. Tampoco se alteraba 
al variar la composición del medio de ensayo en cuanto a pH,
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fuerza iónica o presencia de agentes reductores de grupos 
tioles, que modificaban los otros parámetros cinéticos,
K„ y V . Diversos tratamientos (fotooxidación, calen- 
tamiento y acción de agentes desnaturalizadores) no logra­
ron suprimir la cooperatividad, pero disminuyeron la vmax 
y aumentaron el . Parecería que la glucoquinasa en la
medida que retiene la actividad catalítica, retiene la carac 
terística de presentar una función de saturación sigmoidea 
con glucosa.

Se logró determinar que el grado de cooperatividad depen 
día de la concentración del sustrato nucleotídico, de modo 
que la función se hacía hiperbólica a una concentración de 
MgATP alrededor de 5 veces menor que la K . Por otra 
parte, la presencia de los sutratos alternativos (mañosa, 
fructosa y 2-desoxiglucosa) y del análogo N-acetilglucosa- 
mina, que actúan como inhibidores competitivos respecto a 
glucosa, produce conjuntamente con un aumento del KQ una 
disminución en la cooperatividad, alcanzándose un coeficien 
te de Hill de 1,0 a concentraciones suficientemente altas 
del inhibidor. La presencia de ADP, pero no la de glucosa- 
-6-fosfato, ambos productos de la reacción, 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 Discusión se pro­
ponen dos modelos basados en la existencia de un cambio con 
formacional inducido por glucosa y que contemplan la unión 
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 disódica), ATP (sal só­
dica), ADP (sal sódica), NADP, NAD, fosfoenolpiruvato (sal 
potásica y mo noc i el ohexil amónica) , a~D ( + )-glucosa, 8-D(-)- 
fructosa, D(+)-mañosa, 2-desoxi-D(+)-glucosa, glucosa-6- 
fosfato, D ( + )-glucosamina, N-acet il-D-glucosamina (GlcNAc), 
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) tipo VII 
de levadura de panadería -en ocasiones también se usó de 
Boehringer-,alcohol-deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) de leva­
dura, piruvato-quinasa (EC 2.7.1.40) tipo II de músculo 
de conejo, lactato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) tipo II 
de músculo de conejo, fosfoglucosa-isomerasa (EC 5.3.1.9) 
tipo III de levadura, fosfomanosa-isomerasa (EC 5.3.1.8) 
de levadura, Trizma base, Mes, Pipes, Tritón 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 provenía 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 (üppsala, Suecia). La

17
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Sepharose -N-(6-aminohexanoil)-2-amino-2-desoxi-D-glucopirano - 
sa (sefarosa-glucosamina) se preparó por acoplamiento de 
glucosamina con CH-Sepharose 4B por medio de EDC, en las 
condiciones recomendadas por Pharmacia Fine Chemicals. La 
mioglobina y la ovoalbúmina eran de Schwarz-Mann (Orange-

burg, EL ÜU) , y la [1 ‘‘c] -DL-leucina y el agua tritiada (T20) 
de New England Nuclear (Boston, EE UU). El sulfato de amo­
nio, de pureza para uso enzimológico, se obtuvo de Mann 
Research Laboratories (New York, EE UU) . Otros reactivos 
eran de calidad analítica, 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 Bioquímica, Facultad de Medicina Norte; del Departa­
mento de Biología, Facultad de Ciencias y del Instituto de
Nutrición y Tecnología de los alimentos. Desde 48 
horas antes del sacrificio se daba a las ratas una dieta 
enriquecida en hidratos de carbono, adicionando sacarosa 
al agua de bebida (12 g/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 trabajó. 
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 jóvenes) bien alimentados se mataban 
por decapitación y después de dejarlos desangrar exhaustiva­
mente se retiraban los hígados (200 g) y se mantenían en hie­
lo. Se preparaba luego un homogeneizado al 50% en un homoge 
neizador Potter-Elvehjem después de una rápida desintegración 
en una juguera.

Método 1

En este procedimiento, que fue el inicial, la solución 
amortiguadora usada en la homogeneización contenía (concentra 
ciones finales): Tris-HCl 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; 
glucosa 100 mM. El homogeneizado se centrifugaba 60 min a
30.000 rpm (78.400 g) en la ultracentrífuga Spinco modelo L.
El líquido sobrenadante (Si) se filtraba por lana de vidrio 
para retener los lípidos concentrados en la superficie. A 
partir del Slf la glucoquinasa se purificaba siguiendo bási­
camente el procedimiento descrito en este laboratorio (Babul 
y Niemeyer, 1966; González et al., 1967), modificado por la 
introducción de una etapa de filtración en gel después de la 
cromatografía de intercambio iónico. Brevemente, el
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procedimiento consistía en:
a) Tratamiento del Si con carboximetil-Sephadex. El Si se 
trataba en la proporción de 2:1 (v/v) con CM-Sephadex equili^ 
brada con amortiguador A (Tris-HCl 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; 
DTT 1 mM). Después de 10 a 15 min se filtraba en un embudo 
Büchner con bomba de agua.
b) Cromatografía en DEAE-celulosa (Schleicher y Schuell). El 
material no retenido en CM-Sephadex se sometía a una cromato 
grafía en columna de DEAE-celulosa (habitualmente de 3,8 x 39 
cm) equilibrada con amortiguador A. Después de lavar con KCl 
180 mM preparado en amortiguador A se eluía la glucoquinasa 
con KCl en un gradiente lineal de concentración de 180 a 500 
mM en medio A (600 mi por lado). Se recogían fracciones de 
11 mi.
c) Precipitación con sulfato de amonio al 80%. Las fraccio­
nes correspondientes a glucoquinasa se juntaban, se añadía 
glucosa hasta 100 mM final y luego se agregaba sulfato de 
amonio sólido hasta alcanzar una concentración correspondien 
te a un 80% de saturación a 0 o. El pH se mantenía en 7,0 con 
hidróxido de amonio. Se dejaba en equilibrio hasta el día s_i 
guíente, se centrifugaba y se descartaba el sobrenadante.
d) Filtración en Sephadex G-100. El precipitado se disolvía 
en un mínimo de KCl 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 concentración 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 recogían fracciones de 1,8 mi. En ocasiones, el 
precipitado de sulfato de amonio se dializaba antes de la fil 
cración, contra medio B con KC1 300 mM y sacarosa al 50%.
-} Cromatografía 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 saturación en presencia de glucosa 100 mM. El 
precipitado se disolvía en el medio de equilibrio recién des­
crito y se cromatografiaba. La elución se hacía con fosfato 
de potasio (preparado en EDTA 1 mM y DTT 1 mM) en u n 'gradien 
te lineal de concentración de 5 a 150 mM, con el pH ascenden 
te desde 6,8 a 7,6.

La Tabla III, comentada en Resultados (Ib) ilustra en for 
na resumida el procedimiento de purificación seguido en el 
método 1 (pág. 64 ).

Algunas veces la glucoquinasa se guardaba a 4o (en refri­
gerador) por varios días o semanas en la forma de un precipi^ 
tado de sulfato de amonio (80% de saturación) 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 pequeña 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 
ña columna de DEAE-celulosa, eluyendo la enzima con KC1 500 mM.

Método 2

Corresponde al descrito por Cárdenas et al. (1978), que 
deriva del anterior e introduce nuevas modificaciones a las 
de Maccioni y Babul (1976) y de León et al. (1977). En este 
procedimiento, la solución homogeneizadora consistía en 
KC1 120 mM y glucosa 50 mM preparados en amortiguador B. El 
Si se obtenía igual que en el Método 1 y a  partir de él se 
purificaba la glucoquinasa a través de los siguientes pasos:
a) Cromatografía en DEAE-celulosa (Schleicher y Schuell). El 
Si 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 
solución, la enzima se eluía con KC1 en un gradiente lineal 
de concentración 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 saturación, en presencia de glucosa 50 mM, neutral_i 
zando con hidróxido de amonio. Se dejaba equilibrar alrede 
dor de 2 horas. Luego de centrifugar se llevaba el sobre­
nadante al 80% de saturación y se dejaba a 0 o hasta el día 
siguiente.
c) Filtración 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 procedía como en el
método 1 .

d) Cromatografía de afinidad. Se usaba una columna de CH- 
Sepharose unida a glucosamina (sefarosa-glucosamina). Pa­
ra realizar la cromatografía, la enzima obtenida de la eta 
pa anterior se diluía con amortiguador B de modo de tener 
una concentración final de KC1 de 50 mM, condición en la 
cual la glucoquinasa era retenida. La elución de la enzi­
ma se llevaba a cabo con glucosa 1 M preparada en la misma 
solución. La concentración de la enzima y la eliminación 
de la glucosa se realizaba por adsorción en una pequeña co 
lumna de DE-52 celulosa (Whatman) y posterior elución con 
amortiguador B que contenía KC1 500 mM.
e) En algunos casos se realizaba una etapa adicional de 
cromatografía en una columna de DEAE-Sephadex.

La tabla I ilustra en forma resumida una preparación de 
glucoquinasa con este método.
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TABLA I

TíuitKacZón fiziumtda. dz ¿a. puK-í^tzaztón dz ¿a  gtuzoqu-Lnaia poK
z t  método 1

Etapa Volumen
(mi)

Actividad 
total3 
(unidades)

Actividad 
específica* 

(U/mg protéínas

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
Concentración DE-52 4 41 30

aLa actividad enzimática se determinó a pH 7,5 mediante el 
ensayo la como se describe en Materiales y Métodos

^La concentración de proteínas se estimó por el método de 
Warburg y Christian (Dawsonet al 1 972), midiendo la ab- 
sorbancia a 260 y 280 ni.

Q La enzima proveniente de DEAE-celulosa se sometía a un fra£ 
cionamiento con sulfato de amonio (45 al 80%) antes de fil­
trar por Sephadex
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4. CONTROL DE ENZIMAS CONTAMINANTES

La enzima obtenida por ambos métodos no era homogénea.
Por esta razón, se realizaban ensayos para pesquisar posi­
bles enzimas contaminantes que pudieran interferir en los 
experimentos. Se encontró 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 salía contaminada con 
N-acetilglucosamina-quinasa (Fig. 1), la cual se eliminaba 
con el corte de sulfato de amonio y con la cromatografía de 
afinidad. La contaminación con N-acetilglucosamina-quinasa 
es importante de considerar porque esta enzima presenta ac­
tividad fosforilante de glucosa y es más 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, aún después de una recromatografía en 
este medio (Fig. 2) y se detecta todavía en las preparaciones 
de elevada actividad específica. Corresponde a una de las 
bandas de proteínas contaminantes observadas al hacer electro 
foresis en geles de poliacrilamida después de Sefarosa (Toro 
y Espinosa, comunicación personal). No pareció demasiado im­
portante remover la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, ya que
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FZguaa 1. Caomatogaa^Za en VEAE-ciZuZoAa d<¿ Za gZucoquZnaAa 
y di Zci N - aatZZgZucoA amZna- quZnaAa. El proveniente de 
157 g de hígado (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 concentración de KC1 
(□) se determino midiendo la conductividad del eluído. La 
actividad fosforilante de glucosa se determino a pH 7,5 con 
glucosa 0,5 (©) y 100 mM (O), mediante el ensayo l a . 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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F-igaAa 2. Leyenda en la página siguiente
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Eigufia 2. Coelución de la glucoqulnaA a y de la. glucoAa-6- 
Íoa {¡ato-deAhlduogenaAa en VEÁE-ce.lu.loAa. Un hígado (9,5g ) de 
rata se homogeneizó al 50% con una solución amortiguadora a 
pH 7,0 que contenía: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, 8-mercaptoe- 
tanol 2,5 mM, en un homogeneizador Potter-Elvejem con vasta­
go de tef16n. Se centrifugo por 60 min a 100.000 g. El so­
brenadante se filtro por lana de vidrio y se cromatografió en 
una columna de DEAE-celulosa DE-52 (1,3 x 14 cm) equilibrada 
en la misma solución amortiguadora de homogeneizacion. Se la_ 
v6 con 42 mi de esta solución y luego se eluyo con KC1 en un 
gradiente lineal de concentración 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 dilución, 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 concentración 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 (O) se 
determinó a pH 8,0 mediante el ensayo la. La actividad glu- 
cosa-6-fosfato-deshidrogenasa (©) se determinó midiendo a 
pH 8,0 el NADPH2 formado, en un medio que contenía Tris-HCl, 
EDTA, M g C ^  , KC1, DTT y NADP a las mismas concentraciones 
que el ensayo la y glucosa-6-P 1 mM. La concentración de KCL 
se estimó midiendo la conductividad del eluido (□).
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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 actúa con 
NAD (Anstall y Trujillo, 1967) por lo que tampoco interferiría 
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 
o HC1. La solución de ATP se ajustaba a pH 7,0 y se guarda­
ba congelada. El ADP contaminante del ATP se determinaba por 
acoplamiento de la conversión del ADP en ATP a la oxidación 
del NADH2 , usando piruvato-quinasa y deshidrogenasa-láctica 
en presencia de concentración saturante de PEP (ensayo 2) .
El ATP usado contenía no más de un 2 a 3% de ADP. La posi­
ble contaminación de la fructosa o de la mañosa con glucosa 
se analizaba mediante el acoplamiento de la conversión de glu. 
cosa en glucosa-6-fosfato a la reducción de NADP, usando glu 
coquinasa (o hexoquinasa) y glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa 
(ensayo la). No se encontró glucosa contaminante.
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6. ENSAYO DE LA GLUCOQUINASA

La actividad fosforilante de glucosa se determinaba es- 
pectrofotométricamente, midiendo la producción de glucosa-6-P 
(ensayo la) o de ADP (ensayo 2). En el ensayo de la activi­
dad fosforilante de los sutratos alternativos se medían los 
esteres fosfóricos, mediante el ensayo ib en el caso de fruc 
tosa y el ensayo le en el de mañosa, o el ADP formado (ensa­
yo 2) . Este último método era el único aplicable a la 
2-desoxiglucosa.

Una unidad (U) de glucoquinasa se definió como la canti­
dad de enzima que cataliza la fosforilación de 1 pmol de sus 
trato en 1 min a 30° en las condiciones de ensayo. Para la 
definición no se hizo diferencia entre determinaciones efec­
tuadas a pH 7,5 o pH 8,0 por ser de magnitud muy pequeña. Se 
ha preferido seguir usando la unidad tradicional en enzimolo 
gía en vez de la unidad internacional estándar "katal", debi_ 
do a que esta última es una cantidad de actividad catalíti­
ca demasiado grande en relación con lo que realmente se mide. 
Un katal es la cantidad de enzima suficiente para catalizar 
la transformación de 1 mol de sustrato en producto en 1 s ba 
jo condiciones estándar. Probablemente el uso aconsejará el 
empleo de submúltiplos, tal vez nkat. Una unidad habitual 
de enzima (pmol/min) correspondería a 16,7 nkat. A su vez 
1 nkat correspondería 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 reacción. En esta opera 
ción se usaba un preincubador de bronce diseñado por nosotros, 
a través del cual circulaba agua a 30° proveniente del baño 
termorregulado, y en el que se colocaba el carro con cubetas 
(Fig. 3) .

Una vez iniciada la reacción, generalmente con el sustrato 
glucídico, se detectaban los cambios de absorbancia a 340 nm 
^reducción de NADP en el ensayo 1 y oxidación de NADH2 en el 
ensayo 2) mediante un espectrofotómetro Gilford modelo 2400.
El coeficiente de extinción molar de NADH2 y de NADPH2 a 
340 nm es 6220 M 1 cm 1 . El cambio de absorbancia se regis­
traba por varios minutos con el objeto de tener seguridad 
de que se estaba trabajando con la porción 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 lápiz. Para obtener una mayor pre­
cisión 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 relación con las concentraciones iniciales usadas. En
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EZguAa 3. Esquema d.Z¿ pSie.¿ncubadosi. Las dimensiones están 
indicadas en milímetros, a) ELgura completa; b) y c) cortes 
verticales, visión lateral; d) corte vertical, visión fron­
tal; e) corte transversal, visión superior.
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ocasiones, al final de este trabajo, los datos de velocidad 
inicial se obtenían directamente mediante un microcomputador 
Altair 8800b, acoplado al espectrofotómetro. Mediante un 
programa con el método de regresión lineal se estimaba el 
valor de la pendiente con su error estándar.

Con el objeto de poder detectar una posible inactivación 
ie la enzima en el tiempo de desarrollo de un experimento en 
el cual se variaba la concentración de sustrato en una cierta 
secuencia progresiva, los duplicados se obtenían por repeti­
ción de la secuencia. Solo muy excepcionalmente se detectó 
ral inestabilidad de la enzima, en cuyo caso se descartó la 
preparación.

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

La producción del glucosa-6-fosfato se detectaba mediante 
un ensayo acoplado basado en el de Slein et al. (1950), con 
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa como enzima acoplante y un 
exceso de NADP. El NADPH2 producido en la reacción acoplada 
presenta un pico de absorción a 340 nm, que no posee el com­
puesto inicial oxidado.

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

-ii) Glucosa-6-P + HAVP— ► 6-P-glaaonato + HAVPH2

La mezcla de reacción, a menos que se indique otra cosa, 
corresponde a la descrita en Cárdenas et al. (1978) y con 
tenía (concentraciones finales), en un volumen de 0,5 mi: 
Tris-HCl 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 alícuota de 0,05 a 0,1 mi de glucoquinasa. Como nor­
ma habitual, los componentes del medio,incluidos desde 
Tris-HCl 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 composición del
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medio que se hicieron con determinados propósitos experimen 
rales se indican en Resultados. De rutina se hacían blancos 
sin glucosa, los cuales normalmente daban una lectura de 
cero, y otros sin ATP, a distintas concentraciones de gluco 
sa. Estos últimos 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 dependían 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 hexoquinásica de la preparación 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 
raminación no despreciable de hexoquinasa, por lo cual fue 
rechazada.

Insayo Ib.

La producción de fructosa-6-fosfato se seguía a través 
ie la reducción de NADP en presencia de glucosa-6-fosfato- 
reshidrogenasa y de fosfoglucosa-isomerasa como enzimas acó 
plantes (Slein et ai., 1950).
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t) P amato A a + MgATp — *- F auctoAa-6-P + MgAVP 

íl) FauatoAa-6-P — ► GlaaoAa-6-P

¿ U )  Glucosa-6-P + NAVP — ► 6-P-glaaonato + NAVPH¿

La mezcla de reacción era semejante a la del ensayo la, 
con la diferencia que contenía 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 hacía 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 1c.

La producción de manosa-6-fosfato se determinaba a tra­
vés de la reducción de NADP en presencia de glucosa-6-fosfa- 
to-deshidrogenasa, fosfoglucosa-isomerasa y fosfomanosa-iso 
cerasa como enzimas acoplantes (Slein et al., 1950).
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La mezcla de reacción era semejante a la del ensayo la, 
;;ero contenía 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 
-- mañosa. Se hacían 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.rsa yo 2 .

La producción de ADP se seguía a través de la oxidación 
ie NADH2 , en presencia de piruvato-quinasa y de deshidroge­
nase láctica como enzimas acoplantes y de un exceso de fos- 
foenolpiruvato (Kornberg y Pricer, 1951).

¿ i  GZucoAa + MgATP  — *■ GZucoacl-6-P + MgAVP
2+ +

L i ) MgAVP + P-enoZp-ÍAuyato  — ----1—— MgATP + P¿/iu.va.to

-ÍÁ] P ¿ A u v a t o  + hlAVH 2 — ► Lac.ta.to + U A V

La mezcla de reacción, a menos que se indique otra cosa, 
contenía (concentraciones finales), en un volumen final total
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de 0,5 mi: Tris-HCl 80 mM, pH 7,5 u 8,0;KC1100 mM; MgCl2 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 láctica; ATP 5 mM; 0,05 a 0,1 mi de glucoquinasa 
'J en cada figura) y concentraciones variables de glucosa, fruc 
tosa, mañosa o 2-desoxiglucosa, según el caso. El ADP contami­
nante no interfería en el ensayo, ya que durante la preincuba­
ción del sistema, previo a la partida de la reacción con el 
azúcar o con glucoquinasa, era transformado en ATP. De ruti 
na se hacían blancos separados sin ATP, sin glucoquinasa y 
sin glucosa. Los controles sin ATP eran siempre cero; los 
blancos sin glucoquinasa, correspondientes a posibles acti­
vidades hexoquinásicas e hidrolizantes de ATP presentes en 
las enzimas auxiliares, eran generalmente cero. Cuando oca­
sionalmente estas actividades contaminantes no fueron des­
preciables, se descartó la enzima auxiliar contaminada. Los 
blancos sin glucosa, correspondientes a posible actividad 
hidrolizante de ATP en las preparaciones de glucoquinasa, 
tenían un valor que dependía del grado de purificación de 
la enzima. En preparaciones provenientes de Sephadex o más 
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

AUXILIARES

Se trató de usar, en los diferentes ensayos de la gluco 
quinasa, la cantidad mínima de cada enzima auxiliar que per 
mitiera una adecuada estimación de la velocidad de la reac­
ción. La idea 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 comentó.

Al medir la velocidad de conversión de un sustrato A en 
su producto B en un ensayo con una o más enzimas auxiliares, 
es necesario considerar dos aspectos:
-i) 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 reacción sea de orden 1.
II) El tiempo requerido para que el sistema alcance el régi­
men estacionario. Este tiempo debe ser lo suficientemente 
pequeño como para que solo una muy pequeña fracción del sus­
trato se haya transformado en producto.

En la práctica se debe decidir qué fracción 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 más simple de solo una enzima auxiliar, como 
ocurre en el ensayo la, esquematizado a continuación:

fe j fe2
A ----► B --- ► C

G K  G 6 P V H

el número de unidades de enzima auxiliar (V2) se calculó a 
partir de la ecuación (i) (McClure, 1969):

- K  ln (1-F )
V2 = -------------- (i)

t*

donde Kfi corresponde a la aparente para B de la enzima 
auxiliar y Fg al coeficiente que señala la fracción de la 
concentración de B en el régimen estacionario que se desea 
alcanzar en un tiempo prefijado t*.

En la derivación de esta ecuación se requiere hacer dos 
presunciones:
¿) La primera reacción, es decir, la que interesa medir, se 
comporta como una reacción irreversible y de orden cero. La 
irreversibilidad tiene validez porque el producto se retira 
continuamente. Para que se cumpla que la constante de velo­
cidad sea de orden cero se requiere que solo una pequeña frac 
ción de A se transforme en B.
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Dado el alto valor de KQ para glucosa y las velocida­
des de reacción que se miden, aún a concentraciones muy ba­
jas de este sustrato, menores de 0,1 veces KQ 5 , la frac­
ción de glucosa que se transformaba en el período previo a 
alcanzar el régimen estacionario era muy pequeña, menor que 
0,05 a 0,1%. Más aún, el porcentaje total de glucosa trans 
formada en el tiempo total de ensayo era menor que 1% en 
esas condiciones, lo que permitía que se cumpliera la condi 
ción implícita en el uso de un sistema acoplado, cual es que 
la constante de velocidad de la reacción problema se compor 
te como constante de orden cero en el tiempo de ensayo. Es_ 
tas consideraciones son igualmente válidas para los otros sus 
tratos glucídicos (mañosa, 2-desoxiglucosa y fructosa).
¿i) La segunda reacción es irreversible y de primer orden con 
respecto a B. La irreversibilidad se cumple si el equilibrio 
de la reacción está muy desplazado hacia la derecha o si solo 
se detecta una pequeña fracción de la reacción (se está muy 
lejos del equilibrio). La presunción de orden 1 requiere que 
la concentración de B sea mucho menor que y que cualquier 
otro sustrato de la reacción esté en concentración saturante.

Si se cumplen ambas presunciones, la transformación de B 
en C está determinada por la expresión:
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donde V2/Kg corresponde a la constante de velocidad de pri 
mer orden (fe2) y B es la concentración del producto B.(Provie 
ne de la ecuación de Michaelis cuando B <]!„) .D

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

donde fei es la constante de velocidad de orden cero de la pri 
mera reacción y fe2 la constante de velocidad de primer otden 
de la segunda.

Para determinar la concentración de B en cualquier tiempo 
t (B^) se integra la expresión diferencial.

sea u = fe i — fe2 B̂ _

Poniendo límites entre 0 y t
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A tiempo cero vale cero, luego

ln(fci-fc2Bt) - ln ki - -fe2t 

y aplicando la función exponencial

Por reordenamiento algebraico se llega finalmente a la 
expresión (2)

( 2 )

que en régimen estacionario (ss) se reduce a:

A fin de determinar el tiempo requerido para alcanzar
una cierta fracción de B se reordena la ecuación (2 ):s s

y aplicando logaritmo se llega a:
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-ln (1--—  B)

t = ------ -Ai____
fe2

En un tiempo t* se alcanzará una concentración de B igual
a F r-1 , donde F = B/B . Reemplazando en (3) se tiene B B ss r

ln(1 - F )
t* = - -------- —  (3)

k-2

V 2Como fe2 = —77-- , se llega a la ecuación (1 ) .
aB

En la tabla II 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 variación de Fg
en función del tiempo al usar una concentración fija de la
enzima auxiliar. En estos cálculos se consideró una K pa-m
ra glucosa-6-P de 0,15 mM(valor obtenido experimentalmente a pH 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 propósito de tener con mucha seguridad 
0,96 a 0,99 veces la concentración de glucosa-6-P en el ré­
gimen estacionario en 1 a 1,5 min. Las concentraciones de 
la enzima auxiliar concuerdan con las recomendadas por Storer 
y Cornish-Bowden (1974), quienes hacen un tratamiento más 
general para sus estimaciones, el cual acepta desviaciones 
de la cinética de primer orden en las reacciones auxiliares.
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TABLA II

Cantidad necebanÁja de gluco¿a-6-^o-i^ato~deóhldaogenaAa (V2) a¿ ada como 
enzima auxlticvi en el enrayo de ¿a glacoqulnaÁaa

t*
(min)

v2
( U/ml)

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 cálculo, de V2 se hizo aplicando la ecuación (2) y usando un valor 
ie Kg de 0,15 nM .

es el coeficiente que señala la fracción de la concentración 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 continuación:

A - -1 » b -.lz¿ , r , , n  ̂ E
G K PMI PGI G 6 P V H

Se deben cumplir también las presunciones de que la pri­
mera reacción sea irreversible y de orden cero, y que, lasreac 
ciones auxiliares sean irreversibles y de orden uno. En esas 
condiciones se tendrá que la variación en la concentración 
de A, B, C, D y E estará dada por las siguientes expresiones

-dA II < >

ka + A 1

dB
dt = kl ~. V] B 

Kb " fei - M

dC
dt

- V ?B 
k b

_ Vc,C
Kc

= kzB - fe3C

dD
dt = v^c_

KC
_ VUD

k d
= fe3c -

dE
dt

= V^D 
K = fe4D

En el régimen estacionario se tendrá que:
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En este caso, no es simple tener una expresión que per­
mita calcular las concentraciones adecuadas de enzimas au­
xiliares para alcanzar una determinada fracción 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 fácilmente ex- 
tendible el análisis 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 condición:

fe> < < L  < L
kb K

El análisis para dos reacciones permite, sin embargo, te­
ner una estimación del tiempo requerido para alcanzar una de­
terminada fracción de la velocidad problema (vi) en presen­
cia de determinada concentración de enzimas auxiliares. En 
efecto, se puede calcular primeramente el tiempo(t*) requerido 
para que v2 (k2 B) alcance una fracción de Vj, por ejemplo 
0,98vi. Este cálculo es lícito porque la tercera reacción no 
afecta v2. En seguida, se puede considerar v2 como constante 
y estimar el tiempo (t*) requerido para que v 3 (k3 C) alcance
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un valor de o ,98i/2.Esto lleva por supuesto, a una sobrees­
timación del tiempo total requerido (t*), pues u 3 empieza a 
incrementar antes que alcance el valor de 0,98^.

Este tipo de análisis nos permite, sin embargo, estable­
cer límites superiores e inferiores, pues el tiempo total t*
será mayor que cada uno de los tiempos (t* . t*), pero menor1 2
que la suma de ellos (t* + t*). Siguiendo un razonamiento
similar se puede calcular t* y t*. En este caso, los límites3 4
¿e t* serían:

t*, t*, t*, t* < t* < (t* + t* + t* + 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 saturación 
se evaluó mediante el coeficiente de Hill (nR) , utilizando la 
expresión exponencial (4) o la expresión logarítmica de la e- 
ruación de Hill (5):

V • Sn

v

log -----  — nHlog S log K (5)
V - v

Por razones prácticas en los gráficos y en las fórmulas 
que el coeficiente de Hill se utiliza como exponente, se 

-sa simplemente el símbolo n en lugar de nH .
El coeficiente de Hill es un parámetro que, en una enzima 

rligomérica, expresa a la vez el número de sitios de unión de 
—' ligando y la cooperatividad existente entre esos sitios.
-í valor del coeficiente de Hill tiende a ser igual al número 
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 unión de ligandos.
En una enzima monomérica con un sitio único de unión de ligan- 

el coeficiente de Hill rio tiene un significado físico, 
pino que es solo un parámetro cinético que permite ajustarlos 
ratos a una función sigmoidea.
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El parámetro KQ es la concentración de sustrato a la cual 
se tiene la mitad de la velocidad máxima. Es igual a la 
raíz nH de K.

El valor de la velocidad máxima aparente (Vmax o V) , para 
n a  concentración determinada de MgATP, se estimaba directa­
mente del gráfico de la velocidad en función de la concentra­
rían de sustrato, o bien mediante un programa de mínimos cua­
drados , ejecutado en un microcomputador Altair, que ajustaba 
-erectamente los datos a la ecuación exponencial por un méto­
do iterativo. Los valores de obtenidos por uno u otro mé
rodo diferían generalmente en menos de un 5 %’.

Los parámetros K q  ̂ y n^ se obtenían de la recta del grá­
fico de Hill, fuera esta trazada a ojo o calculada por el mé­
todo de los mínimos cuadrados; para hacer el gráfico se con­
sideraban valores de velocidad entre 0 , 1 V y 0 , 9  V. Los pará­
metros también se obtuvieron directamente con el programa de 
rrmputación ya mencionado.

Los valores de los tres parámetros cinéticos (V, Kq . 5 y n̂ )

retenidos con cualquiera de los procedimientos o una combina­
rían de ellos a fin de someterlos a prueba, no diferían en ge­
neral en más de un 5 %.

Inicialmente se intentó obtener los parámetros cinéticos 
mediante el uso iterativo de las funciones de Hill (4) y de 
Imewaver-Burk de acuerdo con las ideas de Wieker et al. (1970) .  

le la función de dobles recíprocos, aunque no era lineal, se 
rbtenía una estimación gruesa de Vmax , que luego se usaba en
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-a función de Hill para obtener un valor de n , que servía a 
su vez como exponente linearizador en un segundo cálculo de 

en la función de dobles recíprocos. Este nuevo valor de 
'■* , proporcionaba un valor de n más próximo al verdadero.
Así se continuaba hasta alcanzar valores aproximadamente cons­
tantes de V y de nTT. Estas estimaciones eran laboriosas y max H
al intentar realizarlas con programas de computación no se ob­
tuvieron resultados alentadores, pues no había buen ajuste de 
las funciones calculadas a los datos experimentales.
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9. FOTOOXIDACION

La glucoquinasa de rata fué sometida a fotooxidación, em­
pleando el azul de metileno como catalizador (Ray, 1967; 
Ahlfors y Mansour, 1969). Alícuotas de glucoquinasa de la 
etapa de purificación de hidroxilapatita se iluminaban en 
presencia de azul de metileno, a 0° y a  pH 7,0 durante tiem­
pos variables (0 - 25 min). 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 cónico sumergido en 
hielo fundente. Un ventilador contribuía a evitar el calen­
tamiento producido por la ampolleta. La solución de azul de 
metileno, en una concentración final de 2,57 yM, se utilizaba 
recién preparada. Como controles se hacían experimentos en 
tres condiciones: iluminación en ausencia de azul de metileno, 
oscuridad en presencia del oxidante y oscuridad sin azul de 
metileno. Para determinar el efecto de la fotooxidación so­
bre la actividad de la glucoquinasa, se trataban alícuotas 
ie 0,2 mi de la enzima (48 mU), y para conocer el efecto so­
bre la función de saturación con glucosa, se usaban alícuotas 
ie 1,0 mi (240 mU). Una vez finalizado el tiempo de fotooxi- 
¿ación proyectado, se determinaba la actividad en una alícuo­
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 fotooxidación en una alí­
cuota de 0,75 mi (55 mü) de glucoquinasa de hígado de rana 
chilena, proveniente de la etapa de DEAE-celulosa (método 1). 
El procedimiento fue ligeramente diferente al descrito. La 
enzima se colocó en un matraz de fondo redondo, el cual es­
taba en posición inclinada y se hacía girar con un agitador 
rotatorio sobre agua con hielo. Para iluminar se usó una lám­
para de tungsteno de 100 watts que se colocó a 8 cm por encima 
de la superficie del matraz, usándose también un ventilador 
para evitar el calentamiento. La fotooxidación se realizó 
por 10 min en presencia de azul de metileno 3,95 pM. Como 
control se usó una alícuota mantenida en hielo y en la oscuri­
dad, en presencia de azul de metileno a la misma concentración.
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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 cromatografía 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
lución semejante a la del ensayo la de actividad enzimática 
amortiguador C) se utilizaba para equilibrar y eluir las 

columnas y tenía la siguiente composición (concentraciones 
finales): Tris-HCl 80 mM, pH 7,5; KC1 100 mM; MgCl2 12 mM; 
GDTA 1 mM y DTT 2,5 mM. Los metabolitos añadidos en los di­
versos experimentos se indican en Resultados. Para colocar la 
vuestra, se detenía momentáneamente el flujo de la columna 
v se depositaban cuidadosamente 0,2 mi de muestra debajo del 
solvente, en la superficie del gel, antes de reiniciar el flu 
:o. 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 
:ada tubo, se introducía éste en hielo e inmediatamente se 
vedia la actividad glucoquinásica, con el objeto de evitarla 
acumulación de productos de la reacción cuando ambos sustratos 
estaban presentes durante la filtración. En su mayoría, las 
cromatografías 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 baño termorregulado. Otras cromatografías 
se hicieron a 4°en la pieza fría.

Para medir el volumen de exclusión de las columnas (V0) 
se utilizaba azul-dextrano 2000 y para el volumen total acce­
sible al solvente (vu) se empleaba [ ll+C ] - leucina o agua 
rritiada (T2O). Cuando se deseó estimar el peso molecular 
aparente, se usó alcohol-deshidrogenasa de levadura (Mr =' 
141.000), mioglobina (Mr = 17.800) y ovoalbúmina (Mr = 45.000) 
como proteínas marcadoras. El volumen de elución (Ve) para 
una o más de estas proteínas se determinaba en cada condición 
experimental. El volumen efluyente correspondiente a la con­
centración máxima del soluto se estimaba a partir del diagra­
ma de elución, extrapolando ambos lados del pico del soluto 
.'.asta su concurrencia. Para la estimación del peso molecular 
aparente de la glucoquinasa, se hizo un gráfico de los pesos 
moleculares de las proteínas marcadoras, en función de sus 
coeficientes de distribución (K, = (V - V )/(V. - V )). La 
ovoalbúmina, la mioglobina y el azul-dextrano se estimaban 
midiendo su absorbancia a 280, 415 y 630 nm, respectivamente. 
La concentración de estas proteínas se elegía de modo de tener 
una absorbancia de al menos 0,2 unidades en el máximo. La 
alcohol-deshidrogenasa se ensayaba en una mezcla de reacción 
que consistía en amortiguador A más etanol 220 mM y NAD 0,5mM. 
Las velocidades iniciales se medían por el aumento de absor­
bencia a 340 nm. La cantidad colocada en la columna daba
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en el máximo de actividad. Tanto la [ C ] -leucina como 
el agua tritiada se determinaban en una mezcla estándar de 
centelleo de 2 partes de tolueno y 1 parte de Tritón X-100, 
que contenía 4 g de PPO y 50 mg de POPOP por litro de tolue 
no. Se contaba una alícuota que en el máximo del pico tu­
viera alrededor de 2000 cpm.



C. RESULTADOS

5. FUNCION DE SATURACION DE LA GLUCOQUINASA CON SUSTRATOS 

GLU CID ICOS Y CON MgATP

=■) Cooperatividad cinética con glucosa

En contraste con estudios previos (Salas et al., 1965; 
Parry y Walker, 1966; 1967; González et al., 1967; Pilkis, 
1572; Grossman et al., 1974), investigaciones realizadas en 
este laboratorio indicaron que la curva de saturación de la 
glucoquinasa con glucosa es sigmoidea, con un coeficiente de 
5111 de 1,5 a 1,6 (Niemeyer, 1972; Cárdenas et al., 1974; 
Memeyer et al., 1975a; 1975b). Este hallazgo fue confírma­
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 típica función de saturación para glucosa de 
~a glucoquinasa de hígado de rata. La curva sigmoidea ob­
tenida se aparta claramente de la curva hiperbólica calcúla­
te con los mismos valores de velocidad máxima y de concentra 
tión de semisaturación. El valor de la pendiente del gráfi- 
re de Hill (gráfico inserto en la figura 4) es significativa 
rente mayor que la unidad. Esta desviación de la conducta 
trchaeliana clásica, se hace más evidente si se representan

57
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r-ig. 4. Función di -ba.tutiac.d6n pana gtucoba di ¿a gtucoqutna 
-t di nata. La enzima se preparo de ratas Sprague-Dawley,
■5 días antes del ensayo y se uso en la etapa de purificación 
i; DEAE-celulosa (método 1). La velocidad se determinó midien_ 
*: el glucosa-6-P formado (ensayo la). Los valores de n yn

fueron 1,6 y 6,6 respectivamente y se obtuvieron a partir
gráfico de Hill mostrado en el recuadro. La velocidad

xíxima considerada (3,08 mU) corresponde a la medición real a
Ifl- mM glucosa, una vez restados los blancos, y se indica por
la línea quebrada horizontal. La curva con línea quebrada co
-responde a la curva teórica para una enzima que presente cin£
■rea michaeliana normal (n = 1,0), y tenga los mismos valoresH
jara V y K„ r que la curva experimental. El área sombreada 
■-ístra aproximadamente el rango de variación de la concentra- 
p-'n de la glucosa en la sangre portal bajo diferentes condi- 
l.oaes de ingestión de hidratos de carbono (de Niemeyer et al., 
|§ 7 5a).
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los resultados a base de transformaciones lineales de la ecua 
ción de Michaelis. Esto se ilustra en la figura 5, donde los 
resultados de dos experimentos diferentes (I y II) se anali­
zaron mediante las funciones de Eadie-Hofstee (6), Hanes- 
Woolf (7) y Lineweaver-Burk (8).

En la figura 5a se ve que cuando se coloca en gráfico
el valor de la velocidad en función del cuociente entre la
velocidad y la concentración de glucosa (Eadie-Hofstee), se
obtiene una curva cóncava en vez de una recta con pendiente 
r.egativa. Al trabajar con la función de Hanes se observa que
-- valor de S/v pasa por un mínimo (Fig. 5b) y cuando se usa la
■Transformación de Lineweaver-Burk se obtiene una curva cónca
va hacia arriba (Fig. 5c). Si para hacer los gráficos se
-tiliza el valor de la concentración de glucosa elevado al
exponente nH , obtenido del gráfico de Hill, se tienen líneas

zad-tí-Ho ( 6 )

-'ant¿-Wootá (7)

L¿ nzwzcLv un. k
(8 )
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Leyenda en la página siguienteF i g u r a  5
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-¿gu/ia. 5. Gti¿L¿lco& de Ea.d¿e-Hofatee(a), Ha.neA~WooZ¿ (b) y LZneweavesi- 
BuAk (c.) de Za ¿unción de i>aJjuAaci6n de gZucoqulncua con gZucoAa. La 
glucoquinasa provenía de la etapa de Sephadex (método 2, act. esp.
-.8 U/mg de proteína). En el experimento I (izquierda) se utilizo el 
ensayo la a pH 8,0 con concentraciones de glucosa de 0,4 a 100 mM. Los 
parámetros cinéticos fueron: V = 8,8 mU; n̂. = 1,49; KQ  ̂= 5,2. En el
experimento II (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 parámetros cinéticos fueron: V = 19 mU; 
T-á = 1,56; KQ 5 = 6,7 mM.

En los. gráficos de los recuadros el valor de la concentración de 
glucosa está elevado al exponente n̂ . 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 gráfico principal.
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rectas, como se ilustra en los recuadros de la figura 5 para 
-as tres funciones. Puede apreciarse que existe un buen 
ajuste de los puntos. El coeficiente de correlación fue ma- 
;or que 0,99.

El efecto cooperativo de la glucosa, no depende del mé­
todo usado para determinar la actividad enzimática. 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 pequeña dife­
rencia en el  ̂ puede atribuirse a la diferencia en los 
?H utilizados (ver más adelante: R-2). Además, cuando se em 
pieó otro ensayo, sin enzimas acoplantes,en que se determina

riucosa (Radojkovic et a l . , 1978), se obtuvo una función de 
saturación sigmoidea con un nfl de 1,8 y un KQ 5 de 8,5 mM 
.-ara una glucoquinasa obtenida de la etapa de DEAE-celulosa 
hiemeyer et a l . , 1975b).

En extractos de hepatocitos aislados la curva de satura 
rión de glucosa también es sigmoidea con un nR de 1,5 y un 
I- 5 de 9 mM (Bontemps et al., 1978), similares a los obser­
vados con glucoquinasa purificada (Niemeyer et a l . , 1975b; 
Itorer y Cornish-Bowden, 1976). Es importante destacar que 
-3 fosforilación de glucosa in situ en hepatocitos aislados 
as también sigmoidea, con un coeficiente de Hill de 1,8 y
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una concentración de semisaturación de 20 mM glucosa (Bontemps 
et al., 1978). En estos últimos experimentos, la formación 
de glucosa-6-P en la célula intacta se estimó mediante un mé 
todo radioquímico en el cual se usa 2- [fíj-glucosa y se mide 
el T 20 formado (Clark et al., 1973; Katz et al., 1975).

b) Estado de purificación y propiedades cinéticas

Dado que las características cinéticas de una enzima pue 
den verse influenciadas por la presencia de otras proteínas 
o cofactores que interactúen con ella (Koshland y Neet, 1968; 
Atkinson, 1969), es posible esperar una variación de la con­
ducta cinética según el grado de su purificación. Esto ocu­
rre por ejemplo, en el caso de la fosforilasa, de la fosfori_ 
lasa-quinasa (Heilmeyer et al., 1970) y de la fosforilasa-fo£ 
fatasa (Haschke et al., 1970), las que presentan caracterís­
ticas diferentes cuando están formando parte de un complejo 
proteína-glicógeno que cuando están purificadas. Se consideró 
por ello importante llevar a cabo, como uno de los primeros 
estudios, el análisis de si el grado de sigmoidicidad dependía 
- no del grado de purificación. Pudo establecerse que los pará_ 
tetros cinéticos de la glucoquinasa no variaban signif icativa- 
rente cuando la enzima se estudiaba en diferentes grados de 
purificación, lo que se ilustra en la tabla III con los
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TABLA I I I

Parámctroó cinéticos de la. glucoqulna¿a de fia.£a en dlfcficntc¿

e¿tado¿ de purificación3

Etapa de purificación^5 Actividad específica 
(U/mg proteína) nH K0.5

(mM)

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 LOrH 6,8

aDe Niemeyer et al. , 1975a

^La purificación se describe en Materiales y Métodos, método 1

~En estas dos etapas no se obtuvieron datos de n^ y Kq <- 
estar presentes las hexoquinasas A, B y C
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resultados de una preparación en pequeña escala (método 1), 

iiseñada para analizar específicamente 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 inactivación 
se encontró que la presencia de ditiotreitol en el ensayo 
la evitaba en gran medida. Este hallazgo llevó a introducir 
le rutina DTT en el medio de ensayo. Además, para minimizar 
la posible inactivación que aún pudiera persistir, se inició 
la reacción con glucoquinasa en lugar de glucosa. Se leyó 
la actividad durante un tiempo triple del acostumbrado en un 
snsayo normal, de modo de asegurarse de pesquisar la inacti­
vación durante el ensayo, si aún existiera. Esto era muy im 
portante ya que como la inactivación se presentaba a bajas 
soncentraciones de glucosa, podría traducirse en una curva 
sigmoidea de velocidad en función de la concentración de la 
plucosa, aunque la enzima presentara una cinética michaelia- 
r.a.

El hecho que la conducta cinética de la glucoquinasa no 
aríe con el grado de purificación concuerda con la afi'rma- 
sión de Storer y Cornish-Bowden (1976) de que preparaciones 
homogéneas y parcialmente purificadas de esta enzima sólo di­
fieren en actividad específica. Como ya se comentó, la sig- 
-.oidicidad también se presenta in vivo, en hepatocitos
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aislados (Bontemps et al., 1978), lo que no solo indica que 
la enzima en condiciones de interacciones fisiológicas 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 función 
re la célula.

c Aspectos comparativos

Pareció conveniente explorar si la dependencia sigmoidea 
le la velocidad con respecto a la concentración de glucosa, 
rresente en la glucoquinasa de rata, existía también en la en 
rima de otros vertebrados. Esto abría la posibilidad de en- 
rontrar una especie en la cual el grado de sigmoidicidad de 
la glucoquinasa pudiera ser mayor que en la rata, y por lo 
tanto ofrecer un mejor material para el estudio de la regula 
:r5n de la actividad de la enzima. La glucoquinasa existe en 
al hígado de mamíferos (con excepciones), anfibios y quelóni_
res entre los reptiles; no se encuentra en los reptiles supe 
rrores ni en las aves (Ureta et al., 1979).

Se encontró 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 IV muestra los 
rlores de los coeficientes de Hill (n ) y de las concentra- 
rrones de semisaturación (Kq ̂  ) obtenidos de gráficos de Hill.
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TA B L A  I V

V alo azi, dz lo i, zoz^lz-izatzi, dz H U I  n R y dz lai, 
dz ¿zmlóatuaaclón K^ ^ dz la gluzo quinan a dz

zonzzntaazlo nzi 
v zatzb fiado ¿a

T V ■ bAnimal nH k 0.5 <i"M)

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
Hámster 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 purificación 
de DEAE—celulosa (método 1), con excepción de la enzima de coipo que era 
de Sephadex G-100. La actividad enzimática se determinó con glucosa como 
sustrato a pH 7,5 mediante el ensayo la. De Cárdenas et al., 1979.
k Akodon (Akodon olivaceous), perro (Canis familiaris), cerdo ( Sus 
scrofa), cururo(Spalacopus cyanus), coipo (Myocastor coypus), hámster 
(Mesocricetus auratus), rata (Rattus norvegicus), cuy (Cavia porcellus), 
tortuga chilena (Geochelone chilensis), rana chilena (Calyptocephalella 
caudiverbera), ranita de garras (Xenopus laevis), ranita cornuda 
(Ceratophrys ornata), ajolote (Ambystoma mexicanum).
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La función de saturación sigmoidea parecer ser una caracterís 
tica común de todas las glucoquinasas de vertebrados, obser­
vándose 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 insinuaría una im­
portancia fisiológica.

Es de destacar que las glucoquinasas de anfibios, aun­
que difieren de las de mamíferos en propiedades inmunológi- 
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 ). El 
efecto cooperativo se presenta también con mañosa (Fig. 6 ) 
tomo ocurre con qlucoquinasa de rata (ver más adelante: Id) 
la discrepancia con los primeros valores podría residir en 
las diferentes estaciones en que los experimentos fueron he- 
rhos, pues durante la hibernación del animal la glucoquinasa 
;arece desaparecer (Clark-Turri y Espinosa, comunicación per 
eonal) y las primeras observaciones se realizaron en el perío 
lo próximo siguiente a la hibernación.

Los valores de KQ muestran cierta variación, pues a 
pe 7,5 van desde alrededor de 2,0 hasta alrededor de 8,0 mM, 
encontrándose generalmente en los anfibios los valores más 
tajos.
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HexosaJ, mM

F-cguAa 6. Gná{lio& di HU I  di la {¡andón di ¿adunadón 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 determinó apH7,5 
mediante el ensayo la (glucosa) o el ensayo 1c (mañosa). Los parámetros 
cinéticos se obtuvieron como en la figura 9 .
J) Glucosa: V = 4,35 nmol/min; Kq ,. = 6,0 nM; n^ = 1,62
□ ) Mañosa: V = 1,76 nmol/min; K = 11,8 nM; n = 1,46U. j H
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d) Conducta cinética con sustratos glncídicos alternativos

Pareció conveniente determinar si la cooperatividad ci­
nética ocurría también cuando se fosforilaban otros sustratos 
glucídicos. Esta información era importante para una posible 
interpretación molecular y fisiológica del fenómeno. En el 
caso de la ribonucleasa pancreática, 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 explicación a nivel 
colecular de la sigmoidicidad que se presenta con el sustra­
to habitual, que es el CMP cíclico, también sintético 
Rübsamen et al. , 1974) .

El uso de sustratos alternativos, por otra parte, ha si_ 
ío de utilidad para dilucidar el mecanismo de desviaciones 
¿e la cinética michaeliana, derivadas de la interacción con 
sitios alostéricos. Por ejemplo, uno de los sustratos de la 
fosfofructoquinasa, el ATP, actúa como modulador de la acti­
vidad al unirse a un sitio alostérico, lo que tendría impor­
tante significación en la regulación de la gluconeogénesis; 
an cambio, GTP e ITP sólo actúan como sustratos (Vihuela 
et al., 1963; Uyeda y Racker, 1965). Otro caso es el de la 
sexoquinasa A de rata, donde sólo el producto de la fosfori 
-ación de glucosa (glucosa-6-P), que puede considerarse el 
sustrato en la reacción inversa, es inhibidor alostérico y
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~o el de la fosforilación de mañosa (manosa-6-P), fructosa 
(fructosa-6-P) o 2-desoxiglucosa (desoxiglucosa-6-P) (Crane 
J Sois, 1954). El papel del glucosa-6-P como regulador de la 
entrada de glucosa a levaduras o de la utilización del azúcar 
en otras células ha sido destacado por Sois (1973) .

Se encontró que la glucoquinasa de rata mostraba noto­
rias diferencias en la conducta cinética con diferentes sus­
tratos glucídicos (Cárdenas et al., 1977; 1978). Así,con ma 
tosa, al igual que con glucosa, había una dependencia sigmo.i 
tea de la velocidad con respecto a la concentración del sus­
trato glucídico, como se ilustra en la figura 7. El coefi- 
:iente de Hill obtenido con mañosa (nu = 1,5) era similar al 
tbtenido con glucosa. En cambio, no se observó cooperativi- 
-ad cuando se usaba 2-desoxiglucosa o fructosa como sustra­
tos, lo que se ilustra en la figura 8. En el gráfico de Hill 
te la figura 9 se compara la conducta cinética a pH 8,0 de la 
tisma preparación de glucoquinasa con glucosa, mañosa o 2-de- 
soxiglucosa como sustratos. Puede verse que mientras las rec 
tas correspondientes a glucosa y mañosa son paralelas (coefi- 
rientes de Hill similares), la de 2-desoxiglucosa presenta
ana pendiente menor (n = 1,0) .H

Al igual que en el caso de glucosa el valor de n^ para 
nanosa no varió con el grado de purificación de la enzima o 
ton el método de ensayo (Fi'g.10).
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regusto. 7. Cénétéca coopcAatéva de ¿a g£ucoquéna¿a 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 proteína). La acti 
vidad se determino a pH 8,0 mediante el ensayo la (glucosa) o 
el ensayo 2 (mañosa). Para los gráficos de Eadie-Hofstee de 
los recuadros se usaron todos los datos experimentales, mien­
tras para los gráficos directos se omitieron las concentrado^ 
tes de los sustratos mayores que 4 veces Kq  ̂. Los valores 
te los parámetros cinéticos fueron:
a) Glucosa: K = 4 mM; n - 1,6

U. D  h

b) Mañosa: K = 8  mM; nTI =1,5U.j ri
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Flguaa S. Cinética hiperbólica de la gluco quinan a con 2-dei>o 
xlgluco¿a [a] y con fiructoAa (b) . Con 2-desoxigl ucosa se uso 
una enzima de la etapa de sefarosa (act. esp. 30 U/mg de pro­
teína) y con fructosa una enzima de la etapa de Sephadex G-100 
(método 2; act. esp. 3 U/mg de proteína). La actividad se de­
termino a pH 8,0 mediante el ensayo 2 (2-desoxiglueos a) o el
ensayo Ib (fructosa). En el gráfico directo con 2-desoxiglu- 
cosa se omitieron los datos correspondientes a las concentra­
ciones superiores a 4 veces  ̂. Los valores de los paráme­
tros cinéticos fueron:
a) 2 -desoxiglucosa: K = 2 4  mM; n.. =U. D ri
b) Fructosa: K = 276 mM; n = 1,0
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FIgu/ia 9. Gad{lzo dz H U I  dz la {¡unción dz ¿atu/iaclón dz la gluzoqulna- 
ia con dl{eAZnt<¿¿> ¿>U/!>tA&to& QhJLCMÍlzo¿>. Se uso una glucoquinasa prove­
niente de la etapa de purificación de sefarosa (método 2 ; act. esp.
25 U/mg de proteína). La actividad fosforilante del azúcar se determi­
no a pH 8,0 y a 30° a través de la medición del ADP formado (ensayo 2). 
Los parametros cinéticos se obtuvieron mediante un programa de mínimos 
cuadrados aplicado a la función directa de v = (V SnH)/(K + Sn8 ) y de­
sarrollado con un microcomputador Altair.
(O) Glucosa: Kq = 5,8 mM; n^ = 1,6 
(©) Mañosa : KQ  ̂= 8,3 mM; nH = 1,6 
(•) 2-Desoxiglucosa:  ̂= 22 mM; n^ = 1,0
De Cárdenas et al., 1979.



FiguAa 10. Función de ¿atuxación de giucoquinaa. con manota determinada 
con di^erienteA en6ayo¿. 1 mU de glucoquinasa en la etapa de purifica­
ción de Sephadex (método 2, act. esp. 2,0 U/mg de proteína) se ensayaron 
a pH 7,5 con concentraciones variables de mañosa (1-200 mM). La activi­
dad fasíorilante de mañosa se determino mediante el ensayo le (a) o el 
ensayo 2 (b). Los parámetros cinéticos obtenidos: fueron;
a) V = 6,25 nmol/min; K-. c = 12 mM; n„ = 1,4U. j H
b) V = 6,24 nmol/min; Kn = 12,8 mM; n = 1,4

U • j r i
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La naturaleza hiperbólica de la función de saturación 
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 aparentes,« J
a pH 8,0, el de glucosa es el menor (5 mM), siendo el de mano 
sa sólo 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 glucídicos son menores
que los descritos anteriormente (Salas et al., 1965; Parry y 
Walker, 1966; González et al., 1967). En el caso de la gluco 
sa y de la mañosa, la diferencia se puede atribuir, por una 
parte, al hecho que en los primeros estudios se consideró una 
cinética hiperbólica para estos sustratos y, por otra, a que 
el ensayo se hizo a pH 7,5 en vez de 8,0 (ver más adelante).

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

El caso de la fructosa merece un análisis más detallado 
pues fue difícil determinar la forma de la función de satura­
ción, debido a la baja afinidad de la enzima por este sustra­
to, lo que exigía 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 proteína) sugirieron una cinética hiperbóli

: ca con un valor muy alto de K„ c (~ 2 M ) . Este valor de K0.5 m
aparente (aproximado) concordaba con los datos, también apro

~

ximados, de Salas et al. (1965) (mayor que 800 mM) y de Parry 
y Walker (1966) (2 M). Llamó la atención que no obstante el
¿lto valor de K obtenido, la V aparente parecía ser más 
-el doble del valor correspondiente al con glucosa, lo que 
apoyaba en general una observación de Parry y Walker (1966).

I Sin embargo, y al igual que dichos autores, no se profundizó 
rás en este aspecto, dada la incertidumbre de los valores de 
los parámetros cinéticos y dada la baja actividad específica 
-e la enzima utilizada, que podía poner en duda la especifi­
cidad de la reacción. Posteriormente, experimentos llevados 
= cabo con una enzima más purificada (act. esp. 2-4 U/mg de 
;roteína, método 2) mostraron claramente que la glucoquinasa

í fosforilaba fructosa con cinética hiperbólica (n = 1,0), co-H
xo se muestra en la figura 8. Los valores de las K aparen-m
-es variaron en un rango de 276 a 380 mM en varios experimen 

Icos realizados a pH 8,0, con diferentes preparaciones de en- 
1 zimas. Resultados similares se obtuvieron con una enzima 
|cjy pura (método 2; act. esp. 70 U/mg de proteína, dos bandas 
Ice proteína en electroforesis en poliacrilamida), donación
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de Cecilia Toro. Al igual que en el caso de glucosa (ver más 
adelante), el cambio del pH de 7,5 a 8,0 no alteró el coefi­
ciente de Hill,pero disminuyó el KQ (Fig. 11). Al hacer es 
tudios de velocidad inicial de la fosforilación de fructosa 
a distintas concentraciones fijas de uno de los sustratos y 
variando el otro, se obtuvo en el gráfico de Hanes un perfil 
ze rectas intersectantes (Fig. 12) que es característico de 
-n mecanismo en secuencia. Los datos pueden ser ajustados a 
la ecuación (9), que describe un mecanismo en secuencia orde 
vado o al azar en equilibrio rápido.

VAB

u = ------------------------- (g)
K. K + AK, + BK + ABía a b a

Si A es la concentración de fructosa y B la de MgATP, se pue- 
ien calcular los valores de las siguientes constantes, hacien 
lo uso de los gráficos secundarios de la función de Hanes- 
••oolf: K = 1 7  4 mM; K. = 1.025 mM; K, = 0,35 mM; y K. K /K =

3  1 3  D 13 D 3

1,0 mM (esta última equibale a Kib si se supone un mecanismo 
al azar en equilibrio rápido.

Los gráficos secundarios fueron lineales (recuadros 
le la figura 12), concordando con las características hiper­
bólicas de las funciones de saturación con fructosa y con
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guAa 11. Guárelo de Ham¿-ü/oo¿¿ de ¿a ¿unción cíe ¿cutu/iacÁfin cíe ¿a
i •L-ieoc/íx-cj'icióíX con ^fLucXo^a c do-ó cLL̂oji<¿.yvtQj> pH. 5 mU de glucoquinasa
retodo 2; etapa de Sephadex G-100; act. esp. 3,1 U/mg de proteína) se
ensayaron a pH 7,5 (O) 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 aH
-artir de gráficos de Hill. Los valores de los parámetros cinéticos fue 
ron:
■ O) pH 7,5: V = 10,31; KQ 5 = 423 mM; nH = 1,0 
•) PH 8,0: V = 10,95; KQ ’5 = 322 mM; nR = 1,0



F ¿guAa. 12. Leyenda en la página siguiente
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-zguaa 72. E¿ZudZo6 dz vzZocridad ZnZzZaZ dz Za gZu.zoquZna.6a 
z n faH.uzt.06a. La enzima provenía de la etapa de Sephadex 
--100 (método 2; act. esp. 3 U/mg de proteína). La actividad 
-r. zimática se determino a pH 8 con el ensayo I b , modificado 
ie modo que la concentración de EDTA fuera 0,1 mM y la de 
"5 CI2 se mantuviera 1 mM sobre la concentración de ATP, que 
1 -e variable. a) Concentraciones variables de fructosa y di­
versas concentraciones fijas de ATP. b) Concentraciones va­
riables de ATP y diversas concentraciones fijas de fructosa.

los recuadros se muestra el gráfico secundario de las pen­
dentes (O ) y las intersecciones verticales en ( o ) en fun- 
-lón del recíproco de la concentración de ATP( a ) o de fructo- 
= ¿ ( b ) .
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‘-ígATP. Las características de los gráficos 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 más del doble (2,1 a 
-.3 veces) que el valor de aparente con glucosa. Con el
aojeto de hacer una comparación más adecuada entre las Vmax
-= glucoquinasa con fructosa y con glucosa como sustratos, se
determinó la velocidad en función de la concentración de sus-
"irato, variando en razón constante las concentraciones de ATP
I del sustrato glucídico (glucosa/ATP = 10; fructosa/ATP = 200).

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

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

traduce en un valor de velocidad máxima con fructosa de al
rededor de 2,6 veces mayor que el obtenido con glucosa. Este
reliazgo contrasta con la observación de que la velocidad máxi
re con 2-desoxiglucosa es sólo 0,73 veces la V con qlucosa,max
ec experimentos de igual diseño (Monasterio, 1980).
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Se puede comparar en forma aproximada la especificidad 
relativa de la glucoquinasa con los diferentes sustratos 
glucídicos (Hex) respecto a la glucosa, sobre la base del 
cuociente (vHex / V Glc ) / ( K ̂ ex/ K G1¡T ) . Como se resume a continua- 
ción, el sustrato más efectivo es glucosa y el menos fructosa, 
no obstante la mayor velocidad máxima relativa (VKex/ V Glc ) 
con este último.

Sustrato K 0.5 
(mM)

v Hex 
V Glc

y Hex K G1C 
0.5

,,Glc Hex 
V K 0.5

Slucosa 5 1 1
'•Sañosa 8 0,9 0,56
2-desoxiglucosa 22 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 sería 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 
~-I 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 sería semejante o ma 
yor que la con 2-desoxiglucosa.

Hay que destacar sin embargo, que la comparación realiza 
ia es estrictamente válida sólo en sistemas con cinética m_i 
chaeliana (n^= 1) o que al menos presenten el mismo grado 
ce cooperatividad con todos sus sustratos, que no es la si­
tuación de la glucoquinasa.
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e) Conducta cinética de la glucoquinasa con MgATP.

En las reacciones enzimáticas de dos sustratos, cabe hacer 
la pregunta si la conducta cinética de la enzima es igual con 
ambos. En muchos casos existen diferencias. Así, entre las 
enzimas fosforilantes de glucosa, se observa que la hexoquina 
sa C presenta una inhibición 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 habían indicado que la glucoquinasa pre­

senta una cinética michaeliana con MgATP (Parry y Walker,
1966; 1967; González et al., 1967). Más aún, en los trabajos 
de Parry y Walker (1967) y en los de González et al. (1967), 
en que hay indicios de una posible desviación de la cinética 
rlásica con glucosa, la función de saturación con ATP, estu­
diada entre 0,2 y 5 mM es claramente hiperbólica. Sin embar 
fo, como en esos trabajos aún no se detectaba la cinética 
noperativa con glucosa, pareció conveniente estudiar nueva- 
rente la función de saturación con MgATP. La figura 14 ilu£ 
n a  los resultados obtenidos a dos concentraciones fijas de 
:l-cosa, 6 y 100 mM. En estos estudios, como en todos aque- 
llos en los cuales se varió la concentración de ATP, se hicie 
r;r algunas modificaciones al sistema de ensayo. Así, se usó
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una concentración de MgCl2 igual a 1,0 mM en exceso sobre la 
concentración de ATP, y la concentración de EDTA se redujo a 
j,l mM. En estas condiciones y a pH 8,0 la concentración de 
MgATP en la mezcla de reacción es alta y constituye una pro­
porción casi constante (86%) de la concentración total de 
ATP (Storer y Cornish-Bowden, 1976a). Debido a esta alta pro 
porción, para la confección de los gráficos y para los cálcu­
los se consideró simplemente la concentración total de ATP.

La glucoquinasa presentó una cinética michaeliana con 
MgATP, como se aprecia en la figura 14. En efecto los gráfi­
cos de Eadie-Hosftee insertos son lineales, a diferencia de 
lo que ocurre con glucosa (Fig. 5). Estos resultados son si­
milares a los obtenidos por Storer y Cornish-Bowden (1976b). 
la 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 González et al.
1967) y por Storer y Cornish-Bowden (1976b), que fueron 0,73 

y 0,64 mM (MgATP 0,55 mM) respectivamente. Un hecho intere­
sante es que en todos los estudios realizados, incluyendo los 
nuestros, las rectas obtenidas a diferentes concentraciones 
ie glucosa en un gráfico de dobles recíprocos, se intersectan 
en el cuadrante izquierdo inferior o en el eje de la abscisa. 
Aún en este último caso, al examinar los gráficos publicados, 
se observa una tendencia a una menor K m aparente a
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concentraciones más bajas de glucosa. Una situación diferen 
te, en cambio, se observa al usar fructosa o 2-desoxiglucosa 
como sustratos glucídicos. En efecto, la Km aparente para 
ATP disminuye al incrementarse la concentración de la fruc­
tosa (datos de la figura 11) o de la 2-desoxiglucosa (Nieme- 
yer et al., 1978; Monasterio, 1980) y, en un gráfico de do­
bles recíprocos, se obtiene un conjunto de rectas que se in- 
tersectan en el cuadrante izquierdo superior. Otra enzima 
en la cual ocurre una variación en el lugar de intersección 
de las rectas de un gráfico de dobles recíprocos al cambiar 
el sustrato fijo, es la hexoquin.asa de cerebro. En efecto, 
al hacer estudios de velocidad inicial con ATP como sustra­
to variable y distintas concentraciones fijas de glucosa, 
se tiene un conjunto de rectas aparentemente paralelas que 
se cortarían 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 
íntersecten por encima o por debajo del eje depende del va 
lor relativo de los parámetros K. y K de la ecuación (9).

13. 3

En la fosforilación de fructosa y de 2-desoxiglucosa por 
giucoquinasa, la intersección ocurre en el cuadrante supe­
rior y K. sería mayor que K . Podría suponerse que en ell a  el
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caso de la glucosa, esta relación se invierte. Hay que re 
cordar, sin embargo, que la ecuación (9) no da cuenta del 
mecanismo cinético de la fosforilación de la glucosa (ver 
Discusión), pues existe un efecto cooperativo de este sus­
trato. Esto hace que no puedan usarse los gráficos secun­
darios habituales en estudios cinéticos para determinar con 
precisión 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 
cásicas del ensayo (pH, fuerza iónica, protección 

-e tioles, concentración de enzima ) que pudieran modifi_ 
car el grado de cooperati'vidad, como ocurre con otras enzi­
mas (Stadtman, 1970; Atkinson, 1970). Esto parecía importan 
te pues, fuera de aportar antecedentes para la interpreta- 
:ión del tipo de cinética operante, permitiría disponer de 
condiciones más adecuadas para futuros experimentos sobre el 
afecto posible de metabolitos en la conducta cinética de la 
a r zima.

aj Efecto de la variación del pH

Primeramente se estudió la variación de la actividad de 
-a enzima auxiliar glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa al modi­
ficar el pH de ensayo. Aunque existían 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 
q_e no se hizo un análisis minucioso, el pH óptimo parece

91
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5 7 9

pH

:¿guAa 15. Efazato dzt pH ¿obfit La aat¿vi.dad d<¿ la g tuco ¿a-6-{¡o-i {¡cuto-du- 
■ i tognnaÁa. Se uso enzima comercial de tórula (Boehringer) , en suspen­
sión en sulfato de amonio. El NADPH2 formado se determinó en un medio 
:ce contenía: mezclas amortiguadoras, EDTA, KC1, MgC^ y NADP en las mis 
cas concentraciones finales del ensayo la; glucosa-6-P 1 nM y glucosa- 
-:-fosfato-deshidrogenasa. La reacción se iniciaba adicionando la enzima 
sespues de preincubar la mezcla de reacción por 3 min a 30°.
O) Mes; ( □) 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 y 
■oldridge, 1967; Eastman, 1968; Broyles y Strittmatter, 1977; 
Tarnararo et a l 1978) . Estos estudios permitieron elegir una 
^:tividad adecuada de glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa en los 
istudios sobre la variación de la actividad glucoquinásica en 
í-nción del pH.

Un aspecto importante de considerar al estudiar el efec­
to del pH sobre los parámetros cinéticos de la glucoquinasa, 
í~e la acción sobre la estabilidad de la enzima. Así, en al- 
F-nas preparaciones provenientes de Sephadex G-100 se obser­
ve una inactivación de la enzima durante el ensayo a pH 8,5 
r.ando las concentraciones de glucosa eran menores que el 
I- c. Esta inactivación se manifestaba a los 6 min de ensa- 
1- aproximadamente y se podía revertir con DTT, añadido a 
m a  concentración final de 10 mM (Fig. 16). La presencia de 
111 (10 mM) en el medio de ensayo evitaba la inactivación,
-i que no se producía al menos hasta 25 min de lectura 
Hlig. 16) . En el experimento que se ilustra en

figura 18, la enzima se preincubó con DTT 10 mM y se 
trabajó con una concentración 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 observó inactivación. Como 
ya se comentó, en algunas preparaciones provenientes de hi- 
iroxilapatita ocurría, aún a pH 7,5, una inactivación, también 
revertida por DTT.

El efecto desestabilizador del pH por encima de 7,5 so- 
rre la glucoquinasa podría deberse a que se favorecería la 
oxidación de grupos tioles, lo que produciría una disminu- 
-'-ónde la actividad enzimática. La enzima inactiva podría 
recuperar su conformación nativa por reducción, mediante DTT, 
re los puentes disúlfuros formados. Esto concuerda con ob- 
iervaciones realizadas en el laboratorio sobre el envejeci­
miento de preparaciones de glucoquinasa, las cuales experi­
mentan una inactivación que es precedida por la pérdida de 
[La reactividad con ditio-bis-dinitrobenzoato (DTNB) , siendo 
caos fenómenos recuperables por DTT. La enzima envejecida 
: :r.serva su cinética sigmoidea (Heberlein et al., 1979).

Por otra parte, una ligera inactivación de la enzima 
c :arre durante el ensayo a pH ácidos. Esta inactivación es 
mayor en presencia de bajas concentraciones de glucosa y pa 
race ser más susceptible la enzima con mayor grado de puri- 
ricación. Así, se aprecia inactivación 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 inactivación 
ba observable aún con glucosa 100 mM. Hay que destacar que
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esta desestabilización de la enzima durante su medición no 
fue impedida por la presencia de DTT 4 mM, lo que sugiere la 
:?eración de un mecanismo de inactivación diferente al que 
ectúa a pH alcalino.

Inicialmente se exploró el efecto del pH sobre la gluco 
prinasa solo a dos concentraciones de glucosa, 2 mM y 100 mM 
(“ig. 17). Los resultados obtenidos a 100 mM glucosa con- 
ruerdan en general con los de González et al. (1967), usando 
Iris-maleato y Tris-glicina, quienes encontraron la máxima 
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 máxima entre 7,7 y 8,0, usando imidazol, glici­
na y glicilglicina. Puede observarse en la figura 17 que no 
'-ay superposición de ambas curvas, a 2 y 100 mM, lo que esta 
tía indicando que no sólo varía la actividad catalítica de la 
enzima, sino también podrían modificarse otros parámetros c_i 
-éticos, como el Kn y el nu . Se estudió por esto, el efec 
t: que tendría el pH sobre la función de saturación de la glu 
rcquinasa. La figura 18 ilustra los resultados obtenidos a 
'res diferentes pH (6,6; 7,5; 8,5),destacándose que, no obs­
tante la, variación en V y en K- c el nTT no varía signifi
titivamente. No es rara entonces, la observación de que en ex­
tractos de hepatocitos aislados, la sigmoidicidad de la función
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FLgufia 17. Edicto deL pH Aobfte La actividad de La gLu.coqLu.naAa. Se usó 
una enzima proveniente de la etapa de purificación de hidroxilapatita 
método i). Se midió el glucosa-6-P formado (ensayo la) con una concen­
tración 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. Símbolos vacíos (0,D) glucosa 100 nM; símbolos llenos (© , El) 
glucosa 2 mM. Tris-HCl (□ , a ); Mes (O,©). Se asignó el valor rela­
tivo de 1,0 a la actividad obtenida a pH 8,5.
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rdgutia. 18. G n d { d c o í >  d e  H d l l  d e  ¿ a  { ¡ anadón d e  ¿ a t u A a c d ó n  d e  

\ la. g l u c o  q u i n a b a  c o n  g l u c o s a  a d d { e s i e n £ e ¿  pH. Se uso gluco- 
quinasa proveniente de la etapa de Sephadex G-100, la que ha, 
bía sido preincubada por 30 min con DTT 10 mM a 30°. La ac­
tividad se midió a través de la formación de glucosa-6 -P, 
usando una mezcla de reacción que contenía, en un volumen f_i 
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 según el pH); ATP 5,0 mM; 0,05 mi de glu- 
coquinasa y concentraciones variables de glucosa (1 a 200 mM). 

[lipes pH 6 , 6  (©); Tris pH 7,5 (©); Tris pH 8,5 (O). El 
; gráfico inserto muestra los valores de velocidad obtenidos a 
I los diferentes pH usando una concentración de glucosa de 
I 100 mM. Los parámetros cinéticos se determinaron mediante un 
: programa de ajuste por mínimos cuadrados de la función direc­
ta (v = VSn / (K + Sn)) en un microcomputador Altair y fueron 
los siguientes:
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de saturación 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 varió, significativamente 
n = 1,47 ± 0,09) . En cambio sí se afecta el K„ c, el cualn. U . j
aumenta notoriamente a los pH menores que 7,0. No se obser­
varon diferencias de Kn c ni de nu entre los ensayos con di 
'ersas concentraciones de DTT. Esto ocurre porque, aunque 
rubiera cierto grado de inactivación durante el ensayo a ba­
la concentración de DTT (0,1 mM), para la estimación de la 
actividad se consideraban solo los minutos iniciales, donde 
la eventual inactivación era indetectable.

La variación del KQ 5 en función del pH sugiere que un 
rrupo ácido de un pK aproximado de 7, que podría ser el imi 
aazolio de la histidina, estaría implicado en la unión de glu 
rosa. En efecto, al hacer un gráfico de Dixon (pKQ  ̂ en 
función 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 catalítica de la glucoquinasa, hay
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z¿gu.sia 19. Re¿umcn de lo¿ c^ccto¿ del pH ¿obste. Io¿ pasiámetsio¿ cÁ.níst¿co¿ 
ie Ict gZucoqiuna¿a con gluco¿a. Se muestran resultados obtenidos en dis­
tintos experimentos similares al descrito en la figura 18, usando difereii 
tes amortiguadores, diversas preparaciones enzimáticas obtenidas por el 
netodo 1 (GK), en presencia de distintas concentraciones de DTT. En todos 
estos casos se midió el pH de las mezclas de ensayo una vez finalizado é.s_

te, y se encontró que correspondía al pH del amortiguador usado. Cada sím
oolo indica un mismo experimento. La franja gris en el gráfico de la dere. 
cha, indica el intervalo entre una desviación estándar (s) por encima y 
Jtra por debajo del promedio de los valores de n̂ . 
s = ( S (xj-x)2/N)

A) Mes-Tris: pH 5,75; 6,05; 6,3. DTT 4 mM. GK (hidroxilapatita). 
i !□) Mes: pH 6,05; Tris pH 8,5. DTT 0,1 mM. GK (hidroxilapatita)

B) Mes: pH 6,05. DTT 4 mM. GK (Sephadex)
I (O) Pipes: pH 6 ,6 . Tris: pH 7,5; 8,5. DTT 1 mM. GK (Sephadex)
I (0) Pipes: pH 6 ,6 . Tris: pH 7,5; 8,5. DTT 1 mM. GK (Sephadex)



101

un efecto sobre la afinidad de la enzima por glucosa. El au 
vento del KQ 5 por disminución del pH afecta especialmente la 
velocidad a las concentraciones bajas del sustrato, por lo 
cual la disminución de la actividad a pH ácido es proporcio­
nalmente mayor con glucosa 2 mM que con glucosa 100 mM. Se 
sumarían dos efectos: menor actividad catalítica y menor pro 
porción relativa del complejo enzima-glucosa.

La constancia de la sigmoidicidad de la glucoquinasa 
contrasta con la sensibilidad mostrada por otras enzimas, 
rué varían grandemente su conducta cinética en función del 
pH. Estudios realizados con fosfofructoquinasa de variadas 
fuentes muestran que la cinética tiende a hacerse hiperbóli­
ca a pH sobre 7,5 (Lowry y Passoneau, 1966; Kemp, 1971; Lee 
et al., 1973). Así, a pH 8,2 la enzima de corazón 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 
íructosa-6-P y se hace sensible a la inhibición por ATP 
■Hansour 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 concentración de P-enolpiru 
~uto y es activada por fructosadifosfato, aumentando el efec 
ce homotrópico del sustrato al incrementarse el pH (Rozengurt
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et al., 1969). Estas dos enzimas, son oligómeros y el efecto 
¿el pH se ha interpretado sobre la base del modelo de Monod 
et al. (1965), postulándose un desplazamiento en el equili­
brio de los confórmeros, que poseerían diferente afinidad por 
los sustratos y por los modificadores alostéricos (ver Discu- 
sien) .

Por otra parte, la ribonucleasa pancreática de bovino es 
-na enzima monomérica y muestra sigmoidicidad a pH sobre 6,6 
con algunos sustratos sintéticos. Así, con uridilil-3,l-o- 
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 
~ís adelante), y para explicar la cinética sigmoidea hemos 
postulado la existencia de al menos dos conformaciones con 
tiversa afinidad por glucosa (Cárdenas, 1978; Cárdenas et al., 

1979; Olavarría et al., 1979). Debe concluirse, en consecuen- 
:ia, que las variaciones de pH no alterarían de modo diferente 
-a afinidad por glucosa de ambas formas, ni el equilibrio en­
tre ellas, en contraste con lo que ocurriría en la ribonucleasa.
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b) Efecto de la concentración de K y de Na

Los cationes monovalentes son activadores de varias clases 
de reacciones enzimáticas, incluyendo reacciones de transferen­
cia de grupos fosforilos (Evans y Sorger, 1966). La activación 
podría ocurrir a través de una transición conformacional de la 
enzima inducida o estabilizada por el catión (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. Así, a concentraciones de K+ relativamente bajas (<0,25M) 
inhiben significativamente ( 25 a 50 %) a las hexoquinasas de híga­
do, riñón y músculo esquelético (Weiser et al., 1971). Estos mis­
mos autores encuentran en cambio, una muy leve inhibición 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; González 
et al. , 1967 ; Pilkis , 1972 ; Grossman et al. , 1974; Maccioni y Babul, 
1974; Holroyde et al., 1976). Por otra parte, Pilkis (1972) en­
contró una considerable variación en el peso molecular aparen­
te de la glucoquinasa, de 48.000 a 65.000 , al hacer experimentos 
de filtración 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 concentración de
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?+ o de la fuerza iónica, las cuales tendrían diferente radio 
íe Stokes y diferente estabilidad. Dado que estas distintas 
conformaciones podrían diferir en sus propiedades cinéticas, co­
no ocurre con fructosa-l-fosfato-quinasa (Sapicoy Anderson, 
1970) y fructosa-1,6-difosfatasa (Hubertet al., 1970), pareció 
conveniente investigar si las variaciones en la concentración de 
-r afectábanla cinética déla glucoquinasa. La figura 20a 
~uestra un experimento en el cual se trató de pesquisar alguna 
diferencia en el efecto del ion potasio sobre la actividad de la 
“-ucoquinasa medida a dos concentraciones de glucosa. Se eligió 
-".a concentración saturante (100 mM) y otra bajo el K Q 5 (3 mM)
I se estudió el efecto de concentraciones crecientes de K+ so­
freía velocidad. El medio de ensayo contenía una concentración 
dasal de K+ de 15 o 30 mE y el aumento de concentración se con­
seguía por adición de KC1. Puede observarse que mientras con 
Glucosa 100 mM hay una franca disminución de la actividad enzi- 
rítica al aumentar la concentración de K+ , con glucosa 3 mM, en 
rsmbio, la velocidad casi no varía. Aún más, al no añadir DTT 
el medio de ensayo (tenía solo lo que aportaba la enzima) , se 
reservó una pequeña activación (15%) con K+ a concentración 
reja de glucosa, lo que no ocurrió a glucosa 100 mM.

Se quiso estudiar si este fenómeno ocurría también al sus­
tituir K+ por Na+ . La figura 20 b ilustra que al aumentar la 
concentración de Na+ hay una inhibición al usar glucosa 100 mM 

en cambio, hay mas bien una estimulación a glucosa 3 mM, a 
semejanza de lo que sucede con K+ .
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FZgu^a 20. Efi&cto daZ K + y dzZ N a + ¿obste. ¿a ac.tZvZd.ad d e  ¿a 
5 ¿UCO q uZnaA a . La glucoquinas a (17 mU), proveniente de Sephji 
:ex G-100 (método 1 ; act. esp. 2,9 U/mg proteína), se ensayo 
a dos concentraciones de glucosa en presencia de diferentes 
: onc en t r aci one s de K+ (a) y de Na+ (b). La actividad fosforjl 
lante de glucosa se determino midiendo la producción del gl_u 
iosa-6 -P (ensayo la) a pH 7,5.
i En el medio de ensayo existía una concentración de Na+ de
10 mE y la fuerza iónica vario entre 112 mM a concentración
Se k"*" de 0 mE y 543 mM a concentración de K+ de 431 mE.
: En el medio de ensayo existía una concentración de K+ de
A1 mE. La fuerza iónica en ausencia de Na”1" era de 143 mM y
umentaba hasta 543 mM en presencia de NaCl 400 mM.
I O  ) Glucosa 3 mM; DTT 2,5 mM 
•) Glucosa 3 mM; DTT 0,1 mM 

€□) Glucosa 100 mM; DTT 2,5 mM 
■) Glucosa 100 mM; DTT 0,1 mM
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El hallazgo de que tanto el efecto del K+ como el del Na+ 
sóbrela velocidad dependía déla concentración de la glucosa, 
sugirió la existencia de un cambio en los parámetros cinéticos 
de la glucoquinasa, inducido específicamente por potasio y sodio 
o simplemente por el aumento déla fuerza iónica. Se estudió 
por esto el efecto de concentraciones crecientes de K+ Y de Na+ 
sóbrela función de saturación de la enzima, encontrándose que 
el incremento en las concentraciones de estos iones no modifi­
caba el coeficiente de Hill, no obstante la disminución en el 
K c y en la V (Cárdenas, 1978 ; Cárdenas 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 pequeña columna de DEAE-celulosa y luego 
se retiró el K+ mediante filtración en una columna de Sephadex 
2-25. Cabe destacar, sin embargo, que en estos experimentos 
las soluciones de ensayo contenían una pequeña concentración 
le Na+ (10 mE), usado como contraión del ATP. Puede observarse 
rué la Vmax y el Kq  ̂ disminuyen en presencia de K+ , pero que 
no hay una diferencia entre las pendientes del gráfico de Hill. 
Al realizar los experimentos en ausencia o con bajas concentra- 
ñones de K+ (< 30 mM) hay que tener presente que puede ocurrir 
-na cierta inactivación durante el ensayo. Algunas preparacio­
nes son más susceptibles ala inactivación, lo que puede depen- 
rer del tiempo transcurrido desde su obtención y del grado de
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F¿guAa 11 Leyenda en la página siguiente
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Tlguaa 21. Efecto del K+ hobae la {¡unción de ¿aXuaaclón de la glucoqul- 
■~aí>a con glucosa. Cuatro unidades de glucoquinasa, de la misma prepara 
cion usada en la figura 2 0 , se concentraron a través de una columna de 
DEAE-celulosa S-S (1,1 x 5,2 cm). La enzima se eluyó con una solución 
amortiguadora que contenía Tris-HCl 10 mM, pH 7,0; EDTA 1 mM; DTT 4 mM; 
KCl 500 mM; glucosa 100 mM. Alícuotas 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 KCl ni glucosa. Las fracciones enzima- 
ticas del eluido se juntaron, previa verificación de que no contenían glu­
cosa ni KCl. La presencia de glucosa se detectaba con hexoquinasa y la 
:e KCl por conductimetría y por titulación de los cloruros con AgNÜ3.

La glucoquinasa así obtenida se ensayo a diferentes concentraciones 
ce glucosa, en ausencia (O) y en presencia de KCl 150 mM ( □ ) , mediar̂  
te el ensayo la, a pH 7,5. La concentración de DTT en el medio de ensa­
yo fue 0,2 mM y correspondió a la concentración aportada por la enzima, 
los gráficos de Hill se hicieron considerando como V la velocidad 
experimental a glucosa 100 mM, una vez restados los blancos. Los pará­
metros cinéticos se obtuvieron del gráfico de Hill, aplicando un progra. 
ca de regresión lineal. Los parámetros cinéticos fueron:
o) Sin KCl (fuerza iónica 111 mM) : V= 6,7 nmol/min; n =1,49;H

Kq ,.= 10,6 mM
(o) Con KCl 150 mM (fuerza iónica 261 mM): V=5,4 nmol/min; n =1,49;H
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pureza alcanzado. La inactivación 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 inactivación a concentraciones 
bajas de glucosa, se obtiene un aumento déla sigmoidicidad, 
que no es sino un error metodológico.

El efecto de la concentración 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 había variación significativa del coeficiente de Hill 
de la enzima (n = 1,51 ± 0,08) , aún a concentraciones de K+n
*an altas como 495 mM. En cambio, existía una disminución del 
Q 5 a medida que aumentábala concentración del K+ . En estos 

experimentos se confirmó la disminución de V a medida que 
se hacía mayor la concentración de K+ .

El efecto de la concentración de Na+ sobre la función de 
saturación se ilustra en la figura 23, que muestra los resul­
tados obtenidos en ausencia y en presencia de Na+ 400 mM. 
~uede verse en el gráfico de Hill inserto, que no hay variación 
significativa entre las pendientes de ambas rectas, no obstan_
te el apreciable efecto sobre la V .La tabla V muestra los

max

■alores de los parámetros cinéticos obtenidos a cuatro concen­
traciones de Na+ . Al igual que en el caso de K+ , el n perma-

H

*ece constante mientras que el KA r y la V disminuyen. Debido
0.5 max

t este efecto sobre la V y el K„ _ , el Na+ y el K+ podrían
max 0.5 2
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TABLA V
Efecto del  WaCl ¿ o b A e  lo¿ paAdmetAoA elndtleoA de la glueo-

quln a A a  de A a t a a

NaCl
(mM)

Fuerza iónica^ 
(mM)

Vmax
(mU)

K0.5
(mM)

nH

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 obtención de los parámetros 
cinéticos se describen en la leyenda de la figura 23.
Corresponde a la fuerza iónica del medio de ensayo.
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aparecer como inhibidores incompetitivos; sin embargo, su 
acción 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 gráfico de dobles recíprocos que se lineariza elevando la 
concentración 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+ (o de la fuerza iónica) de dis­
minuir conjuntamente r y V podría explicar los resul-0.5 max
tados de la figura 20, ya que habría dos efectos opuestos: 
por una parte, una inhibición de la actividad catalítica y, 
por otra, una estimulación debida al aumento de la afinidad 
de la enzima por glucosa. A concentración alta de glucosa 
(100 mM) pesaría principalmente el efecto inhibitorio, en 
cambio a concentraciones bajas se harían sentir ambos efectos, 
dejando un balance de cierta activación. La disminución del 

_ y de la V provocada por aumento en la concentración 
de KC1 o de NaCl indica cambios en la conformación de la en­
zima. Las conformaciones existentes a alta concentración de 
K+ , no obtante ser más estables y tener valores menores de
V y de c , mantienen una cinética cooperativa con glucosa, max 0.5

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 parámetros cinéticos
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-e la glucoquinasa, a pesar de que, como agente estabilizador, 
algunos autores han descrito que el Na+ no podría reemplazar 
al K (Salas et ai., 1965; Pilkis, 1972; Parry y Walker,
1966) .

A fin de verificar este último punto se realizaron recien­
temente algunos estudios (Toledo y Cárdenas). Se exploró, 
por una parte, la posibilidad de reemplazar el K+ por el Na+ 
-orante la preparación de la enzima y, por otra, la estabili 
oad de la glucoquinasa a 37° en presencia de Na+ o de K+ . Se 
preparó enzima, mediante el método 2, hasta la etapa de DEAE- 
re^ulosa (columna de 4 mi), a partir de un hígado de rata se­
parado en dos porciones. Una de ellas se procesó con las mis_ 
tas soluciones descritas en el método 2. Para el procesamien 
ao de la otra parte se reemplazó el fosfato de potasio por 
fosfato de sodio y el cloruro de potasio por cloruro de so
o-O. Se encontró que en dos preparaciones así 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 purificación de la glucoquinasa, al menos en las 
a-rapas iniciales de la purificación. Al estudiar la estabi- 
--tad térmica de las enzimas así obtenidas (una con Na+ y la 
otra con K+ ), se encontró que la glucoquinasa preparada en 
presencia de Na+ era más susceptible a la inactivación a 37° 
P-e la obtenida en presencia de K+ (Fig. 24). Además, en
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F¿gu/ux 24. Leyenda en la página siguiente
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r¿guAa 14. C¿nét¿ca de ¿nact¿vac.¿ón a 37° de ¿a g¿ucoqu¿na-
+ +ifl en P̂ e-ó encda de K o de Wa . La glucoquinasa en etapa 

de DEAE-celulosa se preparo por el método 2 en presencia de 
( O ) o de Na+ ( • ) . Ambas preparaciones provenían de un 

mismo hígado que se había dividido en dos porciones. Una de 
ellas se homogeneizo en presencia de fosfato de potasio 10 mM, 
PH 7,0 ; EDTA 1 mM; KC1 120 mM; 2-mercaptoetanol 5 mM; glucosa 
: . mM, y la otra porción de hígado se homogeneizo en las mi£ 
mas condiciones excepto que se reemplazo el KC1 por NaCl y 
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 aplicó una cantidad de proteína equivalente a 1 g de 
ligado por mi de resina. Las columnas se lavaron con 7 volú 
renes del mismo amortiguador de homogeneización pero sin gliu 
losa y que contenía KC1 o NaCl 120 mM, según el caso. La 
elución 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 glucoquinási 
:a y sin contaminación con hexoquinasa C o con N-acetilgluc£ 
samina-quinasa se juntaron y con ellas se hizo este experimen 
'.o. Volúmenes iguales de ambas preparaciones se incubaron a 
. ° y se retiraron alícuotas a distintos tiempos según se in_ 
:ica en la figura, determinando la actividad fosforilante de 
ilucosa remanente a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reac- 
lión se inició con la adición de ATP.

La ordenada está dibujada en escala aritmética (a.) o esca­
la logarítmica (b).
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presencia de Na+ la inactivación no sigue una cinética de pri 
ner orden, como puede observarse en la figura 24b. Estas 
observaciones confirman la diferencia en la acción estabiliza 
¿ora de ambos cationes.

En estudios de fosforilación de glucosa en hepatocitos in­
tactos se ha mostrado que la naturaleza del catión influye 
en la función de saturación de la glucoquinasa. Así, cuando 
se incuban los hepatocitos en solución de Krebs-Henseleit,
~a curva de saturación es sigmoidea, con un coeficiente de 
Hill de 1,8 y un KQ para glucosa de 20 mM. Al reemplazar 
en el medio de incubación los iones 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, lo que trae como consecuencia que a concentracio­
nes no saturantes de glucosa, por ejemplo a concentraciones 
fisiológicas, la velocidad de fosforilación in situ sea mayor 
en un medio con K+ que en un medio con Na+ .

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

-f +"a no cambia al reemplazar el Na por K en el medio de ensa 
_'c, lo que concuerda con los resultados descritos en este 
trabajo con enzima purificada. Parecería ser que el efecto
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Aferente de Na+ y K+ sobre la fosforilación de glucosa in 

-vo requiere de alguna manera la integridad celular para 
manifestarse y modular la conformación de la enzima por un 
“ecanismo aún 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. Así, en las hexoquinasas de mamí- 
reros y de levaduras se ha encontrado una relación directa 
entre la modificación de los grupos SH y la inactivación de 
-- la enzima (Colowick, 1973). En la glucoquinasa se había 
renostrado una inactivación 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 habían mostrado que reactivos reduc 
r:res de puentes disúlfuros, como DTT y 2-mercaptoetanol, 
rrtuaban como agentes estabilizadores de la glucoquinasa y se 
- abía introducido su uso durante la purificación de la enzima 
Salas et al., 1965; Parry y Walker, 1966; Babul y Niemeyer, 
-166). Los grupos SH de la glucoquinasa podrían participar 
::no residuos catalíticos, o bien como estabilizadores de 
-'a conformación catalíticamente activa. La modificación 
da los grupos tioles ( oxidación o alquilación )
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podría originar un cambio conformacional que, junto con dismi 
r.uir la actividad catalítica, pudiera alterar la conducta ci 
"ética. Por ejemplo, la modificación de un grupo tiol produ 
ce un cambio en las propiedades cinéticas de la fosfofructo- 
quinasa, obteniéndose una enzima desensibilizada frente a la 
inhibición por MgATP (Kemp, 1969). Asimismo, la hexoquina- 
sa C pierde la inhibición por exceso de glucosa al ser modi­
ficados sus grupos SH (Ureta, 1976).

Por actuar como agente estabilizador, la presencia del 
I T T  en la mezcla de reacción puede ser muy importante al tra 
rajar con concentraciones bajas de glucosa, pues en algunas 
condiciones ocurre una inactivación. Así, se había visto 
que el DTT impedía y revertía la inactivación producida a 
rH alcalino (figura 16). También evitaba la inactivación 
a bajas concentraciones de glucosa, observada aún a pH 7,5, 
ron preparaciones de glucoquinasa provenientes de hidroxil- 
ipatita (página 65) . Esta capacidad estabilizadora del DTT 
hacía aconsejable su uso rutinario en el medio de ensayo de 
la enzima. Sin embargo, antes de tomar esta decisión,y en 
vista de todos los antecedentes comentados, pareció necesario 
ieterminar si la presencia de DTT en la mezcla de reacción 
ira capaz de modificar el grado de cooperatividad de la glu 
roquinasa con glucosa.
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El gráfico 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 función de saturación con glucosa de 
una enzima recién preparada que había sido purificada en au­
sencia de agentes reductores. La glucoquinasa usada era ac- 
tivable en un 20% por DTT, lo que indicaba que se había inac 
tivado parcialmente, con formación de puentes disúlfuros.
El paralelismo de las rectas indica que la presencia de DTT 
r.o afecta la cinética cooperativa con glucosa (Cárdenas et 
=1-, 1975). Debido a que el grado de oxidación de los grupos 
rióles parecía afectar la V , pero no el coeficiente de 
Hill, se decidió introducir DTT como componente habitual de 
la mezcla de ensayo. Como el tiempo requerido para la reac­
tivación de la glucoquinasa a 30° es dependiente de la con- 
rentración de DTT, se eligió una concentración de 2,5 mM que 
permitía reactivar en el período de preincubación una enzima 
parcialmente inactivada.

La independencia del grado de sigmoidicidad con respecto 
ti grado de inactivación se vió también en una preparación 
le la etapa de Sephadex que había perdido totalmente su acti^ 
vidad catalítica durante el almacenamiento de 9 meses a 4o.
Al ser tratada con DTT 10 mM durante 18 h aproximadamente, 
la enzima envejecida se reactivó hasta alcanzar un 3,3% de 
la actividad original. En esta condición el coeficiente de
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[Glucosa], mM

-■cgusia 25. Ga á ^ coa dz HdZt dz ¿a {¡uncd-ón dz 4cutuAacÁ.ón con gtuzo¿a zn

—  5ZYicJjl y Zn psie¿zncía dz VTT. La glucoquinasa se preparo hasta la eta-

- í de hidroxilapatita en ausencia de DTT. 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 (O) y en presencia de DTT
2,5 nM ( • ) .

■O) Sin DTT: V = 10,5 nmol/min; n = 1,47; K„ c = 6,4 nM
ti U . D

• i DTT 2,5 nM: V = 12,6 nmol/min; njj = 1,47; Kq 5 = 7,3nM



122

Hill fue de 1,45 y el KQ de 4,2 (Fig. 26). Otros experimen 
ros realizados con enzimas envejecidas dieron resultados ente 
ramente análogos. Concuerda con estos hallazgos la observa­
ción 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 había ya producido supues­
tamente una oxidación de grupos tioles (Heberlein et al. ,
1978; Heberlein, 1979).

Todo hace pensar que, aunque después de la reactivación 
con DTT no se logre la misma conformación nativa, basta que 
ella sea catalíticamente activa para obtener una conducta ci­
nética cooperativa con glucosa.

i Efecto de la concentración de enzima sobre la conducta

cinética de la glucoquinasa

Una condición importante del ensayo,que puede modificar el 
erado de cooperatividad, es la concentración de la enzima. Va 
reaciones en este parámetro pueden producir desplazamientos 
en el estado de equilibrio entre formas enzimáticas con distin 
aa estructura cuaternaria, produciéndose fenómenos de asocia 
:eón-disociación. Estas formas podrían 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. RzactÁvacZón d<¿ Za gZuc.oqu¿naAa. pon. VTT. CaAacteAXAtZaaA 

- f'.ÍZccoA de Zxl znzZma n.<¿a.CitoJadcL. Se uso glucoquinasa en la etapa de 
Sephadex G-100 (método 1; act. esp. original 2 U/mg de proteína) enveje- 
:ita por 9 meses a 4o. La actividad fosforilante de glucosa se determino 
i pH 7,5 mediante el ensayo la.
í\} Cinética de reactivación por DTT. La actividad de una alícuota de 
•-15 mi de glucoquinasa se ensayó a 100 nM glucosa y sin DTT. Al cabo de 

nin (tiempo 0) se agrego DTT a una concentración final de 2,5 (O),
B) o 10 nM (O) y se continuó registrando la formación de producto.

Se estimó la velocidad a distintos tiempos mediante el trazado de las 
ccrgentes a las curvas de progreso respectivas. Control sin DTT (□). La 
actividad basal corresponde a la actividad fosforilante de glucosa de la 
T-acetilglucosamina-quinasa, la cual no es activada por DTT.
I Gráfico de Hill. Una alícuota de la misma preparación anteriormente 
uiza se incubó con DTT 10 nM a 30° por 30min, y se dejó luego a 4“hasta 
*1 día siguiente (18 h). Se ensayó la actividad fosforilante de glucosa 
*- crstintas concentraciones de este sustrato y en presencia de una con­
secración de DTT de 3nM. l̂ ax = 2,8 nmol/min; = 4,2 nM; n̂j =1,45.
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?-ieden autoasociarse y en las cuales las características ciné 
ticas dependen de la concentración de proteína (revisión en 
“rieden, 1971). Es el caso de la fosfofructoquinasa de varios 
tejidos. Así, la enzima de eritrocitos humanos disminuye la 
eooperatividad con el fructosa-6-fosfato al incrementarse la 
concentración de enzima, y se produce una disminución en el 
Iq - (Wenzel et al., 1976). Estas observaciones han sido in­
terpretadas en términos de un modelo de autoasociación que
considera como unidad básica un dímero inactivo (M 190.000),r
el cual por autoasociación originaría formas activas. El 
íructosa-6-fosfato desplazaría el equilibrio hacia las formas 
:ligoméricas (Wenzel et al., 1976).

La cooperatividad podría también ser el resultado de las 
interacciones entre los sitios activos de formas oligoméricas 
ie la enzima, cuya proporción relativa con respecto al monó- 
aero es función de la concentración total de enzima y de la 
nmcentración del sustrato.

Era, pues, importante determinar si los parámetros ciné- 
ncos de la glucoquinasa se veían afectados por la concentra 
non de enzima usada en el ensayo. Este punto era crucial 
-ara la correcta interpretación de futuros experimentos. La 
ligura 27 muestra los resultados obtenidos al estudiar la 
rondón de saturación con glucosa, variando la concentración 
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-íguha 27. Función de ¿aluAaclón de la glucoqulnaóa con glucosa al uj>an. 
-■-•'thenleA concewOuacloneó de enzima.. La glucoquinasa en la etapa de 
--'•-“Celulosa (método I; act. esp. 0 , 6 U/mg de proteína) se diluyó 1 :2 ; 
'.Á; 1:6; y 1:8 en amortiguador Tris-HCl 10 nM, pH 7,0 que contenía EDTA
- =M; DTT 1,0 nM y KC1 0,26 M. Las diluciones se hicieron inmediatamente
ir tes de ser usadas y para cada una de ellas se determinó, en una alí- 
:--ta de 0 , 1 mi, la actividad fosforilante de glucosa a distintas con- 
lentraciones de este sustrato. Se usó el ensayo la, a pH 7,5. En el grá­
fico principal se muestra la velocidad relativa (v / en función de
- :ncentración de glucosa. El gráfico inserto muestra la variación de la

en función de la concentración relativa de la enzima. Se asignó el 
TiLor de 1 a la concentración de enzima resultante de la dilución 1 :8 .
s valores de n^ oscilaron entre 1,41 y 1,61 con un valor promedio de 

-.50. Los valores de K q 5 variaron entre 6 , 8 y 8,0 con un valor promedio
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-etodos de medición 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 concentración de 
enzima dentro de un mismo experimento, con el fin de tener 
estimaciones más precisas de la velocidad. En todos estos 
casos se verificaba que la relación entre velocidad y con­
centración de enzima fuera lineal. El hecho que no se obser- 
~en variaciones en la conducta cinética con la concentración 
ce enzima, concuerda con los resultados que se mostrarán en 
-- capítulo 7, donde no se observan variaciones en el coefi­
ciente de distribución en Sephadex G-200 al variar la concen­
tración de enzima (Figs. 58 y 60).



INTENTOS DE MODIFICACION DE LA COOPERATIVIDAD3.

Se consideraron inicialmente tres posibilidades que dieran 
ena explicación sobre la cinética cooperativa de la glucoqui- 
_.asa con glucosa: i) que el efecto cooperativo fuera la conse 
cuencia de la existencia de un oligómero (compuesto tal vez 
fe dos subunidades), como ocurre en la mayoría de las enzimas 
que lo presentan; ii) que la cooperatividad se debiera a la 
presencia de un segundo sitio de unión del sustrato (sitio 
eiostérico) en la misma subunidad, como se sugiere en el caso 
-e la ribonucleósidotrifosfato-reductasa (ver Discusión, pp. 
1~0~272), y iii) que la enzima pudiera existir en al menos 
--S conformaciones con distintas propiedades cinéticas, como 
parece ser el caso de la hexoquinasa (ver Discusión, pp. 2 81- 
1:3). Tanto las interacciones entre las subunidades como en­
tre los dos sitios de una misma subunidad, así como las propor 
nones relativas de diversas conformaciones, podrían perturbar 
te por diversos tratamientos, como fotooxidación, calentamien- 
:: y presencia de agentes desnaturalizadores. Se pensó que e£ 
tes tratamientos podrían 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 podría, además, aportar información para una inter­
pretación molecular de la conducta cinética de la glucoquinasa.

127
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M) Fotoox idacion

Se sometió a fotooxidación a la glucoquinasa para determi^
--r si la modificación fotoquímica producida podría eliminar

efecto homotrópico aparente de glucosa. Este resultado 
ira probable, ya que a través de la fotooxidación es factible 
Producir cambios en las conductas cinéticas no michaelianas,
: :mo ha sido descrito. Así por ejemplo, en la fosfofructoqui^ 
'¿sa de corazón de oveja, la fotooxidación suprime la cinéti^ 
-i cooperativa con fructosa-6-P y la inhibición por ATP 
Ahlfors y Mansour, 1969).

Al estudiar el efecto de la fotooxidación sobre la activi^ 
:a¿ de la glucoquinasa a pH 7,0, usando como agente oxidante 
- -u1 de metileno, se observó que se producía una inactivación 
re la enzima, proceso que se comportaba como de primer orden 
(Sig. 28a). La sola presencia de azul de metileno 2,16 yM,
: la iluminación hasta por 70 min en ausencia del catalizador, 
-z produjeron inactivación en las condiciones experimenta- 
-es usadas. La presencia de DTT en el medio de ensayo no re- 
rrtió la inactivación.
Al estudiar el efecto de la fotooxidación sobre los pará­

metros cinéticos de la glucoquinasa, se observó que, contra­
riamente a lo esperado, la modificación fotoquímica no logró 
reprimir o disminuir la cooperatividad (Cárdenas et a l .,
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La figura 2 8b muestra los resultados obtenidos al fotooxi_ 
la glucoquinasa por 25 min y estudiar posteriormente la 

r.r.ción de saturación. El paralelismo de los gráficos de Hill 
resultantes muestra que la enzima fotooxidada no modificó sig 
■-ficativamente su coeficiente de Hill, no obstante aumentar 
W. Kq  ̂ de 6,5 a 10,1 mM.

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

Se exploró la posibilidad de usar en estos experimentos 
rlucoquinasa proveniente de otro organismo, cuya cooperati - 
liad pudiera ser alterada más fácilmente. Así, se ensayó 
- -ucoquinasa de rana chilena (C. caudiverbera) , la que resul­
tó ser muy sensible a la fotooxidación en las condiciones 
empleadas. Al ser fotooxidada por 10 min en presencia de 
■pul de metileno, se inactivo en un 89%, lo que impidió estu­
diar la función de saturación. La sola presencia de azul de 
■etileno a esa concentración inactivó considerablemente la 
eizima respecto al control sin azul de metileno y en oscuri -
iad, teniéndose una V de 58%, con un ligero aumento en elmax

I c , pero con mantención de la cooperatividad (Tabla VI).
La glucoquinasa de rana parece ser más sensible a la inac­

tivación por fotooxidación que la isoenzima C de la misma



TABLA V I

z{e.c.to di Za. {oto oxtdaitón ¿ o b u é  Zo¿ pafiá.me.tao¿ ctnóttcoA de.

Za g Z u c o q u t n a A a a

Itr.dición enzimática V
U/0,5 mi

K0.5
(mM)

nH

!-ucoquinasa de rata*
■o tratada 11,92 6,45 1,47
~:rooxidada 1 0 min 6 , 0 2 9,47 1,43
Fitooxidada 2 0 min 3,05 10,14 1,50

, cacoquinas a de rana
tratada 4,55 1,45 1 , 6

- Azul de metileno 10 min 2,54 2 . 0 0 1,4
l:tooxidada 1 0 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. El control corresponde a enzima sin azul de 
retileno y sin iluminación
La enzima provenía de la etapa de purificación de DEAE-celu_ 
losa (método 1). No se usó DTT en el medio de ensayo. Otros 
letalles experimentales en Materiales y Métodos
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importantes para la mantención de una conformación enzimád 
sa activa. Se podría pensar en un residuo histidina, ya que 
se ha descrito en\arias enzimas que el azul de metileno modi^ 
sica este aminoácido (Cohén, 19 6 8) , aunque también, según las 
rendiciones experimentales, puede oxidar otros residuos como
sisteína, metionina, triptófano y tirosina.

En un experimento en que se usó glucoquinasa de rata foto-
sxidada a pH 8,0 con rosa de bengala, colorante que muestra
rran selectividad hacia histidina, tampoco se modificó la
ssoperatividad (n = 1,52), en condiciones en que la VH max
se había reducido en un 50%.

La postulación de un residuo histidina como parte del
sirio activo sería compatible con las variaciones observadas
ei el K y en la V en función del pH, porque ellas su- 0 . 5 max e t c

rieren la presencia de un grupo ácido con un pK de alrededor
pe 7,0.

Efecto del ca 1 en t a mi ento

Variaciones en la temperatura modifican las interacciones 
nirofóbicas de las proteínas pudiendo producirse variacio- 
«es en el grado de asociación y en la estructura conformado 

de ellas. Estos efectos pueden derivar en cambios en 
-:s parámetros 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 (Gerhart y Pardee, 1962) .
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Parry y Walker (1966) habían descrito que el gráfico de 
irrhenius para la actividad glucoquinásica daba una línea 
recta en un rango de temperatura de 5 a 46,5° y que, además, 
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 
Parámetros cinéticos de la glucoquinasa.

Estudios de la función de saturación 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, 
rcmunicación personal), lo que estaría 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 habían afectado la cooperatividad, se pen 
sé que posiblemente una incubación de la glucoquinasa en 
■usencia de los sustratos podría revelar una acción desensi- 
nlizadora. La figura 29 muestra los resultados obtenidos 
el incubar la glucoquinasa por 90 min a 45° y estudiar poste 
nórmente la función de saturación con glucosa a la tempera- 
r _ra habitual del ensayo (30°) .



[ G l u c o s a ] ,  m M

flguAa 29. Gná¿lcoA de HUI de la ¿unción de AatuAaclón con glucoAa de 

i* glucoqulnaAa nativa y calentada a 45°.
Una alícuota de 2,5 mi de glucoquinasa proveniente de la etapa de 

Sephadex G-100 (método 2, act. esp. 2,0 U/mg de proteína), se calentó por 
min a 45° (®) y luego se mantuvo en hielo antes de proceder al ensa- 

r:- Como control se uso la enzima no calentada (O). La actividad fosfô  

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 parámetros 
cinéticos obtenidos fueron los siguientes:
t - GK nativa: V = 11,0 nmol/min; nu = 1,52; K„ c = 6,1 mMH. U,_>
¡C#) GK calentada: V = 5,6 nmol/min; n„ = 1,47; K„ c

rl U.->
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La enzima provenía de una filtración en Sephadex y por 
I: tanto estaba en un medio con fosfato de potasio (10 mM,
■■ 7,0), KC1 (300 mM), EDTA (1 mM) y DTT (1 mM) . El tiempo de 
-~cubación se eligió después de estudiar la cinética de inac­
tivación a esa temperatura, midiendo la actividad remanente 
i dos concentraciones de glucosa, 3 y 100 mM.

El paralelismo de las rectas del gráfico de Hill de la 
ugura 29 indica que la enzima calentada mantiene la cinética 
ncperativa con glucosa, no obstante existir una inactivación 
reí 49% y un aumento en el KQ 5 de 6 ,1 a 9,2 mM. Al estudiar 
-i función de saturación de la enzima calentada, sin agregar 
11? al medio de ensayo (solo lo que aporta la enzima, 0,1 mM), 
—  obtuvieron parámetros cinéticos similares (V = 5,4 nmol/min 
k  = 1,48; KQ 5 = 9,06) .

Efecto del Tritón X-100

En primer término, se ensayó el efecto de diferentes 
r:ncentraciones de Tritón X—100 (detergente no iónico) sobre 
la actividad de la glucoquinasa, con el objeto de determinar 
—va concentración que alterara solo levemente la velocidad 
xixima. La idea era buscar una condición que pudiera supri- 
•b~ít la cooperatividad sin alterar grandemente la actividad 
:atalítica. Se encontró que el Tritón X-100 agregado a 
la mexcla de ensayo a concentraciones sobre 0 ,1 %
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i 0 , 2  a 0,5% ) , aunque tenía un efecto mínimo sobre la 
"elocidad , inactivaba la enzima durante el curso de la reac 
:-5n. El efecto inactivador era especialmente notorio a con­
centraciones de glucosa menores que 8 mM pero muy definido 
■fin a concentraciones de 100 mM.

Se decidió usar una concentración de tritón de 0,1% para 
estudiar la función de saturación con glucosa. A esa concen­
tración, aunque aún persistía a bajas concentraciones de glu- 
*:sa una ligera inactivación después de algunos minutos (6 - 8  

r-'-' era posible tener una estimación confiable de la veloci- 
— La figura 30 muestra los resultados obtenidos. El pa- 
r--elismo de las rectas de los gráficos de Hill indica que la 
■tzima ensayada en presencia de tritón mantiene una cinética
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[Glucosa], mM

-¿jusia 30. Gnd^cot, da HdZl da ¿a función da éatutnacÁ-ón con glucosa, da 

¿i glucoquÁnaAa. an auiancÁa y an pncAancúi da TAdXon X-100 .
La glucoquinasa (método 1, Sephadex G-100, act. esp. 2,9 U/mg de prô  

teína) se ensayo en ausencia (O) o en presencia (@) de Tritón 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 reacción se inicio con la adi 
:ion de la glucoquinasa.

CO) Control: V = 14,1 nmol/min; K = 6,1 mM; n = 1,63U.J ri
• ) Tritón 0,1%: V = 13,9 nmol/min; Kn = 8 , 8 mM; n = 1,57U.j H
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-2.3 debidas precauciones se logra una buena estimación 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 
2 2 , en un porcentaje dependiente de la concentración de urea. 
—  r esta razón, la cantidad de enzima auxiliar usada en cada 
Ensayo, se varió de modo de compensar dicha inhibición.

El gráfico de la figura 31a muestra el efecto de dife­
rentes concentraciones de urea sobre la actividad fosforilan 
2 2 de glucosa, medida a 2 y 100 mM e iniciada con la adición 
re este sustrato. Puede observarse que existe una disminu- 
:-5n marcada de la actividad, de modo que a una concentración 
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 ilustra otro experimento, 
en el que se usan concentraciones mayores de urea y en el que 
- 2  reacción se inició con la adición de ATP. Se aprecia que 
2on urea 2 M y glucosa 100 mM se tiene un 11% de la actividad 
2 21 control (Cárdenas et al., 1975; 1979). Si la concentra 
rión de urea se eleva a 3 M la actividad no es mayor que un 
:í . Resultados similares han sido obtenidos con glucoquinasa
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I ziguAa 31. E{¡e.cXo de ¿a uA<¿a t>obne. ¿a. actividad de. Ia glucoquÁnaACL. Se)■: asó glucoquinasa en la etapa de purificación de Sephadex G-100 (método 2; |aat. esp. 5,1 U/mg de proteína). La actividad se midió a pH 7,5 mediante 
ensayo la, en presencia de diferentes concentraciones de urea (solu- 

| :ión recien preparada). El sistema se preincubó 3 min antes de iniciar 
la reacción con la adición de glucosa (a) o de ATP (b).

la % de actividad de 8,0 mU de glucoquinasa ensayadas con glucosa 2 irM (O) 
f » con glucosa 100 nM (O) .
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 exploró el efecto de concentraciones mayores 

-rea sobre la actividad glucoquinásica. Con el objeto de 
-ayar la acción desnaturalizadora sobre la enzima auxiliar, 
estos experimentos se realizó la reacción glucoquinásica 
ausencia de glucosa-6 -fosfato-deshidrogenasa, y después se 
--Ó el éster formado, por medio de la enzima auxiliar. La 
:coquinasa se incubó a pH 7,5 durante 5, 10 y 15 min, a 
",5 y 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 alí_ 
ras, que se diluyeron 1 0 veces en la mezcla de reacción 
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 diseño en que se usó urea 3 M, la actividad 
alrededor de un 5% del control, como cuando se registra 
forma continua la formación del glucosa-6-fosfato. Maccioni 
~5) tuvo resultados semejantes.
La inhibición por urea parece ser inmediata, dentro de 
límites del procedimiento de medida de la actividad enzi- 

:ca; además, parece ser revertida en forma instantánea, al 
minuir la concentración de urea. Así, la tabla VII muestra 
resultados de dos experimentos con registro
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TABLA V I I

Electo dz Za. adición dz u/iza du/uxntz zt zn¿ayoa

Exp. Urea
M

Actividad
nmol/min

Actividad
relativa

1 0 1,71; 1,70 1

0,91 0,70; 0,68 0,41

2
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 (o agua) a los 500 yl inicia­
les y se continuo el registro durante 20 a 25 min. La glucoquina- 
sa provenía de la etapa de Sephadex (método 2) y la actividad se dj2 

termino mediante el ensayo la, pH 7,5, con glucosa 2 mM. La activi 
dad promedio de los 4 ensayos antes de la adición de urea o agua fue 
2,19nmol/min (intervalo 2,00 - 2,29) en el Exp. 1 y l,6 nmol/min 
(intervalo 1,55 - 1,65) en el Exp. 2.
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espectrofotométrico continuo en los que la adición de urea 
{',91 M final) al medio de reacción en que está funcionando 
-a enzima (sistema completo) provocó en forma inmediata una 
inhibición. La magnitud fue semejante a la que se hubiera 
:rtenido en un ensayo como el de la figura 31, en que la urea 
se agregó 3 min antes de iniciar la reacción con glucosa o 
::n ATP. La Tabla VIII muestra los resultados de otros dos 
experimentos en los que la mezcla de reacción con glucoquina 
ü  (450 yl), pero sin glucosa (Exp. 1) o sin glucosa y sin 
■--T? (Exp. 2), se incubó durante tiempos variables en presen­
ta de urea 1,11 M. Al añadir glucosa (2 mM final) o gluco­
sa (2 mM final) más ATP (5 mM final), según el caso, se ini­
ció el aumento de la absorbancia después de un pequeño retar 
a:, retardo que es igual al de los controles preincubados sin 
-rea. Los valores finales fueron independientes del tiempo 
ie preincubación con urea y similares a la fracción de veloc^ 

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

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

variables. Estabilidad de la enzima en presencia de uAeaa

TABLA V I I I

Exp. Preincubación 
min

Actividad
nmol/min

Actividad
relativa

Registro de la 
curva de pro- 

greso-k 
min

0 0,52 — 80
15 0,55 - 65

1 30 0,53 - 50
60 0,51 — 2 0

oc 1,52 1 2 0

0 0,64 0,42 32
2 15 0,54 0,36 2 0

30 0 , 6 8 0,45 16

La enzima se preincubo a 30° en la mezcla de ensayo sin glucosa (Exp.
1) o sin glucosa y sin ATP (Exp. 2), en presencia de urea 1,11 M o en 
su ausencia. Después de los tiempos indicados, se iniciaba la reacción 
con glucosa 2 mM (Exp. 1) o con glucosa 2 mM más ATP 5 mM (Exp. 2). La 
concentración 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 80 min. Este hecho es muy reproducible. En efecto, en 
ios diferentes experimentos realizados con urea presente en 
el ensayo, se observó estabilidad por tiempos prolongados 
20 min), aún a concentraciones pequeñas de glucosa (1 mM) 

y altas de urea (2 M), a diferencia de lo que ocurrió en los 
experimentos con tritón, en que había inestabilidad durante 
-- ensayo. Una posible causa de la inestabilidad en presencia 
-e tritón podría serla baja concentración de DTT usada (0,lmM), 
er. contraste con la mayor concentración (2,5 mM) usada con urea.

En otro conjunto de experimentos (tabla IX), la prepa­
ración enzimática se mezcló con soluciones frescas de urea 
preparadas en amortiguador Tris 10 mM, pH 7,5, de manera de 
tener concentraciones finales de urea de 1, 3 u 8 M y se in- 
rubó a 30° durante 20 ó 30 minutos. Transcurrido este tiem­
po se retiraron alícuotas y se midió la actividad con gluco­
sa 100 mM, mediante el ensayo la a pH 7,5. La dilución 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 concentración de urea de 8 M en el ensayo se tiene, 
romo dijimos anteriormente, una completa inactivación, aún 
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 acción de unea ¿obne la glucoquinaba. Efecto de la 
pnelncubaclón de la glucoqulnaóa con anea ¿obne la actividad medida 

áltenlo Amente a una concentnaclón menon de aneaa

Exp
PREINCUBACION
. Tiempo 

min
Urea
M

Urea
M

ENSAYO
Actividad
nmol/min

Actividad
relativa

2 0 0 0 4,82 1
1

2 0 1 0,05 4,97 1,03

30 0 0 2 , 6 8 1
2

30 3 0 , 8 1,51 0,56

30 0 0 0,58 13
30 8 0 , 8 0,32 0,55

~ La preincubacion de la glucoquinasa se hacía a 30° en amortiguador 
(cris 10 mM, pH 7,5), o en presencia de urea, preparada en el mismo 
amortiguador, sin otros componentes que los que aporte la preparación 
¿climática (método 2; Sephadex). Una alícuota 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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acción de la urea, reversibilidad que el registro espectro- 
íotométrico muestra como casi instantánea. La actividad fi­
nal corresponde, con mucha aproximación, 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, 3 y 8 M sería completamente 
reversible, pues al diluir la urea se llega al efecto corres 
pondiente a la concentración final de la urea obtenida. Por 
extrapolación, puede postularse que si se eliminara por com­
peto la urea (por diálisis o filtración en geles, por ejem­
plo) , se debería recuperar la actividad total de la glucoqoi 
rasa.

Pilkis (1972) sostiene que la incubación de la glucoquina 
sa de rata con urea 1, 2 y 3 M por 5 minutos en ausencia de 
rlacosa produce 25, 75 y 90% de inactivación, respectivamente, 
la presencia de glucosa 1 M impediría esta inactivación, pero 
ce sería efectiva a una concentración de urea de 4 M, en que 
la inactivación sería de casi un 100%. Como no da ninguna 
descripción 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 inhibición por urea, como ya se señaló, aumenta al dis 
minuir la concentración de glucosa, lo que indica que, además 
ae afectarse la actividad catalítica, podrían modificarse pa­
rámetros cinéticos como K y n . Con el objeto de analizar 
este aspecto, se estudió la función de saturación 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 pequeña inactivación (alrededor de 10%) o una 
inactivación considerable (alrededor de 50%). Los gráficos 
ze Hill de la figura 32a muestran un experimento en q ue se 
isó urea 0,2 y 1,0 M. Se observa un aumento del KQ 5 desde
—i valor 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 
®i coeficiente de Hill, el cual conserva valores similares 
al control.

La inhibición de la actividad es una función de ambos cora 
ponentes del sistema, glucosa y urea, pero, aunque se aumente 
-a concentración de glucosa hasta 200 mM, se observa siempre 
—.a menor actividad que depende de la concentración de urea 
presente. La velocidad máxima, en efecto, es disminuida por 
la urea, lo que se ilustra en la figura 32b con un experimen
te diferente del de la figura 32a, donde también se había he­
cho la misma observación.
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W^una 32. Batato dz la unza ¿obnz la {¡unción dz ¿alunación dz la gluco- 
||£i.:_/!£t6a con glucosa. Se uso la misma preparación de enzima que en la 
Pxgura 31. La actividad se ensayo a diferentes concentraciones de glucosa 
■ - a 200 nM) en ausencia o en presencia de urea, mediante el ensayo la a 
Pff 7,5 .

Gráficos c¡e Hill. La reacción se inicio con la adición de ATP. 
i: Sin urea: V = 12 nmol/min; nR = 1,46; kq 5 = 8 >6 nM
f_) Urea 0,2 M : V = 10,9 nmol/min; nR = 1,44; Kq . 5 = 10,1 nM
—  Urea 1,0 M : V = 7,0 nmol/min; nR = 1,36; KQ  ̂ = 15,8 nM
f Gráficos de Eadie-Hofstee. La reacción se inicio con la adición de
glucosa.

I - Sin urea: V = 4,24 nmol/min; n^ = 1,58; K q  5 = 8,7
!• Urea 1,0 M: V = 2,40 nmol/min; nR = 1,47; K q . 5 = 17,4
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En el caso de enzimas oligoméricas el tratamiento con urea 
.'a resultado un procedimiento efectivo para suprimir o dismi­
nuir la cooperatividad. Un ejemplo clásico es el de la asparta 
no transcarbamilasa, cuya incubación 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 pequeña concentración 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 función de saturación (Meunier et al., 1974). En contrapo 
3ición con nuestras observaciones con glucoquinasa, llama la 
atención que a esa concentración de urea hay una marcada inac 
aivación de la hexoquinasa L^, que se puede estimar en un 40%
33 la velocidad máxima en la figura 10 de Meunier et al.(1974) .

=J Comentario general

Se estudió el efecto del tritón y de la urea sobre la glu 
::quinasa, debido a que estos agentes producen un desplegamien 
te de las cadenas polipeptídicas y, en el caso de estructuras 
:-igoméricas, una disociación en subunidades. Si la glucoqu^ 
'-asa existiera en más de una conformación enzimática, esos 
3 rentes podrían 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 acción se indujera una nueva conformación, todavía catal_í 
ricamente activa, pero que no presentara cooperatividad ciné 
rica con glucosa. De igual manera, la modificación química 
re algunos residuos de aminoácidos de una enzima, además de 
poder interferir directamente en la catálisis, puede produ- 
rir alteraciones conformacionales del sitio catalítico o de 
regiones alejadas de él, que se traduzcan en efectos simila­
res a los del tritón y la urea. Asimismo, el calentamiento 
re una enzima, si bien puede ocasionar una desorganización 
rcmpleta de la molécula, con pérdida total de la actividad 
:atalítica en determinadas condiciones experimentales (nivel 
re temperatura, composición del medio), puede también afectar 
solo ciertos dominios de la proteína y originar alteraciones 
ronformacionales que lleven a una inactivación parcial, con 
consecuencias semejantes.

Desde el punto de vista cinético esas alteraciones confor 
"acionales pueden expresarse, como modificaciones de los pará 
retros cinéticos V , _ y 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, según se detalló, los resultados entregan
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una conclusión general similar. Al someter la glucoquinasa
a la acción de tritón, calor, fotooxidación o urea, se pro-
lucen alteraciones importantes en la actividad enzimática,
que implican disminución en la velocidad máxima y aumento
iel Kq  ̂, pero no modificaciones significativas del coeficien
re de Hill. Las alteraciones en el señalan que todos
los tratamientos, en las condiciones empleadas, además de con
rucir a una posible inactivación total de una fracción de las
moléculas de enzima, que podría ser la causa de la disminución
le V , producen modificaciones en la conformación de molé- m a x

rulas de la glucoquinasaque retienen actividad total o parcial.
Una situación semejante ocurrió también al variar la compo­

sición del medio en cuanto a concentración de DTT, pH y fuerza 
sínica, como se analizó en el capítulo 2 .

Los experimentos con agentes desnaturalizadores durante el 
ur.sayo presentan, sin embargo, una complicación en su interpre­
tación, pues la inactivación que ocasionan varía en magnitud 
re acuerdo a la concentración de sustrato presente, debido a 
la acción estabilizadora de éste. Así, podría ser que la urea 
: el tritón logren desensibilizar a la glucoquinasa, es decir, 
supriman la condición molecular responsable de la cooperativi- 
rad . Sin embargo, como la inactivación es mayor a bajas concentra 
siones de glucosa, puede producirse una aparente cooperatividad 
r;e enmascare la desensibilización. La constancia del valor del
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coeficiente de Hill a pesar de los cambios de la V y delmax
Kq ̂  / hace pensar que la urea y el tritón no interfieren en
si mecanismo responsable de la cooperatividad en la enzima 
nativa. Es decir, no solo se mantiene la cooperatividad si­
no que además el grado de ella es esencialmente igual al de 
_a enzima nativa, lo que no sería de esperar si la cooperati 
vidad fuera el resultado de una inactivación diferente a ca­
ía concentración de glucosa y a cada concentración del agen- 
re. Una manera de poner a prueba esta situación sería buscar 
_na condición 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 
“erá en el capítulo 4, a bajas concentraciones de MgATP se logra 
-r.a cinética michaeliana con glucosa, de modo que esa sería 
-ta buena condición experimental para estudiar el efecto de 
-rea, que todavía no se ha explorado.

Se puede postular, entonces, que la urea y el tritón, lo
r_smo que otros agentes y condiciones estudiados (calor, fo-
t:oxidación, oxidación de puentes disulfuros, fuerza iónica,
?E), puedan alterar la conformación general de la glucoquina
ir, lo que se manifiesta a nivel del sitio catalítico por un
iumento del (excepcionalmente, disminución) y por una
disminución de la V . Esta alteración, sin embargo, nomax
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-r.terferiría en el efecto específico de la glucosa, que po­
dría consistir en la inducción de un cambio conformacional 
responsable de la conducta cinética cooperativa, como anali 
raremos en la D i s c u s i ó n .

La susceptibilidad de los parámetros Kq  ̂ y Vmax a experi^ 
rentar cambios frente a variaciones en las condiciones del 
reiio de reacción en que se ensaya la glucoquinasa o frente 
a pretratamientos de ella, contrasta con la constancia del 
deficiente de Hill en las mismas condiciones. Parecería 
rae la conducta cinética cooperativa está muy ligada a la ac 
rividad catalítica, 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 
rirecería estar estrechamente ligada al ciclo catalítico.



D E P E N D E N C I A  D E L  E F E C T O  C O O P E R A T I V O  R E S P E C T O  A  L A  

C O N C E N T R A C I O N  D E  M g A T P

Puesto que la glucoquinasa aparecía como una prote:£na mo 
"omérica (ver más adelante), se decidió explorar si el meca­
nismo cinético de la enzima pudiera dar cuenta de la sigmoi- 
rícidad observada. Ferdinand (1966) había propuesto una ex­
plicación para el fenómeno de cooperatividad en una reacción 
liBi, basada en el mecanismo cinético de la reacción, que no 
requería interacción de subunidades (ver D i s c u s i ó n  ) y en la 
::al el grado de cooperatividad con respecto al sustrato va­
riable dependería de la concentración del sustrato fijo. Pa 
reció pues importante pesquisar si el grado de cooperatividad 
:e la glucoquinasa con glucosa era dependiente de la concen­
tración de MgATP. Los primeros intentos, en los cuales se ex 
ploró un rango de concentración que iba desde los valores 
cercanos a la hasta concentración saturante, mostraron
-r.a aparente independencia del grado de cooperatividad con 
respecto a la concentración de MgATP. No fue posible en esos 

(experimentos explorar concentraciones más bajas de MgATP por 
ira disponer de una enzima lo suficientemente activa como para 
cotener resultados confiables en los ensayos en que se emplea 
a n  las concentraciones menores de glucosa y de MgATP. Sin 

|encargo, algún tiempo más tarde se repitieron estos experimen 
i tes con preparaciones de mayor actividad específica y se pu­
nieron explorar concentraciones de MgATP tan bajas como 0,1

155
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veces la K . Se observó que el grado de cooperatividad depen 
lía de la concentración del sustrato nucleotídico. En los 
ensayos debieron emplearse diferentes cantidades de glucoqui_ 
■'•asa, por lo cual las velocidades se normalizaban tomando co 
r;o referencia la cantidad menor de enzima. Algunos puntos 
experimentales se determinaban con dos cantidades sucesivas 
re enzima y una vez normalizados no diferían entre sí más 
que los duplicados de rigor. Pudo demostrarse que el grado 
re cooperatividad dependía de la concentración del sustrato 
rrcleotídico (Cárdenas et al., 1977; 1979). En los gráficos 
de Hill de la figura 33 se ilustra un experimento en que se 
reterminaron los parámetros cinéticos con ATP 5 mM y ATP
11,05 mM. Con la concentración saturante de ATP (5 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 
rrón de saturación hiperbólica (nu = 1,0) con Kn c igual a 
3,7 mM. Storer y Cornish-Bowden (1976b) comunicaron también 
—' descenso del nu al disminuir la concentración de ATP, pe-n
re no exploraron un intervalo amplio de concentraciones de 
r:do que no alcanzaron a observar valores de nu de 1,0, sin
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 la 
: :ncentración de ATP. Así, a una concentración de 10 mM se
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migutia 33. GKd^leo^ de de. £a fiuncZón de. ¿atuAacZón pa-
glucosa a do¿> co ncentAac-íoneA de MgATP. La glucoquinasa, 

?c rveniente de la etapa de purificación de sefarosa (método 
. act. esp. 25 U/mg de proteína) , se ensayó a diferentes cori 

I;"traciones de glucosa en presencia de ATP 5,0 mM ( O )  ó 
I. .5 mM ( ® ) . La actividad enzimática se determinó a pH 8,0 

:iante el ensayo la. La mezcla de reacción difería de la 
i«bitual en la concentración de algunos componentes y conte- 
i-~- en un volumen de 0,5 mi: amortiguador Tris-HCl 80 m M , 
i:: 100 mM; EDTA 0,1 m M , DTT 2,5 m M , NADP 1 m M ; glucosa-6- 
■ ■;rato-deshidrogenas a 0,64 U/ml; M g C ^  en concentración de 
- i:l en exceso sobre la concentración de ATP; ATP 0,05 ó 5 
Pü: glucosa 0,5 a 100 mM y glucoquinasa (2 a 15 mU ) . El si£ 
lema se incubó por 3 minutos antes de iniciar la reacción 
In la adición de glucoquinasa. Los parámetros obtenidos 
Ixeron :
I
IC ) ATP 5,0 m M : n = 1,5; Kn c = 5 , 0

ti U. j
• ’ ATP 0,05 mM: nR = 1,0; KQ 5 = 3,7
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tiene un valor de 2,3 que disminuye a 1,8 a una concentración 
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- 
:ión de MgATP por debajo de 1 mM, disminuyen tanto los valo­
res de K como los de n . La función de saturación se hace 

U . D H

hiperbólica a una concentración de MgATP de alrededor de 
1 ,2 (0,2 mM) . A altas concentraciones de MgATP ambos pará
tetros, n^ y KQ , tienden a permanecer constantes. En más 
fe una oportunidad el n obtenido a baja concentración de 
HrATP fue menor que 1,0. Esto es interesante porque al simu­
lar el modelo III (ver Discusión) ocasionalmente también se 

icotenían valores de nu menores que 1,0. Cabe destacar que 
conjuntamente con hacerse hiperbólica la función de satura­
ción, el Kq  ̂ 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 y el aumenta al disminuir la concentración
fel sustrato nucleotídico (Niemeyer et al., 1978; Monasterio, 
19-0) . Una situación semejante se observa con fructosa (es- 
ce Tesis, id). Los resultados concuerdan en general con las 
proposiciones de Ferdinand, aunque no alcanzó a observarse una



159



160

inhibición por MgATP como podría esperarse de su modelo. 
-1 efecto de la concentración de ATP es de importancia pa­
ra la interpretación de la cinética cooperativa de la glu- 
coquinasa, por lo que será discutido más adelante, en re­
lación a los modelos propuestos para explicarla ( ver Dis- 

:  j s i o n  )  .
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-cguna  3 5 .  Gnd^lcoA de. doblcA ncclpnocoA pana, la I n h i b i c i ó n  
la g l u c o q u l n a A a  pon  W- a c c t l l g l u c o ¿ a m i n a. En el gráfico 

re la derecha (b) se elevaron las concentraciones de glucosa 
¿1 exponente n^ correspondiente a cada concentración de N- 
scetilglucosamina. La actividad fosforilante de glucosa se 
reterminó a concentraciones variables de este sustrato (1 a 
-.3 mM) en presencia de diferentes concentraciones fijas del 
innibidor N-acetilglucosamina. La glucoquinasa (5 a 15 mU;

mM Glc, mM

( •) ooo 7,5 1,50
(o ) 0,19 11,5 1,44
( ■) 0,38 16,5 1,43
(□) 0,76 24 1,42
( O ) 1,52 36 1,41
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fijas de glucosa. Los resultados se muestran en el grá­
fico de Dixon de la figura 36, donde se coloca el valor re­
cíproco de la velocidad en función de la concentración del 
inhibidor. Las líneas aparentemente rectas obtenidas a con­
centraciones de glucosa sobre 4 mM, se cortan en el cuadran­
te izquierdo superior e indican que la inhibición por N-ace_ 
tilglucosamina es linealmente competitiva con glucosa, con 
una K¿ de 0,14 mM. De experimentos realizados con otros pro­
pósitos se pudieron tener valores de muy semejantes (0 , 1 1  

a 0,13 mM). Aun más, con una preparación obtenida con el 
Método 1 y haciendo los ensayos a pH 7,5, también la fue 
igual, 0,15 mM. Estos valores son ligeramente inferiores a 
los descritos anteriormente, 0,38 mM (González et al., 1967) 
y 0,5 mM (Walker y Rao, 1963; Salas et al., 1965 ; Parry y 
Walker, 19 6 6) .

Sin embargo, al realizar los estudios con muy bajas con­
centraciones de glucosa (=í 2 mM) , los gráficos de Dixon no 
son lineales, sino curvos, con una concavidad inferior, reme 
dando en cierta forma una inhibición competitiva parcial. Es_ 
to puede apreciarse en el recuadro de la figura 36 , donde 
con línea continua se muestra el total de los datos obtenidos 
con glucosa 2 mM, ilustrado sólo parcialmente en el gráfi­
co principal y, con línea cortada, los datos obtenidos en o- 
tro experimento a esa misma concentración de glucosa. La no 
linearidad en la inhibición por N-acetilglucosamina a baja 
concentración de glucosa puede apreciarse muy bien en la
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zlgusta. 36. Gn.d{¡lco de Vlxon de la Inhibición pon. N-acetll- 
2 cucoA amina de la glucoqulnaAa. La actividad fosforilante 
de glucosa se determino a distintas concentraciones fijas de 
este sustrato: 2 (O), 6 (□), 10 ( <̂> ) y 20 (@) mM, en pre­
sencia de concentraciones variables del inhibidor N-acetilgl_u 
cosamina, según 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 proteína) se midió a pH 8,0 mediante el ensayo la, y 
la reacción se inició con la adición de glucosa. Los resul­
tados se normalizaron a la actividad de 6,5 mU de enzima. En 
el gráfico inserto, con línea continua se muestra el resulta 
do obtenido con glucosa 2 nM en presencia de concentraciones 
de N-acetilglucos amina hasta 2 mM, de las cuales en el gráfi^ 
co principal aparecen solo hasta 0,38 mM (flecha en el grá­
fico inserto). Con línea 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 y 0,6 mM).

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

Otra observación que parece ser de interés es que en el grá 
fico de Dixon en que se utilizan concentraciones muy bajas de 
glucosa, las pendientes de las tangentes trazadas a concentra 
ción cero del inhibidor son mucho menores que las esperadas 
del valor de la constante de inhibición , calculada ésta 
con las concentraciones de glucosa habitualmente usadas (aire 
dedor del KQ ,. ) . Esta situación 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 sugeriría la aparición de un componente aparentemente 
incompetitivo. En otras palabras, la N-acetilglucosamina de 
bería estar interactuando con más de una forma de enzima, 

con distintas afinidades y cuya proporción relativa sería de 
pendiente de la concentración de glucosa. Como discutiremos 
más adelante, en virtud de nuevos experimentos (ver Discusión),
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[N - Acetilg lucosam ina j, mM

Flguaa 37. Gad{¡lco de Vlxon de la Inhibición pon. M-acetllglu 
coi>amina a bajai concentraciones de glucosa. La glucoquina- 
sa proveniente de la etapa de purificación de Sephadex G-100 
(método 2; act. esp. 2 , 8  U/mg de proteína) se ensayo a concen 
traciones fijas de glucosa, en presencia de concentraciones 
variables de N-acetilglucosamina según 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 (O) y 2 mM (□). Los resultados 
se normalizaron a la actividad de 1 0 0 mU de glucoquinasa.
b) 130 mU se ensayaron a concentraciones de glucosa de 0,1 
( O ) y 0,2 mM ( ® )
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es posible postular que la enzima inicialmente presente (Ej) 
genera una nueva forma de enzima ( E j j ) al interactuar con 
glucosa, y que ésta persiste un cierto tiempo al liberarse 
del complejo enzima-glucosa. La figura 38 esquematiza esta 
situación. La nueva forma E j j  sería la predominante en pre­
sencia de elevadas concentraciones de glucosa, alrededor del 
Kq _ 5 o superiores, y tendría una alta afinidad por N-acetil_ 
glucosamina, es decir, vina muy baja K¿. Esta nueva forma E j j  

correspondería a la "forma activada" de la glucoquinasa, con 
mayor afinidad por glucosa, que da origen a la cinética sig­
moidea con glucosa y con mañosa y que analizaremos en detalle 
en la Discusión. En las condiciones en que se realizaron los 
experimentos de las figuras 35 y 36 , se estaría visualizan 
do la inhibición competitiva con la forma E j j . Mientras me­
nor es la concentración de glucosa, mayor es la proporción 
de la forma Ej, que tendría menor afinidad por N-acetilglu_ 
cosamina y, por lo tanto, una constante de inhibición (K^) ma 
yor. En las condiciones de los experimentos de la figura

coexistirían Ej y E j j , y se pondrían de manifiesto tan­
to K\ como K 7., lo que hace aparecer la inhibición como de ti_ 
po mixto. El aparente componente incompetitivo correspondería 
a la expresión de K\ de la forma Ej.

Otra manera de analizar la interacción entre glucosa y 
'•-acetilglucos amina a bajas concentraciones de glucosa se i- 
lustra en la figura 3 9 , donde se relaciona el valor del
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F¿guA.a 38. ModcZo pAopuato pcuuz ¿a ZnteJuiccZón de Za gZucoquZnaAa con 

~cuco¿cl tj con M-a.ccZZtgZu.co i covcnci. El círculo (conformación Ê ) repre­
senta el estado conformacional predominante de la glucoquinasa en ausen­
cia de ligandos. El cuadrado (conformación E^) corresponde al estado in­
ducido por glucosa (G) o N-acetilglucosamina (N). K-¡_ = k_y/ky; KV-k_5/ks;

4  = W k _6 ; 4  = k2/k-2 5 KT = k4/k-q 5 Ki < K'i ? 4 ~ KT>KT *
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F¿guA.a 39. Edicto de Za coneent^LaeZón de gtueo¿a kobfie ¡La. 

ZnkZbZcZdn fietatZva poA U-aeetZlgtixeoiamZna.. La glucoquina 
sa (método 2; etapa Sephadex; act. esp. 2,8 U/mg de proteí­
na) se ensayo a concentraciones variables de glucosa en au­
sencia (v ) y en presencia de distintas concentraciones fi­
jas de N-acetilglucosamina (v^) . La actividad fosforilante 
de glucosa se determino a pH 8,0 mediante el ensayo la. La 
reacción se inicio mediante la adición 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 ensayó a 
0,2; 0,6; 2; 3 y 6 mM glucosa, en ausencia (v ) Y en presen­
cia de las concentraciones de N-acetilglucosamina indicadas 
en la figura (v ̂ )
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cuociente de las velocidades en presencia (v^) y en ausencia 
(v ) del inhibidor con la concentración de glucosa, a concen 
traciones fijas del inhibidor. En 39a se observa el hecho pa 
radójico que la inhibición relativa ( v V  ) por N-acetilgluco 
samina 0,38 mM (2,7 veces ) se hace mayor a medida que aumen 
ta la concentración de glucosa desde 0,1 hasta 2 mM. En la 
figura 39b se presenta una familia de curvas, que muestra el 
mismo fenómeno al utilizar un amplio rango de concentraciones 
de N-acetilglucosamina. De nuevo hay indicación, entonces, de 
que a bajas concentraciones de glucosa, la N-acetilglucosamina 
es menos eficiente como inhibidor. Al incrementar la concen­
tración de glucosa por encima de 2 a 3 mM se empieza a obser­
var lo típico de una inhibición competitiva, es decir, va dis­
minuyendo la inhibición por N-acetilglucosamina a cualquiera 
concentración del análogo.

Los efectos recíprocos de la glucosa y de la N-acetil- 
glucosamina en su interacción con la glucoquinasa pueden 
interpretarse como una acción cooperativa de la glucosa, 
pues a medida que aumenta su concentración dentro de 
ciertos límites, favorece la acción inhibitoria del análogo. 
El fenómeno también puede describirse como una inhibición 
cooperativa de N-acetilglucosamina cuando la concentración 
de glucosa es baja, lo que se ilustra muy bien en la figura 
40a. Esta corresponde a dos experimentos realizados a pH
7,5 con una preparación 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.tllg luco ¿amina ¿obre la actlvl 
dad de la g luco quina* 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 proteína) 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 enzimática se determino a pH 7,5 mediante el en 
sayo la. La reacción se inicio por la adición de glucosa.
b) Los datos corresponden al experimento descrito en la figtj 
'a 37a y las concentraciones de glucosa son: 0 , 2  (o); 0,6(0) 
y 2 mM ( □ ) .
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prácticamente no hay inhibición hasta una concentración de 
N-acetilglucosamina de 4 mM (> 25 veces K^) . En el otro expe­
rimento, realizado con glucosa 1 mM, la meseta ha disminuido 
de tamaño, pero incluso se observa una pequeña activación (1 0 %) 
con las concentraciones más bajas de N-acetilglucosamina. Esta 
observación recuerda los aumentos de actividad producidos por 
inhibidores competitivos en enzimas oligoméricas, aunque en es­
tos casos las activaciones suelen ser iguales o superiores al 
100% (Monod et al. , 1965). En la figura 40b se presentan expe­
rimentos hechos a pH 8,0 con glucoquinasa purificada por el 
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
bición 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 interacción de N-acetilglucosa 
nina y glucosa con la enzima, más allá de la competencia por el 
3 itio catalítico, se expresa también mediante otros resultados, 
que muestran una disminución de la sigmoidicidad de la función 
ie saturación con glucosa al aumentar progresivamente la concen 
cración del análogo. En efecto, en la figura 41 puede observar­
se que a medida que aumenta la concentración de N-acetilgluco­
samina, aumenta el K Q para glucosa y disminuyela pendiente 
ie los gráficos de Hill. Llega a hacerse hiperbólica la función 
ie saturación (nfí = l,0) cuando la concentración de N-acetilglu­
cosamina es 10 mM (alrededor de 70 veces Ki) . La figura 42
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[Glucosa] m M

:¿guAa 41. Gsiá{¡¿co¿ cíe Hlll en pn<¿¿tnc.ia cíe cU¿t¿nta-í> concen 
tA.ac¿one.¿ cíe N-CLC.íiyíZgZLLC.O&CLtnÁ.nCL. La actividad fosforilante 
de glucosa se determino a concentraciones variables de este 
sustrato (1 a 400 mM) en presencia de diferentes concentracio 
nes fijas del inhibidor N-acetilglucos amina , según se muestra 
en la figura. La glucoquinasa, 4 a 8 mU (método 2; etapa 
Sephadex; act. esp. 4,1 U/mg de proteína) se midió a pH 8,0 
mediante el ensayo la. La reacción se inicio con la adición 
de glucosa. Los parámetros cinéticos se obtuvieron mediante 
el programa de mínimos cuadrados que ajusta la ecuación direc 
ta y fueron: GlcNAc

mM
K0.5

Glc, mM
nH

0 5,2 1,52
0,36 14 ,5 1,35
0,96 23 1,33

00es 58 1,21
5,6 115 1,13

Oo 268 1,03
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Fcgusia 42. Recamen dzt de ¿a W-ace.t¿lgluco¿am¿na ¿o-
^te ZoA paH.dmztfio¿ (i.-LnCZZc.o-5 5 í/ ^ . Se promedio el resul
--do de dos experimentos, uno de los cuales es el que se mos­
tró en la figura 41, donde se describen las condiciones expe­
rimentales usadas (De Cárdenas et al., 1979).
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muestra la variación en sentido opuesto que experimentan los 
parámetros K y nn en función de la concentración de N-ace- 
tilglucosamina.

El hecho que los gráficos de la figura 35 sean parabólicos, 
no obstante la presencia de N-acetilglucosamina (hasta 10 veces 
la K̂ ), se debe a que la concentración del inhibidor no es lo 
suficientemente grande para producir una disminución signifi­
cativa en el coeficiente de Hill.

El cambio de los parámetros cinéticos inducidos por N-ace­
tilglucosamina da cuenta de las curvas de inhibición ilústra­
las en la figura 39, pues existe una muy buena correspondencia 
entre la curva calculada de acuerdo con los parámetros cinéti­
cos (K Q 5, nH) y los valores experimentales. Sin embargo, los 
cálculos basados en los valores de estos parámetros predecían 
-ina franca estimulación a muy baja concentración de glucosa, 
que no se observó experimentalmente. Una posible interpreta­
ción de esta discordancia, en las concentraciones muy bajas de 
rlucosa, radicaría en el hecho que páralos cálculos se tomaron 
los parámetros cinéticos para cada concentración 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 
la inhibición como el efecto paradójico observado a las con­
centraciones bajas de glucosa, podrían ser el resultado de dos 
efectos opuestos operando en forma simultánea: por una parte, 
la inhibición competitiva y, por otra, un cierto grado de 
activación de la enzima.
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b) Efecto de mañosa

La mañosa, sustrato alternativo de la glucoquinasa, había 
sido descrita como inhibidor competitivo respecto a glucosa 
en la reacción de fosforilación catalizada por glucoquinasa 
(Salas et al., 1965; Parry y Walker, 1966; 1967). El gráfico 
de dobles recíprocos de la figura 43 confirma estos resultados, 
aunque en nuestros experimentos se observan las curvas de con 
cavidad superior típicas de la sigmoidicidad de la función de 
saturación con glucosa. En efecto, a distintas concentracio­
nes fijas de mañosa, se observa un aumento del K _ para glu

VJ a D

cosa sin cambio en la V . En el recuadro de la figura 43 
se emplea el procedimiento de linearizar las curvas del grá­
fico de dobles recíprocos, elevando la concentración de glu­
cosa al exponente de Hill, que varía según la concentración 
de mañosa. Es importante hacer notar que a una concentración 
de mañosa de 20 mM, el simple gráfico de dobles recíprocos ya 
no es parabólico, sino recto y el índice nTT, por lo tanto, es
1. Esto indica, como se verá más adelante (Fig. 491, que la 
mañosa, al igual que la N-acetilglucosamina, altera el grado 
de sigmoidicidad y hace hiperbólica la función de saturación 
con glucosa.
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F¿guA.a 43. Gtid{¿zo dz doh¿z¿ sizzZptiozoi pasia ¿a ¿nk¿b¿c¿ón 
dz gZuzoqu-¿na¿a 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 fijas del inhibidor mañosa: 6 y 20 mM. La gluco- 
quinasa (7,6 mU; método 2; etapa Sephadex; act. esp. 2,8 U/mg 
de proteína) se midió a pH 8 , 0  mediante el ensayo la y la 
reacción se inicio con la adición de ATP (concentración final 
de 5 mM). En el gráfico inserto se elevaron las concentracio 
nes de glucosa al exponente n correspondiente a cada concen- 
tración de mañosa. Los parámetros cinéticos obtenidos por el 
programa de mínimos cuadrados aplicado a la función exponen­
cial fueron:

Mañosa K_ c nuU. j ti
mM Glc , mM
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En todos estos experimentos, en que se usa mañosa como in­
hibidor y se mide la fosforilación de glucosa, se usó el sis­
tema de ensayo la a pH 8 , 0  y se inició la reacción con la adi_ 
ción de ATP (concentración final de 5 mM). La excepción la 
constituyó el experimento de la figura 48b, que se inició con 
la adición de glucosa y en consecuencia hubo ciclos catalíti­
cos con acumulación, aunque pequeña, de manosa-6-fosfato y de 
ADP. No hubo problemas en la medición 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 inhibición 
X., se midieron las velocidades iniciales de fosforilación dei
glucosa en función 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 gráfico 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 líneas aparentemente rectas que se cor 

tan en el cuadrante izquierdo superior, indicando que la inhi^ 
alción es competitiva lineal. Se obtuvo un valor de para
sañosa 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/iáfiZio d i  V Z x o n  de. Z a  Z n h Z b Z c Z ó n  pon. m a n o t a  d i  

¿i g Z u i o q u Z n a ¿ a . La actividad fosforilante de glucosa se d£ 
termino a distintas concentraciones fijas de este sustrato:
£ (O), 10 (□) y 20 mM ( A  ) , en presencia de concentraciones
ariables del inhibidor mañosa según se indica en la figura, 

le glucoquinasa (10 mU , método 2, act. esp. 2,8 U/mg de pro­
teína) se midió a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reacción 
se inicio con la adición de ATP (concentración final de 5 mM) . 
51 =3,1 mM mañosa.
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En cambio, a concentraciones bajas de glucosa (< KQ ) se
observa que, al igual que en la inhibición por N-acetilgluco
samina, pero en forma más evidente, se pone de manifiesto un
aparente componente incompetitivo. Así, los gráficos de Dixon
obtenidos a concentraciones de glucosa de 1 y 2,5 mM son para 
lelos (Fig. 45) . En el recuadro de la figura 45, se ha dibujado
un gráfico con la función de Cornish-Bdwden (1974), que da rectas 
mtersectantes en el caso de una inhibición incompetitiva.
Con esta función se pudo estimar un valor de 5,2 mM para K(. 
late cambio en el patrón de inhibición podría interpretarse 
suponiendo que la constante de inhibición del componente com 
petitivo tiende a hacerse infinita, mientras se hace medi 
ble la constante del aparente componente incompetitivo al 
iisminuir la concentración de glucosa.

Una interpretación, de acuerdo con lo discutido anterior­
mente en relación con la figura 38, sería suponer que la mano 
sa puede unirse a más de una forma de enzima con distintas 
afinidades. A baja concentración de glucosa tendería a predo 
rinar la forma con menor afinidad por mañosa y por glucosa 
E^) (Fig. 46). La unión de cualquiera de ambos azúcares a 
la enzima Ej. induciría un cambio conformacional, originando 
:na enzima con mayor afinidad y, quizás, con una constante 
catalítica mayor (E ), como se analizará en la Discusión.

Z1 experimento ilustrado en la figura 44 mostraría la
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zxQu.no. 45. Gad^Zco de V Zxon de ¿a ¿nhZbx.cx.6n pon. manota  de

¿a g-tu.coqux.naAa a bajaA c o ncentnacZone¿ 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 (©) y 
2,5 mM (O). En el gráfico inserto se muestran los mismos 
datos en un gráfico de Cornish-Bowden (S/v,en función de I). 
El valor de para mañosa, obtenido a partir de la intersec
cion de las líneas de regresión correspondientes a las con­
centraciones de glucosa de 1 y 2,5 mM fue de 5,2 mM.



183

ftguna 46. WodeJLo pn.opa.uto pana, ¿a ZnteAac.cÁ.ón de. ¿a g¿u.c.oquÁ.naAa con 

:¿uco¿a y c.on manota. El círculo (conformación Ej) representa el estado 
conformacional de la glucoquinasa predominante en ausencia de ligandos .
El cuadrado (conformación E^) corresponde al estado inducido por glucosa 
(6 ) o por mañosa (M). = k _ y / k 7 1 K'i = k - 5 / k 5 ? KT = /k_tf 5

4 =  k2/k_2 5 4 = k6/k-6 * Donde> Ki <  K ’i Y 4 ~  ^  .
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inhibición competitiva con la forma E .
La merma en la inhibición al decrecer la concentración de 

glucosa, se ilustra muy bien en la figura 47, donde se ve que 
la inhibición relativa (v±/v0) por mañosa se va haciendo ma­
yor conjuntamente con aumentar la concentración de glucosa 
desde 0,1 hasta 2 ó 3 mM. Este fenómeno se produce en toda 
la familia de curvas generada al utilizar un amplio rango de 
concentraciones de mañosa. Al igual que en el caso de N-ace 
tilglucosamina, mañosa es menos eficiente como inhibidor a 
bajas concentraciones de glucosa. Al incrementar la concen­
tración de glucosa por encima de 3 mM se empieza a observar 
lo característico de una inhibición competitiva, cual es la 
disminución de la inhibición al incrementar la concentración 
del sustrato.

Los efectos recíprocos de la glucosa y de la mañosa en 
sus interacciones con la glucoquinasa pueden interpretarse 
como una acción cooperativa de la glucosa que, al aumentar 
su concentración hasta un cierto límite, favorece la acción 
inhibidora del análogo. Por otra parte, el fenómeno también 
puede expresarse como una inhibición cooperativa de mañosa 
cuando la concentración de glucosa es baja. Esta situa­
ción se ilustra muy bien en la figura 48. En los gráficos
de la izquierda (a) se muestra la inhibición relativa
en función de la concentración de mañosa. Se observa
que en presencia de glucosa 0 ,1 mM existe una meseta,
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rlgu/ta 41. E^ícX o de la eoneentnaelón de la glueo¿a ¿obste la JLnhU.bd.CA.on 

relativa pon. mano¿a de la glu.coqulna¿a. La glucoquinasa (7 a 28 mU; mé­
todo 2; Sephadex G-100; act. esp. 2,8 U/mg de proteína) se ensayo a con­
centraciones variables de glucosa en ausencia (v0) y en presencia de dis­
tintas concentraciones fijas de mañosa (v^). La actividad fosforilante 
de glucosa se determino a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reacción se 
inicio mediante la adición de ATP (5 nM final). Los puntos son experimen­
tales; las curvas se trazaron de acuerdo a cálculo considerando los pará­
metros cinéticos a dichas concentraciones de mañosa (ELg.49a).
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[MarfJ.mM

F-cguAa 48. Eructo d e  manota ¿ob/in ¿a ac.t¿v¿d.ad d e  gluaoquá-

na¿a a baja conc&ntaacádn d e  glucosa.

a) La glucoquinasa (13 a 30 mU; método 2, etapa de Sephadex,
act. esp. 2,8 U/mg de proteína) se ensayo en presencia de d:i 
ferentes concentraciones de mañosa, a dos concentraciones f jl 
jas de glucosa: 0,1 (©) y 2,5 mM (O). La actividad enzima
tica se determino a pH 8,0 mediante el ensayo.la. La reac­
ción se inicio por la adición de ATP.
b) Gráfico de Dixon (1/v en función de la concentración de 
mañosa) correspondiente a los datos del experimento con glu­
cosa 0,1 mM descrito en a)
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es decir, prácticamente no hay inhibición hasta una 
concentración de mañosa de 6 mM (aproximadamente 2 veces K j  .
En el otro experimento, realizado con glucosa 2,5 mM, aunque 
no se ve en forma clara el efecto cooperativo de mañosa, se 
aprecia muy bien que, en todo el rango de concentraciones del 
inhibidor, la inhibición relativa es mayor que con glucosa 
0,1 mM. En el gráfico de la derecha (b) se hizo un gráfico 
ce Dixon con los mismos datos del experimento con glucosa 
0,1 mM, pudiendo apreciarse que se obtiene una línea sigmoi­
dea, en vez de una recta. Una situación similar resultó al 
•'acer el gráfico de Dixon con los datos de los experimentos 
con N-acetilglucosamina de la figura 40 (no se muestra).

La interacción entre mañosa y glucosa, que va más allá de 
la simple competencia por el sitio catalítico, se expresa 
también en los resultados que indican una disminución de la 
sigmoidicidad de la función de saturación con glucosa en pre 
sencia de mañosa, como se comentó a propósito de la figura 
4 3 . En efecto, al aumentar progresivamente la concentración 
cel análogo, junto al aumento del K q _5 disminuye la pendien­
te de los gráficos de Hill (Cárdenas et al., 1976; 1977, 1979). 
En la figura 49, en el panel de la izquierda (a) se muestra 
-n experimento en que la reacción de fosforilación de la glu 
cosa se comenzaba con la adición del ATP, como era lo habitual 
al usar la mañosa como inhibidor. En este experimento, al
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rcguAa. 49. GnÁ^ZiOA di HÁZt di ¿a ¿unción, di AcutuAdiZón di Za gZucoquZ- 
’MJ>a con gZuioAa, a cUfieAinta ionantAacloniA di manoAa. La actividad 
íosforilante de glucosa, de la glucoquinasa (método 2; Sephadex G-100; 
Bct. esp. 4,1 13/mg de proteína) se determino mediante el ensayo la, a 
pH 8,0. La reacción se inicio con la adición de ATP.
a) 4 a 8 mUde glucoquinasa se ensayaron a concentraciones variables de 
glucosa (1 a 400 nM) en presencia de diferentes concentraciones fijas del 
inhibidor mañosa según se muestra en la figura.

Man K0 .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 , 2 2

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 (O) o en presencia de mañosa 6 nM (O)
O) nH = 1,52; K0.5 - 5>°
• ) nH = 1,09; Kq ̂  = 16,3
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aumentar progresivamente la concentración de la mañosa hasta 
20 mM, disminuyó el n7T desde 1,59 hasta alcanzar un valor de 
1,06; mientras que el KQ aumentó desde 5,0 hasta 32,5 mM.
En el panel de la derecha (b) el último componente adiciona- 
ño al sistema de ensayo fue la glucosa, de modo que durante 
la preincubación existió fosforilación de mañosa. El efecto 
ie la mañosa fue enteramente análogo al del experimento ante 
rior, alcanzándose un valor de n,T igual a 1,09 con una concen 
oración de mañosa de 6 mM. Al hacer los cálculos de veloci- 
iad basándose en los valores de los parámetros cinéticos 
Kn y n, obtenidos a las distintas concentraciones de mañosa, 
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 predecía un estímulo a 
®uy bajas concentraciones de glucosa que, sin embargo, no se 
:bservó experimentalmente. Parry y Walker (1967) describen 
una cinética anormal con glucosa (curva bifásica en un gráfi_ 
co de dobles recíprocos), la cual persiste en presencia de 
mañosa 10 mM y de N-acetilglucosamina 0,2 mM.

Tanto la cooperatividad de la inhibición como el efecto 
paradójico observado a las concentraciones bajas de glucosa, 
podrían ser el resultado de dos efectos opuestos, operando 
simultáneamente: por una parte, la inhibición competitiva y, 
;cr otra, una cierta activación de la enzima. Es decir,
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N-acetilglucosamina y mañosa, aunque compiten con glucosa por 
el sitio catalítico de la enzima y, por lo tanto, son inhibi­
dores competitivos, serían al mismo tiempo activadores, debi­
do a la posibilidad de generar una forma enzimática más acti­
va. Si se comparan los efectos de la mañosa y de la N-acetil 
vlucosamina, en términos del cuociente [l]j j K± , puede obser­
varse que la mañosa es más eficiente que la N-acetilglucosami 
va en transformar la conducta cinética de sigmoidea en hiper­
bólica. En efecto, mientras una concentración de mañosa infe 
rior a 1 0  veces ya logra suprimir la cooperatividad, en el 
vaso de N-acetilglucosamina se requiere una concentración su­
perior a 40 veces K. (Tabla X, pSg. 205).
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c) Efecto de 2-desoxi gl u cosa y f ructosa

La 2-desoxiglucosa, además de ser sustrato de la glucoqui
nasa, actúa como inhibidor competitivo respecto a glucosa en
la reacción de fosforilación de este azúcar (Walker y Rao,
1963; Parry y Walker, 1966) . El gráfico de dobles recíprocos
de la figura 50a confirma estos resultados, aunque, como era
de esperar, se tienen líneas parabólicas en vez de rectas.
Puede observarse que en presencia de 2-desoxiglucosa 40 mM
alrededor de 2 veces K ) se obtiene la misma velocidad máxim —

ma para glucosa, con aumento del KQ 5 . El coeficiente de Hill,
sin embargo, disminuye de 1,7 a 1,3 (ver más adelante).

La fructosa, debido a su baja afinidad por glucoquinasa
■alta K ), ha sido poco estudiada. Se la había descrito como m
inhibidor competitivo respecto a glucosa con un de 300 mM 
Parry y Walker, 1966). El gráfico de dobles recíprocos de 
la figura 50b confirma estos resultados y muestra, además, que 
mientras el control sin fructosa es una curva parabólica, el 
experimento en presencia de fructosa 300 mM es una recta, lo 
que indica una disminución del coeficiente de Hill a un valor 
¿e 1,0. Luego se volverá sobre este punto. Con el fin de de 
terminar la constante de inhibición K., se estudió la varia-i

ción de la velocidad de fosforilación de glucosa en función 
ie la concentración 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 
bición competitiva lineal. La figura 51 ilustra mediante un 
gráfico de Dixon (1/v en función de la concentración de fruc 
rosa) los resultados obtenidos. Las líneas aparentemente rec 
tas obtenidas a concentraciones de glucosa entre 4 y 30 mM se 
cortan en el cuadrante izquierdo superior, dando un K. de 
107mM, inferior al descrito por Parry y Walker (1967) .

La glucoquinasa presenta, al igual que con glucosa, una 
cinética no michaeliana con mañosa. Por esta razón, se po­
rría pensar que la mañosa sería capaz de reemplazar con mu­
cha efectividad a la glucosa, ya sea entrando en un segundo 
Hitio (sitio alostórico) o induciendo un cambio conformacio- 
ral que persistiera después de la disociación del complejo.
A diferencia de lo que ocurre con mañosa, la glucoquinasa 
presenta una cinética michaeliana con 2 -desoxiglucosa y con 
fructosa. Por esta razón se podría pensar que estos últimos 
rzúcares no pueden entrar a un sitio alostérico, si es que 
aste existe, o inducir un cambio conformacional en la enzima. 
Cabría esperar, por tanto, que en contraposición a lo que 
rcurre con mañosa y con N-acetilglucosamina, aquellas no fue 
in capaces de modificar el tipo de conducta cinética con
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U g u A a  51. Gná{¡lco de Vlxon de la  Inhibición de la  {)06{¡ofiliación de glu­
cosa p o a  {¡AUClOia. La actividad fosforilante de glucosa se determino a 
distintas concentraciones fijas de este sustrato, 4 ( 0 ) , 8 ( © ) ;
15 ( • ) y 30 mM ( © ) en presencia de concentraciones variables del 
inhibidor fructosa (40 a 900), según se indica en la figura. La glucoqui- 
nasa (3 mU; método 2; Sephadex G-100; act. esp. 4,8 U/mg de proteína) se 
nidio a pH 8,0 mediante el ensayo la. La reacción se inicio con la adi­
ción de A.TP. El valor de para fructosa, obtenido a partir de la inter­
sección de las líneas de regresión correspondientes a las diferentes con­
centraciones de glucosa fue de 107 mM. El recuadro muestra el gráfico 
ce Cornish-Bowden (Glc/v en función de fructosa) a las cuatro concentra­
ciones de glucosa usadas.
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glucosa. Sin embargo, la disminución de la curvatura en el 
gráfico de dobles recíprocos (Fig. 50a) por la presencia de 
2 -desoxiglucosa o la linearización en presencia de fructosa 
(Fig. 50b), corresponden a un cambio en la sigmoidicidad de 
la función de saturación de la glucoquinasa con glucosa, 
similar al provocado por la presencia de mañosa o de N-aceti_l 
glucosamina. La capacidad de la 2-desoxiglucosa para elimi­
nar la cooperatividad de la glucoquinasa con glucosa, se iluŝ  

tra en los gráficos de Hill de la figura 52, donde se muestran 
otros experimentos realizados con una preparación distinta de 
enzima. Se puede apreciar que a una concentración de 2-deso­
xiglucosa entre 100 y 200 mM (5 a 10 veces K )se obtiene unm
valor de nu de alrededor de 1. El efecto de la fructosa sen
resume en la figura 53, donde se observa la disminución del 
coeficiente de Hill hasta un valor de 1,0, con un aumento del 
Kq 5 para glucosa, al incrementar la concentración del inhib.i 
dor.

Los experimentos con 2-desoxiglucosa y con fructosa presen 
raron una complicación debido a que la glucosa-6-fosfato-des 
uidrogenasa, tanto de levadura como hígado de rata, es capaz 
ie oxidar al 2 -desoxiglucosa-6-fosfato y al fructosa-6-fosfa 
ro, aunque con baja actividad. La investigación bibliográf_i 
ca mostró que la glucosa-5-fosfato-deshidrogenasa de variadas 
fuentes, aunque exhibe una alta especificidad de sustrato,
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nM Glc, nM
(O) 0 5,9 1,6

(•) 40 16 1,3
(□) 100 39 1,1

(0) 200 98 1,0
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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). Así, 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 
catalítica (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 período de tiempo largo,
1 1 a 16 min, con el objeto de detectar cualquiera inactiva­
ción de la enzima, se observe que la curva de progreso pier­
ia linearidad, produciéndose una aceleración. Esta acelera­
ción sería la consecuencia de la oxidación del 2 -desoxigluco 
ca-6-fosfato y del fructosa-6-fosfato, que se van acumulando 
curante el ensayo. Si se mide la fosforilación 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 comentó en el capítulo sobre ensayos con enzimas auxi 
liares, este fenómeno 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 catalítica de la glucosa-6 -fosfato-deshidro 
genasa con los ásteres fosfóricos de la 2 -desoxiglucosa y de 
la mañosa. Por ejemplo, con 2-desoxiglucosa 40 mM, en un ex 
perimento en que había 7,4 mü de glucoquinasa por cubeta, se 
podía tener una actividad de 0,08 mü si se trazaba una recta 
entre 0 y 6 min de incubación y de 0 , 2 0  mü, si la recta se 
trazaba entre 18 y 24 min.

La contribución de los ásteres fosfóricos 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 1 0 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 está muy 
atento a la curva de progreso, que debe ser registrada desde 
el momento en que se inicia la fosforilación de glucosa. Los 
rláñeos sin glucosa dan una cierta corrección, especialmente 
si se toman en un período inicial e igual al de la medida de la 
fosforilación 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 interacción de la glucosa con estos sustratos 
alternativos de la glucoquinasa. Los blancos sin glucosa, 
restados en cada ocasión, corresponden a valores máximos, pues 
con toda seguridad son menores en presencia de glucosa y depen 
dientes de la concentración de este azúcar, ya que la glucosa 
va a actuar como inhibidor competitivo de la 2 -desoxiglucosa 
y de la fructosa y, por ende, la producción de los ásteres fo£ 
dóricos de estos azúcares debiera ser menor. Más aún, va a 
existir también competencia por la enzima auxiliar entre el 
glucosa-6-fosfato y los ásteres fosfóricos de los inhibidores, 
luego, la presencia de 2 -desoxiglucosa o de fructosa, por efec 
ro de la corrección con blancos sobredimensionados, podría 
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 
reí inhibidor deben elevarse también las concentraciones de 
la glucosa, lo que disminuye el error, pero no lo elimina to 
raímente. La existencia del error podría significar un 
lamento de la cooperatividad, el que no sería legítimo. A 
;esar de esta posibilidad, se observa una franca disminución 
ce la cooperatividad en presencia de los inhibidores, lo que
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hace pensar que las observaciones son válidas. Es decir, la 
supresión de la cooperatividad por efecto de la presencia de 
fructosa o de 2 -desoxiglucosa, no sería atribuible a un error 
derivado de la oxidación de los ásteres fosfóricos de estos 
azúcares. No obstante, el error metodológico hace difícil 
realizar estudios finos con concentraciones muy bajas de glu 
cosa, que serían deseables con el fin de poder establecer com 
paraciones con los efectos de la mañosa, cuyo áster fosfórico 
no es oxidado por la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa. Traba 
jando a bajas concentraciones relativas de fructosa (alrededor
del K o menores) y con concentraciones relativamente altasm
de glucosa (alrededor del o superiores) se pudo tener una
medida confiable de la (Fig. 51). No se hicieron estudios 
de este tipo con 2 -desoxiglucosa, por lo cual no se determinó 
la . Con ninguno de estos sustratos alternativos pudieron 
hacerse estudios fidedignos de inhibición a muy bajas concen­
traciones de glucosa, similares a los efectuados con mañosa. 
Ista clase de experimentos requeriría otra metódica, como la 
medición directa del glucosa-6-fosfato formado. Podría usar­
se el método radiactivo descrito por Radojkovic et al.(1978) 
para pesquisar si existe cooperatividad en la inhibición por 
2 -desoxiglucosa y por fructosa.
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d) E f e c t o  de g a l a c t o s a

Con el fin de determinar cuan específica era la acción de 
los análogos de glucosa, sobre la función de saturación para 
este sustrato, se estudió el efecto de la galactosa. Se ha­
bía descrito que este azúcar no era sustrato (Salas e t  a l . ,  

1965; Parry y Walker, 1966; González et a l . , 1967) ni inhibí^ 
dor de la glucoquinasa (Salas et a l . , 1965; Grossman et a l . ,  

1974), aunque Parry y Walker (1966) refieren un valor de K¿ 
de 83 mM, lo que en cualquier, caso lo convertiría en un mal 
inhibidor.

Si la eliminación de la cooperatividad de la glucoquinasa 
por acción de los análogos de glucosa no fuera específica, 
sino que se debiera, por ejemplo, a la concentración de poli- 
alcoholes presentes en el medio de reacción, la galactosa po 
dría 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 
función de saturación para glucosa en presencia de una alta 
concentración de galactosa (320 mM). No se ven alterados 
significativamente los parámetros V , K„ ni nTT a pesar 
de la gran concentración de galactosa usada, lo que confirma 
el hecho que la galactosa no es inhibidor. Más aún, 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 observó in­
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El hecho que galactosa no altere la sigmoidicidad de la 
función de saturación con glucosa, sugiere que el efecto de 
mañosa, fructosa, 2-desoxiglucosa y N-acetilglucosamina es 
específico.

Comentario general

Al comparar la eficiencia de los sustratos alternativos 
mañosa, fructosa y 2 -desoxiglucosa y del inhibidor competi­
tivo N-acetilglucosamina, en producir la disminución de la 
sigmoidicidad de la función de saturación con glucosa, la 
fructosa aparece como el más eficiente. En efecto, si se 
comparan los cuocientes entre la concentración del inhibidor 
necesaria para disminuir a 1 , 0  el valor de n y la K. res- 
pectiva , el cuociente para fructosa es el menor de todos 
(Tabla X). El análisis de la tabla X es interesante, además, 
porque muestra otra indicación de que existe especificidad 
en la disminución del coeficiente de Hill. No basta para la 
disminución solo la concentración del polialcohol en el medio, 
pues mientras se requiere una concentración de 10 a 20 mM de 
N-acetilglucosamina y de mañosa para obtener un n de 1,0, 
se necesita una concentración de un órden de magnitud supe­
rior en el caso de 2-desoxiglucosa y de fructosa. Más aún, 
la galactosa, que no es sustrato ni inhibidor de la
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TABLA X

E^lclzncla hqJLüÍáücl 

la zoopojmXávldad

dz lo i análogos dz glucosa pcuia ¿upfUmdA 

zlnítlza dz la. glucoquánoAa con gluzoia

Análogo [a ] a
mM mM

K ¿ m
mM

[ A] /Ki [A]/Km

Fructosa 200-300 107 325 2 - 3 - 1

Mañosa 20 3,1 8 6 - 7 2 - 3
2-Desoxiglucosa 2 0 0 c 2 2 - 10

N-Acetilglucosaraina 10 0,14 - 71 -

aCorresponde a la concentración de análogo en presencia de la cual 
se alcanza un valor de n^ de 1,0. Se trata de una concentración 
aproximada.

K. es la constante de inhibición competitiva obtenida a partir del 
gráfico de Dixon, al usar el análogo como inhibidor competitivo res­
pecto a glucosa. Km es la constante de semisaturacion obtenida al 
usar el análogo 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 
nución de la sigmoidicidad hasta una concentración



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

C O O P E R A T I V I D A D  C I N E T I C A  C O N  G L U C O S A

Entre los metabolitos que podrían alterar la conducta ciné 
tica de una enzima están los productos de la reacción. Si el 
mecanismo cinético lo permite, ellos pueden unirse a la enzi­
ma en el sitio catalítico e inducir cambios conformacionales 
que van a alterar el régimen estacionario de conformaciones 
existentes en el curso de la reacción. Por otra parte, po­
drían unirse a un sitio alostérico, y actuar como modificado­
res positivos o negativos, según el caso. Por ejemplo, en 
hexoquinasa de trigo, en la cual se ha descrito un mecanis 
mo cinético en secuencia ordenada, donde el último producto 
sería 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 actúa 
como efector negativo. Se ha postulado que esta acción inhi­
bidora es consecuencia de la unión a un sitio específico de 
la enzima, diferente del sitio catalítico (Crane y Sois, 1954 
Sois y Crane, 1954) y sobre cuya existencia se han dado
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pruebas recientemente (Lazo et al., 1980). La unión induci­
ría un cambio conformacional en la enzima (Wilson, 1978; 1979).

En piruvato-quinasa L, el ATP, producto de la reacción, es 
un modulador negativo, el cual aumenta el KQ 5 para fosfoenol- 
piruvato y el grado de sigmoidicidad para la función de satura 
ción con este sustrato (Rozengurt et al., 1969).

Pareció, pues, importante estudiar el efecto que sobre la 
función de saturación con glucosa, pudieran tener los produc­
tos de la reacción catalizada por la glucoquinasa .

a) Efecto del glucos a-6-fosfato

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

Posiblemente, debido a la complejidad derivada del carácter 
sigmoideo de la función de saturación con glucosa - propiedad 
no conocida en los primeros trabajos -,1 a inhibición por glu- 
cosa-6-P con respecto a glucosa descrita por los diferentes



209

autores, ha sido de variada naturaleza (Tabla XI). Así, cuan 
do se varía la concentración de glucosa, y se mantiene fijo 
el ATP a una concentración alta (saturante), se ha obtenido 
una inhibición competitiva, no competitiva o compleja según 
se define en la tabla. Más aún, las complicaciones derivadas 
de la presencia del glucosa-6-P en el medio de ensayo (ver más 
adelante), dificultan la interpretación y la comparación de 
los resultados de los distintos trabajos. En este laboratorio, 
González et al. (1967) habían hecho una observación interesante 
que nos sugirió que el glucosa-6-P pudiera disminuir el grado 
de sigmoidicidad de la función de saturación con glucosa. En 
efecto, al hacer estudios de inhibición usando preparaciones 
frescas de enzima, encontraron que aumentaba la inhibición por 
glucosa-6-P al incrementar la concentración de glucosa. Como 
hemos visto a propósito del efecto de otros metabolitos, la 
menor inhibición a concentraciones bajas de glucosa podría ser 
el resultado de dos fenómenos contrapuestos: estimulación e 
inhibición.

Como etapa previa al estudio del efecto sobre la función 
de saturación con glucosa, se determinó la inhibición de dife 
rentes concentraciones de glucosa-6-P sobre la fosforilación 
de glucosa. La figura 55 muestra los resultados obtenidos al 
variar la concentración de glucosa-6-P desde 2 hasta 80 mM y 
mantener fija la concentración de glucosa (6 mM) y de ATP



TABLA XI
Inhibición pon gluco¿a-6-¿o¿¿alo de la (¡oi^onllaclón de glucosa pon. ¿a glucoqulnaiaa

.G lu c o s a -6 -P G lu c o s a ATPb Razón P« T ip o  de K-.i
K !

i
■ R e fe re n c ia

mM mM mM M g: ATP i n h i b i c i ó n mM

oV/ 5 1 2 7 ,0 n o  h a y  i n ­
h i b i c i ó n

nd nd S a la s  e t  a l . ,  1965

2 2 , 5 ;  45 100 0 ,2 5 - 5 1 7 ,5 c o m p le ja 0 nd nd P a r r y  y  W a lk e r ,  1966

2 2 , 5 ;  45 1 0 -1 0 0 5 2 7 ,5 c o m p e t i t i v a 65 P a r r y  y  W a lk e r ,  1966

1 0 -5 0 1 6 ,7 1 -5 2 ,5 7 ,5 c o m p e t i t i v a 15 G o n z á le z  e t  a l . ,  1967

50 7 , 1 ;  1 7 ; « d 5 2 ,5 7 ,5 c o m p le ja  o 
n o  c o m p e t i­
t i v a 6

nd nd G o n z á le z  e t  a l . ,  1967

5 -2 5 50 0 ,3 4 4 - 8 ,8 < 1 8 ,0 c o m p e t i t i v a 1 1 ,5 S t o r e r  y  C o m is h -  
B ow den , 1977

1 3 -7 0 5 -5 0 ^ , 3 < 1 8 ,0 m ix ta 60 60 S t o r e r  y  C o m is h -  
B ow den , 1977
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El rango de concentraciones del sustrato variable fue estimado en la 
mayoría de los casos a partir de gráficos de dobles recíprocos o de 
Dixon, por lo que puede no corresponder con exactitud al rango preci 
so estudiado.

La concentración de ATP corresponde a la concentración total, salvo 
en el trabajo de Storer y Cornish-Bowden (1977), en que es la concen 
tracion calculada del complejo MgATP.

El tipo de inhibición es similar al debido a MgADP (Tabla XIII)

Corresponde al valor extrapolado en un gráfico de Lineweaver-Burk.

Al usar preparaciones frescas de enzima se obtuvo una mayor inhibición 
a las concentraciones mayores de glucosa. Al dejar una de esas prepa 
raciones en el refrigerador a 4o por 4 meses, se obtuvo una inhibición 
aparentemente no competitiva pura.

nd: no se determinó
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FIgvjta. 55. E^ncXo del gluc.oia-6-̂ ô âto 2>obfte. la. actividad de. la. gluco- 
qulnaAa. La glucoquinasa (7 mU ; método 2; Sephadex G-100; Act. esp.
2,6 U/mg de proteína) se ensayo en presencia de diferentes concentra­
ciones de glucosa-6-fosfato (2 a 80 nM) a una concentración 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 concentración de Mg2+ de 2 nM. 
Las soluciones de glucosa-6-fosfato se neutralizaron con carbonato de 
potasio, antes de ser usadas.



213

(1 mM). Las concentraciones de ambos sustratos se eligieron 
en torno a los respectivos Kq . En esas condiciones se ob­
serva una meseta inicial, en que no hay inhibición y que se 
extiende hasta una concentración de glucosa-6-P de 10 mM 
aproximadamente. Se explica así que Salas et al. (1965) no 
hayan encontrado inhibición por glucosa-6-P (Tabla XI). La 
forma de la curva de inhibición presentada en la figura 54, 
indica que se trata de un fenómeno de naturaleza cooperativa.

La Tabla XII muestra que al variar las concentraciones de 
glucosa o de ATP, se mantiene la ausencia de inhibición por 
glucosa-6-P 10 mM (< 5%), lo que sugiere que en otras condi­
ciones de concentración de glucosa y de ATP persistiría la 
meseta inicial, al menos hasta esa concentración de glucosa-6-P. 
Efectivamente, así ocurrió 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 gráficos de Dixon o de Cornish-Bowden para esta­
blecer el tipo de inhibición respecto a ATP y, tratar de de 
terminar constantes de inhibición, se encontró una situación 
compleja, pues la inhibición no correspondía al tipo competi^ 
tivo respecto a ATP, que ha sido descrito por algunos auto­
res (Tabla XI) en experimentos que usan concentraciones reía 
tivamente altas de glucosa (> 16 mM). En efecto, en un grá­
fico de Dixon se obtenía una respuesta bifásica y al extrapolar
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TABLA XII

EfacXo no InkíbldoA del. gluco¿a-6-P 10 mM ¿.obAz ¿a actividad di la

gluco quinaba3

Glucosa ATP Actividad relativa*
mM mM ( v . / v )A 0

2 1 0,96
6 1 0,97

1 5 1,06
2 5- 1,07
6 5 1 , 0 2

1 0 0 5 1,18

La actividad enzimatíca se determino a pH 8,0 medíante el ensayo 2 
con ATP 1 o 5 mM.
V ■ es la velocidad en presencia de glucosa-6-P y  V  es la velocidad

'C  0
en ausencia. Se promediaron los resultados de dos experimentos.



215

los valores, correspondientes a las altas concentraciones de 
glucosa-6-P (donde hay inhibición)., se obtenía una velocidad 
mayor que la existente en ausencia de glucosa-6-P. Dadas 
las dificultadas comentadas más adelante, no se trató de di 
lucidar este punto. Por otra parte, en estudios de inhibi­
ción por glucosa-6-P, realizados a bajas concentraciones de 
glucosa (< 2 mM) también ser observaron mesetas iniciales, 
en las cuales no había inhibición, encontrándose a veces li_ 
gera activación.

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

Los resultados del estudio de la función de saturación 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 gráficos 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 disminución de la Vmax
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EZgu/ia 56. Gfiá{i¿c.o¿> di EacUi-Hofata di ta. úuncu,ón di -ócutu/icLcÁón di ¿a. 
glucoquÁnaAci con glucosa in psiiAinccia. di glacoia-ó-^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 
gráficos 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 (O); 89(D) 
y 178 nM ( A ) .  Se uso una concentración de ATP de 5 nM y una deMg2+de 12nM.
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desde 7,2 a 2,0 nmol/min al aumentar la concentración del 
inhibidor desde 15 a 178 mM. En los gráficos de Hill del 
recuadro correspondiente a las funciones de saturación ob­
tenidas en ausencia y en presencia de glucosa-6-P 89 mM, se 
observa que el KQ  ̂ disminuye desde 5,9 a 3,5 mM respectiva 
mente, pero que el coeficiente de Hill no varía (1,51 y 
1,59). Una situación 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 inhibición, ni a concentraciones altas (178 mM) 
donde la inhibición es marcada (Fig. 56a).

Debido a que el glucosa-6 -P había sido descrito como inhi_ 
bidor competitivo respecto a ATP, se decidió estudiar el efec 
to del glucosa-6-P sobre la función de saturación con glucosa 
en presencia de baja concentración de ATP 0,5 mM.

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

En los gráficos 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 función en presencia de glucosa-6-P, 
es algo menor que lo habitual, debido a la baja concentración
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de ATP usada (ver capítulo 4). Se observó también una dis­
minución en el Kq 5 desde 2,3 a 2,0 mM en presencia del inhi_ 
bidor; este efecto aunque pequeño ilustra una tendencia gene 
ral. El control se ilustró en el recuadro de la figura 56b 
sólo mediante línea de puntos para que se pudiera visualizar 
con claridad, pues dada la similitud en los parámetros, ten­
día a haber sobreposición de los puntos de ambas rectas.

Estos resultados, que señalan 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 observó efecto de glucosa-6 -P sobre la coope­
ratividad, a alta ni a baja concentración de ATP, se encontró 
que el porcentaje de inhibición aumentaba al aumentar la con­
centración de glucosa, es decir lo mismo que habían descrito 
González et al. (1967) . Storer y Cornish-Bowden, no hacen re 
ferencia a este hecho ni al efecto de glucosa-6-P sobre el

K0.5 •
Los experimentos con glucosa-6-P presentan sin embargo, al 

gunas complicaciones que es necesario tener en cuenta y que 
pueden dificultar la interpretación de los resultados. En prî  

mer término, dado que se usa la sal de potasio y que la con­
centración que debe usarse del ester fosfórico es relativamen­
te alta, debido a que la constante de inhibición es elevada, 
cabe hacer la pregunta si la inhibición se debe al glucosa-6-P
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o al K+ presente, pues como se mostró en el capítulo 2 , es­
te ión junto con disminuir V , disminuye el K. r . Los cál 
culos indican que el efecto inhibidor de glucosa-6-P sobre 
la V no puede explicarse solamente por la acción del K+ , 
pero la presencia de este podría introducir variaciones en 
el tipo de inhibición. Otro problema es que el glucosa-6-P 
puede sufrir hidrólisis espontánea a pH 8,0, que, aunque len 
ta puede ser significativa; esto se traduciría 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, más grave porque no parece tener 
solución 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 concentración de MgATP me 
diante el uso de un exceso de MgCl2, debido a que el glucosa- 
-6-P también secuestra Mg2+. Por esta razón parecería acon­
sejable controlar la concentración de MgATP usando una con­
centración de ATP de 1 mM en exceso sobre la concentración 
de MgCl2 como recomiendan Storer y Cornish-Bowden (1977) . Es­
ta solución 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 
hibición (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 concentración de Mg2+, introduce complicaciones, por­
que por una parte, la piruvato-quinasa requiere Mg2+ (Mac Far 
lañe 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 
problemáticos los estudios con glucosa-6-P, tanto en su reali^ 
zación como en la interpretación de los resultados.

b) Efecto del MgADP

El análisis de los estudios de inhibición por ADP, reali­
zados por los diferentes autores y resumidos en la Tabla XIII 
indica que no se trata de una inhibición simple, ni respecto 
a ATP ni respecto a glucosa. Así, cuando el ATP es variable 
y la glucosa fija, a una concentración que puede considerarse 
saturante, el ADP puede dar una inhibición competitiva, mixta



T A B L A  XIII

InhÁb-LcÁSn pon. AVP de. ¿a (¡oí {¡onjJjxcÁ.6n de. g¿ucoia pon. ¿a glueo quínen,aa

ADPb

mM

G lu c o s a

mM

ATPb

mM

R azón

M g:ATP

pH T ip o  de i n h i b i c i ó n K .
i

mM

K !
1

R e fe r e n c ia

5 50 0 ,2 5 - 1 0 2 7 ,0
c

C o m p le ja n d nd S a la s  e t  a l . ,  1965

5 5 -5 0 1 2 7 ,0 M ix ta nd nd S a la s  e t  a l . ,  1965

2 ;4 100 0 , 2 -  5 1 7 ,5 C o m p e t i t iv a 2 P a r r y  y  W a lk e r ,  1966

2 ;4 1 0 -1 0 0 5 1 7 ,5 C o m p e t i t iv a 2 P a r r y  y  W a lk e r ,  1966

2 ;4 100 0 , 2 5 -  5 > l d 7 ,5 C o m p le ja 0 0 ,9 2 P a r r y  y  W a lk e r ,  1966

3 7 -1 0 0 5 > l d 7 ,5 No c o m p e t i t i v a 2 2 P a r r y  y  W a lk e r ,  1966

0 , 5 - 8 , 5 d 50 0 , 0 9 - 8 , 8 > 1 8 ,0 M ix t a 6 2 , 3 > 2 0 S t o r e r  y  C o m is h -
B o w d e n , 1977

f v a r i a b le ^ 4 ,4 > 1 8 ,0 M ix ta 8 -1 0 8 -1 0 S t o r e r  y  C o m is h -
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“El rango de concentraciones del sustrato variable fue estimado en la ma­
yoría de los casos a partir de gráficos de dobles recíprocos 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 disociación de los 
complejos al pH del ensayo.
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o compleja, según se define en la tabla. Diversos factores 
varían en los trabajos analizados, siendo los más obvios el 
pH (7,0 - 7,5 - 8,0) y la razón Mg:ATP. Ambos determinan 
las concentraciones efectivas de los complejos MgATP y MgADP, 
así como las concentraciones de nucleótidos libres y de Mg2+. 
Como ya se ha comentado, el ATP libre y el Mg2+ son in­

hibidores por sí mismos. Todas estas circunstancias dan un 
buen grado de complejidad a la interpretación y comparación 
de los resultados, a las que se agrega el que el ADP (o MgADP) 
podría interactuar en la enzima no solo en su propio sitio, 
sino también en el sitio del ATP. Podría asimismo formar com 
piejos ternarios, no-productivos con la enzima y la glucosa 
(Storer y Cornish-Bowden, 1977).

Se decidió explorar el efecto del ADP sobre la función de 
saturación con glucosa a una concentración 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 (5 mM), 
cualquiera disminución del ATP por debajo de esa concentración, 
produce una gran disminución del coeficiente de Hill (Fig. 34). 
Debido a que la inhibición por ADP presenta un componente com 
petitivo respecto a ATP (Tabla XIII), su presencia provocaría 
una disminución en la concentración efectiva de ATP y podría 
esperarse una disminución del coeficiente de Hill.
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Para controlar las concentraciones de MgATP y de MgADP 
presentes en el medio de reacción, se usó una concentración 
de Mg2 + de 5 mM en exceso sobre la suma de nucleótidos y un 
pH de 8,0, de modo que hubiera un claro predominio de los 
nucleótidos ligados al metal ( 8 8 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 concentración de 5 mM, la que fue efectiva en suprimir 
la cooperatividad, como puede apreciarse en los gráficos 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 disminución del coeficiente 
de Hill se produce un decremento en el K 5 para glucosa, al 
aumentar la concentración 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 
K Q 5. Aunque no se trató de dilucidar el problema del tipo 
cinético de inhibición, se concluyó que el MgADP inhibe la 
reacción glucoquinásica, siendo mayor su efecto a las mayo­
res concentraciones de glucosa y disminuyendo hasta hacerse 
nulo (o incluso activante) a las concentraciones menores de 
glucosa (Tabla XIV). Este hecho se observa con las distin­
tas concentraciones de MgADP usadas, tanto al compararlas 
con el control sin MgADP, como entre varias concentraciones 
de MgADP. Storer y Cornish-Bowden no hacen referencia a la
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F¿qua.0. 57.  GnÂ ¿eoi> de HXZÍ de ¿a función de Acutu/uie¿ón con g£ueo¿a en 

cuióencMl y en ptieAencAM. de AVP. La glucoquinasa ( método 2; act. esp. 
31 U/mg de proteína) se ensayo a pH 8,0 mediante el ensayo la a concen­
traciones variables de glucosa (0,2 a 100 mM) , en ausencia (O) o en pre­
sencia de ADP 5 mM (®) Se uso una concentración de ATP de 0,5 mM y una 
concentración de MgC^ 5 mM en exceso sobre la suma de las concentra­
ciones de ATP y de ADP. El gráfico inserto muestra el efecto de ADP so­
bre n en experimentos con el mismo diseño experimental y diferentes 
concentraciones de ADP.
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TABLA XIV

JnfUbXcXón pon. AV? a dí{¡eAzntU conceitüia.c¿one¿> de. glucoAa3

Exp. Glucosa
mM

0

ADP, mM 
1 3 5

Actividad
Relativa'*5

V “i

0 , 6 0,36 mü 0,37 mü 1,03
I 4 1,56 mü 0 , 6  8 mü 0,44

20 2,4 9 mU 0,90 mü 0,36

0,4 0,17 mU 0,16 mü 0,94
II 0 , 6 0,29 mü 0,24 mU 0,83

20 1,59 mU 0,9 5 mü 0,60

En estos experimentos se hicieron ensayos paralelos a las concentraciones 
de ADP indicadas.

corresponde a la actividad determinada con la menor concentración 
de ADP y V. a la actividad en presencia de la concentración mayor de ADP.
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a la existencia de un fenómeno de esta naturaleza, y no mues­
tran ningún experimento del cual se pueda obtener información 
al respecto. Nuestros resultados sugieren que el MgADP mos­
traría una inhibición de tipo mixto respecto a glucosa. Es­
tudios de inhibición por ADP de la fosforilación de 2-desoxi- 
glucosa (Monasterio, 1980) indican también una inhibición mix­
ta, respecto al sustrato glucídico, pero en este caso el K Q 5 

para 2 -desoxiglucosa aumenta al incrementarse la concentra­
ción del MgADP. Por otra parte, la inhibición por ADP respec­
to a ATP como sustrato variable es no competitiva pura, en 
contraposición a las observaciones con glucosa que indican un 
fuerte componente competitivo (Tabla XIII) .

La menor inhibición a bajas concentraciones de glucosa 
puede interpretarse como debida a la disminución de la coo- 
peratividad y del K Q 5 lo cual produciría una activación que 
a bajas concentraciones de glucosa podría contrarrestar en 
gran parte el efecto inhibidor del MgADP. Se trataría de un 
efecto parecido al del K + y del Na+, aunque debido a las bajas 
concentraciones de ADP empleadas es insignificante la contri­
bución en cationes, y por tanto el efecto no podría atribuir 
se a la presencia de éstos.

El efecto del MgADP podría interpretarse considerando que 
como consecuencia déla presencia de éste, habría una disminu­
ción en la concentración del complejo E.MgATP, lo que signi­
ficaría un predominio de la vía de reacción 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 proteína monomérica bajo condiciones na­
tivas y desnaturalizadoras (Grossman et al., 1974; Maccioni, 
1975; Holroyde et al., 1976). Sin embargo, la gran mayoría 
de las enzimas con cinética sigmoidea son proteínas oligomé 
ricas (ver Discusión). 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, o que presentaran parámetros cinéticos dife 
rentes del monómero. En este último caso, el desplazamiento 
del equilibrio entre las distintas formas por acción del sus 
trato podría originar desviaciones de la conducta cinética 
clásica y dar lugar a la aparición de curvas de saturación 
sigmoideas(Frieden, 1967). Es conocido que la presencia tan 
to de sustratos, productos y análogos, como de modificadores 
alostéricos, puede afectar en las enzimas considerablemente 
el grado de asociación de las cadenas peptídicas 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 corazón, las 
que se encuentran en forma de monómero y de dímero, en equi_ 
librio reversible, que es desplazado hacia el dímero 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 monómero durante el ensayo, aunque es aislada en forma 
de dímero (Shill et al., 1974; Shill y Neet, 1975).

Pensando en la posibilidad de una oligomerización, se 
examinó, por filtración en gel, el peso molecular aparente 
de la glucoquinasa en condiciones similares a las que operan 
durante el ensayo de la reacción. Los resultados que se 
ilustran a continuación, mostraron que en las diferentes con 
diciones experimentales usadas, la glucoquinasa eluía como 
un pico de actividad único y simétrico, correspondiente a 
una proteína del mismo peso molecular que la enzima monomé- 
rica (Cárdenas et al., 1978).

a) Efecto de los sustratos sobre la filtración de la 

glucoquinasa

El efecto de la presencia de los sustratos sobre los per 
files de elución de la glucoquinasa durante la cromatografía 
por filtración en gel de Sephadex G-200 se estudió a dos tem 
peraturas, 30 y 4o, como se señaló en Materiales y Métodos. 

La figura 58 ilustra algunos resultados típicos obtenidos en
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F¿guAa 58 . Ven^lleA típicos de elución de la. glucoquinasa en pn.es encía 
de los SuStAatoS. La enzima provenía de una preparación en la etapa de 
purificación de Sephadex ( método 2) y su actividad específica era de 
5,1 U/mg de proteína. 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 5 mM ; c) ATP 5 mil más glucosa 1 mM; d) ATP 
5 mM más glucosa 100 mM. Las cifras en el máximo de cada pico de elución 
corresponden a: 1, azul dextrano; 2, alcohol-deshidrogenasa de levadura;
3, ovoalbumina; 4, mioglobina y 5, f14c]-leucina. . En las fracciones con 
glucoquinasa, los valores de actividad máxima, expresados en miliunidades/ml, 
eran los siguientes: a) 15,2; b) 9,0; c) 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[1‘tc]- 
leucina. Detalles de esta columna: VQ= 17 mi; = 50,7 mi. Otros porme­
nores se describen en Materiales y Métodos. De Cárdenas et al., 1978.
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experimentos realizados a 30°. Se observo un pico único y 
simétrico de actividad glucoquinásica en todas las condicio 
nes probadas: a) sin sustratos; b) en presencia de MgATP;
c) en presencia de MgATP y concentración baja de glucosa; 
y d) en presencia de MgATP y concentración saturante de glu 
cosa. No se observaron deformaciones en la rama izquierda 
de los picos, que pudieran ser interpretadas como pequeñas 
cantidades de enzima activa con un cierto grado de agrega­
ción. Los picos eluyeron siempre en la misma posición. 
Perfiles muy similares se observaron con otra columna traba 
jada a 4o (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 
función de saturación con glucosa se observa también cuando 
se mide la actividad enzimática por aislamiento de glucosa- 
6-P, en ausencia de la enzima auxiliar y de NADP (Niemeyer 
et al., 1975), así como también cuando se usa el otro sis­
tema de medición de actividad (ensayo 2) (ver figura 5) .

En la tabla XV se comparan los coeficientes de distribu 
ción de la glucoquinasa obtenidos a 30° y con soluciones 
de la misma composición que las empleadas en los experimen 
tos de la figura 58. Se obtuvieron casi idénticos valores
de K , tanto en ausencia de ambos sustratos como en presen-d.

cia de MgATP solo, o MgATP más glucosa a baja (1 mM) o al­
ta (100 mM) concentración. El valor promedio de de
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TABLA XV

Coe,{í¿Cs¿2.n£eA de. daJ>£hÁ.buLCÁ.6vi de Ir  g¿acóqu¿naAa obte.nd.do-i poh. 
fidUyiRctón en ge£ de Sepkadíx G-2003

Adiciones al amortiguador B 
en el solvente de elución^

Coeficiente de distribución0

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

3 De Cárdenas et al., 1978

3 Las condiciones de los experimentos se describen en la leyenda de la 
figura 58. Otros detalles se suministran en UateAtaZei y M£todo¿.

Coeficiente de distribución K, = (V - V )/(V. - V )d e o í o
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todos los experimentos fue 0,486 ± 0,002, que es igual al 
obtenido con la columna a 4o (0,491 ± 0,006).

La estimación del peso molecular aparente de la glucoqui 
nasa se muestra en la figura 59, en la que se relacionan 
en escala semilogarítmica los coeficientes de distribución 
de varias proteínas marcadoras con sus pesos moleculares.
La glucoquinasa aparece como una proteína 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 línea de 
regresión la posición que ocuparía un hipotético dímero 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 filtración 
de Sephadex como una proteína activa única. El MgATP no al_ 
tera la estructura monomérica de la glucoquinasa, aunque el 
grado de sigmoidicidad de la función de saturación con glu­
cosa es dependiente de la concentración del nucleótido 
(figura 34). En este aspecto, la glucoquinasa soluble se 
diferencia de la glucoquinasa microsómica descrita por 
Berthillier y Got (1972), la cual se dimeriza en presencia 
de ATP y solo en esta condición exhibe una dependencia sig 
moidea de la concentración de glucosa.
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FlguAa 59 . Estimación del peso moteeuljvu aparente pon {¡Muiclón en 
Sepkadex G-200. El promedio de los valores de para la glucoquina- 
sa presentados en la Tabla XV (0,486 ± 0,002) se situó en el gráfico 
construido con los valores de de las proteínas marcadoras, obteni­
dos en experimentos que se realizaron en las mismas condiciones. D 
señala el valor de de un hipotético dímero de glucoquinasa. Los 
detalles experimentales se describen en Materiales y Métodos.
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No hubo tampoco efecto al cambiar la temperatura desde 
4o, 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. Además de ser la tempera­
tura habitual de ensayo, se eligió 30° en contraposición a 
4o, porque a esta temperatura (30°) se ven favorecidas las 
interacciones hidrofóbicas y por tanto habría más posibili­
dad de pesquisar un posible oligómero. Asimismo, la varia 
ción en concentración de la glucoquinasa en un orden de mag 
nitud no modificó la conducta de elución (Fig. 60).

En ningún caso se produjo alguna anomalía del perfil de 
elución que hiciera sospechar algún grado de heterogeneidad 
de la enzima activa.

b) Efecto de la N-acetilglucosamina

La N-acetilglucosamina a alta concentración (10 mM) hace 
desaparecer la sigmoidicidad de la función de saturación pa 
ra glucosa de la glucoquinasa, como se vió anteriormente 
(Fig. 41). Dado que se había descrito que la glucoquinasa 
con un cierto grado de oligomerización (posiblemente dímero) 
exhibía una cinética hiperbólica (Niemeyer et al., 1975a), 
cabía la posibilidad de que la N-acetilglucosamina estuvie 
ra induciendo cambios conformacionales en la enzima que fa­
vorecieran la formación de una estructura dimérica. Sin
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FXguna 60. PeJi^Át de eX.ucA.dn de. l a  {¡áXZn.acXón en gel de la glueoquX. 

nena en psiexencXa de N-aceXXlglueoAamlna. La enzima era de la etapa 
de cromatografía de afinidad (método 2) con una actividad específica 
de 32 U/mg de proteína. La columna de Sephadex G-200 (1,2 x 48 cm) 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 T2O. El azul-dextrano se filtro so­
lo o junto con T2O. Otros detalles se describen en Materiales y Méto_ 
dos.
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embargo, cuando se incluyó N-acetilglucosamina en la solu­
ción de elución durante la filtración en Sephadex de la glu 
coquinasa, se obtuvo un solo pico simétrico de la actividad 
enzimática,como se ilustra en la figura 60. El 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 concentración 
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
teró su coeficiente de distribución en Sephadex G-100.

c) Efecto de los sustratos y los productos

La figura 61 ilustra el hecho que la adición de una mez­
cla de los sustratos (glucosa y MgATP) y de los productos 
(glucosa-6-fosfato y MgADP) a la solución de equilibrio y 
elución, no determina ningún cambio en el perfil de elución 
de la glucoquinasa desde una columna de Sephadex G-100. En 
efecto, se obtuvo en estas condiciones de nuevo un pico si­
métrico y único de glucoquinasa, en la misma posición que en 
ausencia de los metabolitos. El peso molecular corresponde­
ría al de la enzima monomérica. Un comportamiento similar 
se observó en presencia de glucosa-6 -fosfato solo. Así, a 
diferencia de lo que ocurre en hexoquinasas de corazón y de
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FIguAa 61. PeAfall da alualón de la ^Htnaclón en Sapkadax da glano quÁ. 
naJ>a en pAOAnnc.la da 6u&tJicuto6 y pfiodanlo¿. La enzima provenía de una 
preparación en la etapa de cromatografía de afinidad (método 2) y tenía 
una actividad específica de 30 U/mg de proteína. La columna de Sepha- 
dex G-100 (1,2 x 48 cm) se equilibro a 30° con amortiguador B conteniera 
do glucosa 50 mM, ATP 5 mM, glucosa-6-fosfato 50 yM, y ADP 50 yM. 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) C o m e n t a r i o  g e n e r a l

Toda la información disponible señala que la glucoquina­
sa está constituida por una cadena polipeptídica única. En 
efecto, la enzima en condiciones desnaturalizadoras como las 
existentes durante una electroforesis en geles de poliacrila 
mida en presencia de dodecilsulfato de sodio, aparece como 
una sola unidad proteica, con el mismo peso molecular que la 
enzima nativa (Grossman et a l . , 1974; Maccioni, 1975; Holroyde 
et al., 1976). El hecho que no se produjeran moléculas de 
mayor tamaño por reacción cruzada al tratar glucoquinasa pu 
ra con dimetilsuberimidato, a 4o, en presencia de los sustra 
tos, apoya la naturaleza monomérica de la glucoquinasa 
(Holroyde et a l . , 1976). Asimismo, la cromatografía por 
filtración en geles de la glucoquinasa nunca ha indicado la 
presencia de formas oligoméricas, aunque se haya realizado 
en condiciones muy variadas de fuerza iónica y de composición 
del medio de desarrollo (Pilkis et al., 1968; González y 
Ureta, 1969; Pilkis, 1972; Grossman et al., 1974; Maccioni, 
1975; Holroyde et al., 1976). La única excepción la constó^ 
tuyó la observación de este laboratorio de un cierto grado 
de oligomerización en preparaciones envejecidas de glucoqui^ 
nasa purificada; los estados agregados exhibieron una
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cinética hiperbólica (Niemeyer et al., 1975).
La estructura monomérica de la glucoquinasa es de espe­

cial interés dado el carácter sigmoideo de la función de sa 
turación con glucosa, ya que esta cinética exigirá una Ínter 
pretación diferente a la que dan los modelos más conocidos, 
que sirven para proteínas oligoméricas (Monod et al., 1965; 
Koshland et al., 1966). Por esto, era crítico asegurarse 
de que la glucoquinasa permanecía como monómero 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 oligomerización en las condiciones de ensayo, ya 
que es ahí donde se presenta el fenómeno de cooperatividad.
En el caso de una enzima monomérica es imprescindible.

De acuerdo con la información disponible existen otras 
cinco enzimas monoméricas, que presentan cinética no hiperbó 
lica. Ellas son la ribonucleósido-trifosfato-reductasa (Beck 
1967; Vitols et al., 1967; Panagou et al., 1972), la ribonu- 
cleasa-pancreática (Rübsamen et al., 1974; Walker et al., 
1975; Walker et al., 1976) , la hexoquinasa L-j. de trigo (Meu- 
nier et al., 1974), la ó-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 inequívocas de que no ocurre una oligomerización du 
rante el ensayo. Además, habría que agregar la hexoquinasa 
de levadura que, si bien existe como dímero, en las condi­
ciones de ensayo sería fundamentalmente un monómero (Shill 
et al., 1974). Todas estas enzimas serán analizadas en la 
Discusión.

La demostración de la estructura monomérica de la gluco- 
quinasa,en condiciones de reacción, descarta la posibilidad 
de que su función de saturación con glucosa sea el resultado 
de la interacción 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 hiperbólicas 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 conversión de los sustratos en los 
productos. Se analizarán primero brevemente estos modelos, 
y luego se presentará un modelo propio, que da cuenta de la 
mayoría 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 había 
enzimas como la treonina-desaminasa y la aspartato-transcarba 
milasa, respectivamente, que estaban sujetas a regulación y 
que no se ajustaban a la ecuación 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 clá­
sica (cooperatividad positiva o negativa) y que en la mayoría 
de los casos corresponden a enzimas que parecen jugar un papel 
importante en la regulación de las vías metabólicas (Koshland, 
1968; Stadtman, 1970).

Junto con la descripción del fenómeno de cooperatividad ci_ 
nética surgió la inquietud de poder explicarlo. Así, en los 
últimos 15 años, el estudio de los mecanismos que podrían dar 
cuenta de una conducta cinética cooperativa ha ocupado la aten 
ción de diversos grupos de investigadores. La idea principal 
que ha dominado el pensamiento en esta área 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 rápido

Los principales modelos de sistemas en equilibrio rápido 
para explicar la cooperatividad son los planteados por los 
grupos de Monod y de Koshland. Son de equilibrio rápido por­
que se considera que:
i) Los pasos de unión y de disociación de ligandos a la proteí 
na son muy rápidos comparados con el paso catalítico, 
ii; Los cambios conformacionales inducidos o los desplazamien­
tos de equilibrios provocados por la unión de los ligandos a 
la protelna son rápidos con respecto a la velocidad de la reac­
ción catalizada.

Estas dos consideraciones permiten que se alcance un esta 
do de cuasiequilibrio (equilibrio rápido) 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 interacción entre 
las subunidades en el control de la actividad enzimática. En 
estos modelos, la variación sigmoidea de la velocidad en 
función de la concentración de sustrato se interpreta su­
poniendo que la cooperatividad cinética es
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consecuencia de la cooperatividad en la unión del sustrato 
a las subunidades interactuantes de la enzima. La coopera­
tividad cinética queda asi restringida a enzimas oligoméri- 
cas. La mayoría de los datos descritos en la literatura son 
compatibles con estos modelos, los cuales pueden aplicarse 
también a proteínas no enzimáticas que enlazan específicamen 
te un ligando, como es el caso de la hemoglobina.

Modelo de transición concertada de Monod, Wyman y Changeux

En 1965, Monod, Wyman y Changeux propusieron un modelo cu 
yos postulados son:
¿) Las proteínas alostéricas son oligómeros cuyos protómeros 
se encuentran asociados de tal manera que ocupan posiciones 
equivalentes. Un oligómero es una proteína que contiene un 
número relativamente pequeño de subunidades idénticas cada 
una de las cuales se denomina protómero.
■i-i] A cada ligando capaz de formar un complejo estereoespe- 
cífico con la proteína, le corresponde uno y sólo un sitio 
de unión en cada protómero: al sustrato el sitio catalítico 
y al modulador (activador, inhibidor) un sitio alostérico, 
es decir, un sitio estructural y topológicamente distinto 
del sitio catalítico.
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¿■¿■i) La conformación de cada protómero está restringida por 
su asociación con los vecinos. Es decir, existen restriccio 
nes moleculares que hacen que los cambios de conformación de 
los protómeros sean concertados.
fu) Los oligómeros alostéricos pueden existir en al menos dos 
estados conformacionales reversibles (R y T), que difieren en 
la distribución y energía de los enlaces interprotomóricos, y 
también en las restricciones impuestas sobre los protómeros.
u) Existe una unión preferente de cada ligando por algún esta 
do conformacional. Es decir, al ocurrir una transición confor 
macional (concertada) de un estado a otro, la afinidad de
los sitios estereoespecíficos hacia el correspondiente ligan 
do se altera.

u¿) Al experimentar el oligómero la transición conformacional 
de un estado a otro, se conserva la simetría molecular, in­
cluyendo la simetría de las restricciones impuestas sobre ca­
da protómero (transición concertada).

Estos seis postulados del modelo de Monod et al. se pue­
den resumir en dos presunciones fundamentales. Una es la pre 
sencia de un equilibrio preexistente entre dos o unos pocos 
estados conformacionales de la proteína y, la segunda, es que 
cualquier cambio conformacional afecta a todos los protómeros 
de igual manera, lo que permite conservar en todo momento la 
simetría de la molécula proteica. De ahí que se hable de una



246

transición 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. El des­
plazamiento del estado T al estado R bajo la influencia de 
la unión del sustrato explica la cooperatividad. El modelo 
no permite especies moleculares híbridas y predice, por lo 
tanto, solamente la cooperatividad positiva en las interac­
ciones homotrópicas. Pettigrew y Frieden (1977) han exten­
dido este modelo al caso de una reacción de dos sustratos 
con un mecanismo de unión al azar en equilibrio rápido. Han 
mostrado, por estudios de simulación, 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 analogía con la conducta de unión 
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 
proteínas alostéricas, hizo que existiera una tendencia a 
establecer una relación biunívoca entre el fenómeno de alos 
terismo y el de cinética cooperativa. Si bien ambos fenóme 
nos están estrechamente relacionados y ambos pueden ser ex­
plicados a base de flexibilidad conformacional de las pro­
teínas, no son sinónimos. Esta confusión se ha visto
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estimulada por el hecho que muchas enzimas alostéricas pre 
sentan también cinética cooperativa y, viceversa, la mayo­
ría de las enzimas que presentan cooperatividad poseen si­
tios alostéricos. Esto no debe sorprender, ya que ambas 
propiedades son importantes en el control metabólico y se 
podría suponer que han sido seleccionadas a través de la e 
volución. No obstante, esto no significa que los términos 
de alosterismo y de cooperatividad sean intercambiables; 
ellos describen dos propiedades diferentes y deben ser di£ 
tinguidos claramente. Así, una enzima alostérica es sola­
mente una enzima que presenta un sitio alostérico y puede 
o no tener cinética cooperativa. Por ejemplo, desde hace 
tiempo se sabe que la primera enzima en la biosíntesis de 
histidina (fosforribosil-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 importantes 
porque dieron un marco conceptual simple para enfocar los 
primeros trabajos con enzimas de cinéticas no michaelianas; 
definieron además muchos términos, lo que contribuyó a evi­
tar confusiones; pusieron énfasis en las características de 
simetría en el diseño de las proteínas y plantearon el rol
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de las subunidades en el proceso cooperativo.

Modelo de transiciones consecutivas de Koshland, Nemethy y 

Filmer

El modelo de Koshland comparte con el de Monod los postu 
lados -i-i) y v) y la idea que la proteína es un oligómero, 
pero no requiere condiciones de simetría. Sus presunciones 
básicas son:

■i) La interacción del ligando con la proteína induce en 
ésta un cambio conformacional (encaje inducido) que puede 
estar restringido a una sola subunidad de la proteína.

-i-i) La interacción entre las subunidades es la clave de 
los procesos homotrópicos. Según la fuerza de dichas inte 
racciones, la deformación 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 
ocurriría en forma consecutiva, más bien que concertada. 
Solo si la interacción es infinita, el cambio conformacio- 
nal sería concertado.
-i¿¿) La conducta de los estados conformacionales se puede 

describir a base de tres parámetros moleculares, que descri^ 
ben la energía del cambio conformacional, la fuerza de la 
interacción 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 simetría, 
permite la existencia de especies híbridas y puede explicar 
la aparición de cooperatividad negativa y mixta tanto ciné 
tica como de unión (Koshland, 1970).

Modelo de Frieden del segundo sitio

Los dos modelos anteriores consideran enzimas con sitios 
múltiples, en las cuales todos los sitios de unión del sus­
tratos son catalíticamente activos y están situados en sub 
unidades diferentes dentro de la proteína. Es posible, sin 
embargo, que una enzima posea sitios de unión del sustrato 
que no tengan actividad catalítica y que en cambio jueguen 
un papel regulatorio.

Frieden (1964), en un análisis general de la situación 
de enzimas cuya actividad está influenciada por la unión 
específica de modificadores a sitios diferentes del sitio 
catalítico (alostéricos), considera el caso en que el mismo 
sustrato actúa como modificador, originando activación o 
inhibición.

Frieden plantea las siguientes ecuaciones de interacción
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Sobre la base de presunciones de equilibrio rápido, de­
riva una ecuación de velocidad inicial, la cual es de se­
gundo orden con respecto a la concentración de sustrato y 
es del tipo:

V _ f S2 + gS

----------------------  (10)
o h + iS2 + jS

donde los parámetros f, g, h, i, j, son funciones de las 
constantes cinéticas y de las constantes de equilibrio.

Nótese que en este caso no se presume interacción de sub 
unidades y, por lo tanto:, es aplicable a enzimas monoméricas. 
Sólo se presume la existencia de un segundo sitio, alosterico, 
que al unir el sustrato, puede modificar la constante catal^í 
tica (ks k 6) o afectar la afinidad del sitio activo por el 
sustrato (Ki ^ K^).
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En una situación extrema de unión cooperativa, el sitio 
catalítico estaría accesible al sustrato sólo después que 
éste se ha unido al sitio alostérico y ha inducido un cam­
bio conformacional en la enzima. En este caso, se tendría 
lo siguiente:

La variación de la velocidad en función de la concentra 
ción de sustrato, en condiciones de equilibrio rápido sería:

v _ ______ kS^________

E aK2 + S2 + aKSo

donde K es la constante de disociación intrínseca.
La ecuación de velocidad obtenida es de segundo orden res 

pecto a la concentración del sustrato, aún si a vale 1 ,0 .
La ecuación de unión del ligando también es de segundo orden 
con respecto a su concentración. El 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 unión cooperativa de li 
gandos, pues no requieren interacción de subunidades, y 
que pueden, por lo tanto, ser aplicados a enzimas monoméri- 
cas (como la glucoquinasa). Estos modelos presentan dos 
ideas en común:

■i) El sustrato que presenta el fenómeno de cooperativo^ 
dad puede unirse a más de una especie enzimática para for­
mar producto.

■i-i) Las distintas especies enzimáticas no alcanzan un 
equilibrio rápido, sino que están en régimen estacionario.

Las diferencias entre los modelos de régimen estaciona­
rio surgen en el modo de generación de las distintas espe­
cies enzimáticas a las cuales se puede unir el sustrato.

Modelos cinéticos

En el modelo de Ferdinand (1966), las especies enzimáti 
cas surgen debido al mecanismo cinético de la reacción. 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 vías resultantes es preferida cinéticamente, es
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decir, es más rápida (Fig. 62). En este caso, el sustrato 
que presenta cooperatividad podría unirse a dos especies en 
zimáticas: 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 ecuación de velocidad inicial bastante comple­
ja (Dixon y Webb, 1964):

v C i a b + c 2a 2b + c 3ab2

E q c 7 +  c8a +  c 9 b +  c 10ab +  C n a 2 +  c 12b2 +  Ci3azb +  cii+ab2 

donde Ci a Cii*son combinaciones de constantes de velocidad.

c l =  ^+1 k — 2 k + 3  * + 5+ ^ l  k + 2  ̂ +4 ̂ +5 
C‘i — k+1 k+3 ̂+4 ̂+5
c3 ~  ^+2  ̂ + 3  ̂ + 4  ̂ +5
c4 =  *_1/í_2/e_3/¡_6+/E_1A_2/í_4/í_s 
í-5 = k^k^k+Ji^
c6 =  /í_2 /i+3/i-4/v_5

c7 =  ¿_1A_2A_3j-Á_1/e_2/¡_4H-/e_1/e_2/í+5
C8 = k+1 k-2 k-3+k+1 k„2 k^+k+1 /e_2/i+5+/í_1 /i_3 /{+4+/J-! k+i A+5 
ca —  k-1 k+2 /e—3 -f-/e_ 1 /¿-1-2 Â 4 + /i- 1 /’-) 2 ̂‘+5 + ^ -2 k+3 /J-4 + ^ -2  ̂+3 ̂+5 

C10 =  ^ + 1  ^ - 2  ^ + 3 + ^ - 1  ^ + 2  ^ + 4 ~ W f + l  ^ + 3  ^ - 4 + ^ + 2  / { - 3  ^1 4 + ^ + 3  ^ + 4  ^+5Cu = k+1k..3k+i+k+1k+ik+5
C12 =  ^ + 2  ̂ + 3  ^ —4 " t- ^ + 2  ̂ + 3  ̂ + 5  

C13 =  ^+1  ̂ + 3  ̂ +4
c14 =  /g 2 /c+3 ̂ +4
c15 =  1 2 i’-5“Í-̂ -x k—4 /v_5 j-/i_2/{_3 /c—5
c16 =  k_1k+ i k_ í - { -k -3k^.i k_ i  
C\1 —  k̂ tk+3k-5 -f-A+s &-4 k_¡
C18 == ^+3  ̂ + 4  ̂ -5
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FZgu/ia 62. Secuencia de neaccZoneA en un AZAtma. enzZjnóutZeo con meeanZAmo 

(t¿ CLZOA de unZon de AuAtAuZoA. k^k^k_^k_2 = k2k^k_^k_^ (reversibilidad
microscópica). No se indica el numero de productos ni el orden de salida 
de ellos por no ser de importancia para el análisis.
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Si uno de los sustratos (por ejemplo B) se mantiene cons 
tante, la ecuación de velocidad se reduce a:

(11)

donde, A es la concentración del sustrato A, E es la enzi-o
ma total e i, j, k, l y m  son funciones complejas de la con­
centración 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 ecuación clásica de Michaelis. Aunque los gráficos re­
cíprocos no son lineales, el alejamiento de la linealidad 
sería imposible de detectar si ambas rutas de formación de 
EAB son equivalentes. Mediante diferenciación de la ecua­
ción (II), Ferdinand (1966) analiza las condiciones que de­
ben cumplir las relaciones entre los parámetros cinéticos 
de esta ecuación para la obtención de una activación por 
sustrato o de una inhibición. De esta manera establece que 
si se cumple la siguiente condición:
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ki > mj ; im > jl (12)

se obtiene una cinética sigmoidea para el sustrato variable. 
Dado que los parámetros de la ecuación de velocidad son fun­
ciones de la concentración del sustrato fijo, su valor depen 
derá de la concentración de éste. Luego, la existencia de 
cooperatividad dependerá, en este caso, de la concentración 
del sustrato fijo. Debido a la complejidad de los parámetros 
cinéticos, no es posible reducir la condición para la existen 
cia de sigmoidicidad a una forma en que pueda visualizarse 
una relación obvia entre las constantes de velocidad. Parte 
de la condición sería que ks sea grande respecto a las otras 
constantes de velocidad, a fin de que se cumpla la condición 
de régimen estacionario, y que, por otra parte, ki > ki+.
Por esta misma razón, no debe esperarse necesariamente que, 
si se observa cooperatividad positiva respecto de A, deba 
observarse en las mismas condiciones inhibición por B.

En general, cualquier mecanismo cinético que implique más 
de un camino para la unión de una molécula de sustrato al 
sitio activo, puede originar una relación sigmoidea entre ve 
locidad y concentración 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 isomerización lenta entre dos for 
mas coexistentes de enzimas que poseen un sitio activo úni­
co. En estos casos, ambos estados unen el sustrato con afi 
nidades diferentes o tienen constantes catalíticas distin­
tas. El paso de unión y el de isomerización deben estar en 
régimen estacionario.

El modelo de transiciones conformacionales lentas propues 
to por Ainslie et al., (1972) es el más elaborado y de ca­
rácter más general y tiene los siguientes postulados básicos:

¿) La enzima puede existir en dos (o más) estados confor­
macionales diferentes e interconvertibles en forma lenta en 
relación a la velocidad de la reacción catalizada.

¿t) Cada forma enzimática puede llevar a cabo un ciclo ca 
talítico, pero con diferentes constantes de velocidad.
¿¿i.) La velocidad de interconversión de ambas formas y su 

distribución están influenciadas por la concentración del 
sustrato.

Para el caso de una reacción Uni-Uni, como la que se 
ilustra en la figura 63, la ecuación de velocidad inicial 
describe una dependencia de segundo orden respecto a la con 
centración del sustrato,
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F¿guAa 63. Modelo de tnjanÁ-iclón confio Amado nal lenta aplicado a una 

enzima con un -iuAtAalo y un pAodudo. El circulo y el rombo representan 
conformaciones diferentes e interconvertibles de la enzima, E y E' res­
pectivamente. A, sustrato y P, producto. El paso lento de intercon - 
versión está determinado por las constantes cinéticas kg y k-̂ Q en el caso 
de la enzima libre y por k̂  y k̂  en el del complejo binario. Adaptado de 
Ainslie et al., 1972.
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donde, a, 

néticas:

(13)

” S V u ,k5 * ko 4 V ' u  * k!5> * kl k4kn ' kr, 4 V ' k>4 7 kis  .  „ 16,

■ kl k4k0 ,kC * k7><k,4 * k,5 * k16> * k3k10kl l  ,k5 4 k6 * V  <*14 *

lt4V10kn (k6 + V  (k14 * k15 4 k16> 4 kl k3k9 (k5 * k6 4 V  lk14 4 " iS 1 

V l l (kG 4 k71(k2kH  + k2k15 *  kl « k16> 4 kl k3 lk5k7 * V ' U  * k7k12! (k14 * k15> 

k10kl l (k5 + k6 + k7, ( k 2kl 4 4 k2k15 4 k14k16>

kl V k14 4 k15 4 k16> ,k5k7 4 V l 2  4 k7k12>

'  k9 (k5k7 4 V n  4 k7k12l lk 2k34 4 k2k15 + k14k16>

‘ k10(k5k7 4 V l 2  4 k7k12) ( k 2k14 4 k2k15 4 k14k16>

' W k6 4 k71(k2k14 1 k2k 15+ k14k16> 4 k3k10(k5k7 4 V l J  4 k7k12> (k14 + k15> 

' k4lÍ0<k6 4 k7) ( k 2k14 4 V i S  4 k14k16> 4 k3k9 (k5k7 + V l 2  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 
catalíticos a una concentración dada de sustrato. Al variar 
la concentración del sustrato varía la distribución de las 
formas enzimáticas en régimen estacionario y, dado que ellas 
tienen diferentes constantes cinéticas, surge la cooperativi- 
dad, que puede ser positiva o negativa.

En este modelo, el paso lento de interconversión puede 
ser una isomerización, una asociación-disociación o la unión 
de otro ligando (modificador).

Estudios de simulación de este mecanismo han mostrado que 
puede originar cooperatividad cinética positiva y negativa, 
acompañada de retardo ("lag") o de estallido ("burst") en 
la curva de progreso. La existencia de cooperatividad esta 
aquí mecanísticamente 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 reacción enzimática implica dos sustratos y dos pro 
ductos, el análisis se hace bastante complejo, pero se siguen 
aplicando los mismos principios que para el caso de un sustra 
to. Se pueden considerar varios casos límites que implican 
diferentes presunciones respecto al efecto de los sustratos 
sobre la velocidad de isomerización (k3) y al orden en que 
ellos se adicionan a la enzima. Una situación incompatible
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con el modelo es la de azar en equilibrio rápido, pues de­
riva en una conducta cinética michaeliana.

El modelo de transición lenta ha sido aplicado a hexo- 
quinasa de levadura (Shill y Neet, 1975) y a 6-quimiotrip- 
sina (Ainslie y Neet, 197 9).

Transición mnemónica

Ricard et al. (1974) propusieron otro tipo de isomeriza 
ción enzimática, que llamaron transición mnemónica, basán­
dose en la idea básica de Rabin (1967), que plantea que la 
enzima que se libera al final del ciclo catalítico presen­
ta una conformación diferente a la que tenía cuando inició 
el ciclo. Es decir, cuando el producto (o el último produc 
to en una reacción de varios productos ) se libera del si­
tio activo, la enzima "recuerda" por unos instantes la con­
formación estabilizada por aquel producto.

Los postulados básicos del modelo de transición mnemóni­
ca son los siguientes:

t) La enzima puede existir en dos estados conformaciona 
les interconvertibles, con una constante de equilibrio que 
favorece grandemente la presencia de uno de ellos en ausen­
cia de ligandos. Esta es la forma que prácticamente inicia
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ii) La enzima libre que se genera al final de la catá­
lisis corresponde a la forma menos estable y está por tan­
to en una conformación diferente de la inicial.

i-i-i) La unión del sustrato, o del primer sustrato cuando 
se trata de reacción bimolecular o de orden mayor, a cual­
quiera de las formas induce una nueva conformación común, 
que es requisito para la catálisis.

iv) La velocidad de la transición conformacional induc_i 
da por el sustrato es diferente para las dos conformaciones.

El concepto de transición mnemónica 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 adición en secuencia ordenada (Fig. 6'4b) . A diferencia 
del modelo de isomerización lenta, que puede aplicarse tan­
to a un mecanismo al azar como a uno ordenado, el de tran­
sición mnemónica sólo sería aplicable a este último. Sólo 
con el primer sustrato se produciría cooperatividad y el 
grado de ésta no dependería de la concentración del segundo 
sustrato.

Para una enzima mnemónica que cataliza una reacción Bi-Bi 
con un mecanismo cinético como el de la figura 64b, la velo­
cidad inicial está dada por la siguiente ecuación:
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FIguAa 64. Mocíe¿o de tn,ant>lcÁ.6n mnemónica. El círculo, 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 

(P y Q). El mecanismo cinético de adición de sustratos a la enzima y 

de liberación de productos es en secuencia ordenada.

Adaptado de Ricard et al., 1974.
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v ÓBA + eBA2
—  = ------------------------------------------ (1 4 ;
E a 4 + o 2 B + (BI + B2B) A + ( Y  + yzB)A2

donde A es la concentración del sustrato A y B la concentra 
ción del sustrato B y los coeficientes a, g, y y 6 son com­
binaciones de constantes cinéticas:

«1 =  A 4  ( A A 3 4- A _ 2 A 3 4- A 'A _ 2) (k-i  4- A _ 6) 

(k5 4- A _ 5)

«2 =  k k 2k 2k 4 (A 5 4b 'A _ 5)

a 3 =  k  k  „ 2k  - 3  (A 5 4- A _ s ) ( A _ j  4- A _ 6)

«4 == k _ 4 A _ 5  _ j 4~ A _ g )  (/c/c3 4- A  A  _ 2 4- Á '_ ;

a s —  A A 2 A 3A  _ 4A  _ 5

/?, =  A 4 (A A 3 4 - A _ 2 A 3 4- A 'A _ 2)

(k\ks 4- A tA _ ó 4- A _ j A 6 4- A _ 5 A 6)

P 2 =  k 2 ( A ,A 5 4- A _ 5A 6)

(A A 4  4* k  A 4  4- A 3A 4  4 " A A 3) 4~ A A i A 2 A 3 A 4

Pi —  k  A _ 2A _ 3 (A _  j/c6 4~ A jA 3 4" k ^ ^ k ^  4 - A jA

P* —  k 2k _ 3 (A  4- A ')  ( A ,A 5 4 - A _ 5A 6)

Ps =  A , A _ 4 A _ 6 (A  A _ 2  4" A __2 A 3 4~ A A 3)

Pe “  A A í A 2A j A _ 4

y. =  A jA 4 A 6 (A  A _ 2  4~ A _ 2 A 3 4" A A 3)

y: —  A jA 2 A 6 ( A 3A 4 4- A  A 4  4- A A 4  4 " A A 3)

yj —-  A  A , A  _ 2 A  _ 3 A^

y4 “  k \ k 2k-^kfr (A  4* A )

8 =  A A 2 A 3 A 4  (klk 5 4- A _ 5 A 6)

F. =  A A , A 2A 3A 4A 6

Los coeficientes 013 -015, B3~Bg, y3 y ŷ  pertenecen a la ecuación 
general de velocidad, es decir en presencia de productos.
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La cooperatividad se evalúa mediante la segunda derivada 
de la función de dobles recíprocos correspondiente a la ecua 
ción (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 gráfico de dobles re­
cíprocos en el eje 1/v a concentración °° de sustrato. Para 
una reacción Bi-Bi como la de la figura 64b el valor de T es:

2 k 5
r = ---5-- í*e - k i )  (15)

kik&

De ahí que, segúnel análisis de Ricard et al. (1974), el gra 
do de cooperatividad sea independiente de la concentración 
del segundo sustrato, pudiendo predecirse cooperatividad c.i 
nética solo para el primer sustrato. La cooperatividad 
dependerá de los valores relativos de las constantes 
de velocidad de las transiciones conformacionales (postula­
do ¿v) . Si k& > Jti se tendrá cooperatividad positiva; en 
cambio, si k 6 < k \, la cooperatividad cinética será negativa.
El grado de cooperatividad dependerá pues de la diferencia en 
tre los valores de Jci y k 6 .

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 concentración de MgATP en un am­
plio rango (Meunier et al., 1974), lo cual estaría de acuerdo
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con la ecuación (15).
Si la ecuación (14) se simplifica, haciendo constante 

la concentración de B , se tiene la ecuación:

UL. = -  a______  í 16)
E (f> + tú A2 + AAo

donde, ¥, p, <J>, ai y A son funciones complejas de la concen 
tración del sustrato fijo (B) y de productos de las constan 
tes de velocidad:

y = eB e ii • + Y 2B
p = ÓB A = 0i + 6 iB

<P = ai + ot 2 B

La ecuación (16) tiene la misma forma que la ecuación 
(1 1 ) correspondiente al mecanismo al azar en régimen esta­
cionario y que fue examinada por Ferdinand (1966). Nótese 
que la ecuación (13) del m o d e l o  d e  t r a n s i c i o n e s  c o n f o r m a d o _ 

n a l e s  lentas es también de igual forma. Lo que varía es el 
significado de los parámetros cinéticos. Según el análisis 
matemático de Ferdinand, la curva representada por la ecua 
ción (16) tendría, entonces, un punto de inflexión si se 
cumple una condición equivalente a la (1 2 ):

<(>'1' > Ap ; wA > pu) (17)
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Dado que los parámetros cinéticos de la ecuación (16) 
son funciones de la concentración del sustrato fijo, sus 
valores deben depender de la concentración de éste. Luego, 
la existencia de cooperatividad debería depender de la con 
centración del sustrato fijo y no ser independiente como lo 
plantean Ricard et al. (1974) a través de la ecuación (15). 
Cabe, sin embargo, la posibilidad de que, dada la complejidad 
de las expresiones que definen los parámetros cinéticos, la 
contribución de la concentración del sustrato fijo sea de 
peso tal en cada uno de los parámetros que no altere la con 
dición (17), o que su alteración sea de magnitud tal que 
no sea discernible experimentalmente.

Por otra parte, Storer y Cornish-Bowden (1977) conside­
ran que el parámetro T no es muy sensible para medir el grado 
de cooperatividad y que es preferible usar como índice de 
cooperatividad el coeficiente de Hill (nu). El hecho que 
la hexoquinasa L de trigo no presente variación en el gra­
do de cooperatividad negativa en función de la concentración 
de MgATP, podría deberse a que el rango de concentración de 
MgATP estudiado (0,02 a 1 mM) no fue lo suficientemente am­
plio y que aunque hubiera existido una pequeña variación en 
la cooperatividad, no hubiera sido detectada mediante el 
índice T, pero quizás lo hubiera sido a través del coeficien 
te de Hill. Lamentablemente no es posible determinar con se 
guridad este coeficiente con los datos publicados.



268

Ricard e t  a l .  (1974) plantean que su modelo es muy dife 
rente del derivado por Ainslie et a l .  (1972), básicamente 
porque primerOjen el m o d e l o  d e  t r a n s i c i o n e s  l e n t a s  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 m o d e l o  m n e m ó n i c o  impli­
ca la existencia de un encaje inducido y no se requiere que 
las transiciones conformacionales sean lentas. En mi opi­
nión, sin embargo, estas observaciones no son totalmente 
válidas, ya que si bien el grupo de Ainslie no insiste ex­
plícitamente en la importancia del encaje inducido, el he­
cho que la unión del sustrato afecte la constante de velo­
cidad de interconversión de las formas enzimáticas implica 
de hecho un encaje inducido. Por otra parte, el m o d e l o  

m n e m ó n i c o  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 así pierde sentido 
el postulado ¿v. Si bien la transición mnemónica puede ser 
rápida, la inducida por el sustrato no puede serlo.

A mi entender, la diferencia básica entre ambos modelos 
reside en que:

-t) En la transición mnemónica el sustrato que presenta 
cooperatividad induce un cambio conformacional en la enzima 
necesario para la catálisis; en cambio, en el modelo de



269

transiciones lentas esto no es un requisito indispensable, 
ya que una vez que se une el sustrato, puede producirse la 
catálisis con o sin cambio conformacional importante.

-i-i) La interconversión entre las especies enzimáticas 
libres puede ser relativamente rápida en la transición mne 
mónica; en cambio, debe ser lenta en el modelo de Ainslie 
et al. (1972).

i



2. APLICACION DE MODELOS A ENZIMAS MONOMERICAS

En su mayor parte, las enzimas con cinética no michaelia 
na son proteínas oligoméricas, a las cuales se pueden apli­
car modelos basados en la interacción de subunidades. Re­
cientemente, sin embargo, se han descrito unas pocas enzi­
mas monoméricas con cinética atípica. Ellas son la gluco- 
quinasa, la hexoquinasa de levadura, la hexoquinasa L de 
trigo, la octopina-deshidrogenasa, la 6-quimotripsina, la 
ribonucleasa pancreática y la ribonucleósido-trifosfato-re 
ductasa. Analizaremos brevemente a continuación como se han 
aplicado a estas enzimas algunos de los modelos que presen­
tamos anteriormente. Se darán más detalles sobre la ribonu 
cleósido-trifosfato-reductasa, la hexoquinasa de levadura 
y la hexoquinasa L^ de trigo, consideradas como prototipos 
de los modelos.

a )  M o d e l o  d e l  s e g u n d o  s i t i o

La r i b o n u c l e o s i d o - t r i f o s f a t o - r e d u c t a s a  (EC 1.17.4.2) de 
Lac.tobac¿¿¿u¿ ¿e.¿chmann¿¿ cataliza la reducción 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 ribonucleótidos en presencia de iones 
magnesio (Beck, 1967). La reducción de los nucleósido-trifos 
tatos es activada en forma específica por varios de los

270
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desoxinucleótidos productos de la reacción. Así, por ejem­
plo, la reducción de ATP es activada por dGTP, mientras que 
la reducción de CTP es activada por dATP. Sobre la base de 
estudios cinéticos se sugirió que los desoxinucleósido-tri_ 
fosfatos actuarían como activadores debido a que se unirían 
a sitios alostéricos de la enzima (Goulian y Beck, 1966; 
Beck, 1967; Vitols et al., 1967) y que los ribonucleótidos 
también podrían unirse a un sitio regulador (Beck, 1967; 
Vitols et al., 1967).

No obstante ser una enzima con características alostéri- 
cas , la ribonucleósido-trif osfato-reductasa de Laato bac.¿¿¿u¿ 
¿í-íc.kma.nn¿¿ es un monómero de peso molecular 76.000, consti 
tuido por una sola cadena polipeptídica. No presenta agre­
gación en presencia de modificadores alostéricos, como dGTP, 
ni de los sustratos ATP y GTP (Panagou et al., 1972).

La ribonucleótido-reductasa fue el primer ejemplo descri_ 
to de una enzima monomérica con cinética no michaeliana en 
ciertas condiciones y sujeta a regulación 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 o en pre

2sencia de alta concentración de Mg . Esto último es impor 
tante porque el ión magnesio, además de inducir cooperativa^ 
dad cinética en esta enzima, asocia las subunidades de la
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ribonucleótido-reductasa de E. cloZ¿, la cual posee dos tipos 
de subunidades débilmente asociadas (Brown y Reichard, 1969a). 
Una de ellas llevaría el sitio catalítico (Brown et a l . ,

1969) y la otra cumpliría una función regulatoria (Brown y 
Reichard, 1969b), requiriéndose la asociación de ambas para 
la actividad de la enzima.

Basados en la naturaleza monomérica de la enzima de L. 
Z e . Z c h m a n n ¿ ¿ , Panagou e t  a l .  (1972) interpretan su conducta 
cinética sobre la base de la proposición de Frieden (1964) , 
de que una enzima monomérica con un sitio modificador puede 
originar cinéticas no lineales de varios tipos y exhibir ac 
tivación o inhibición por metabolitos que se unan a dicho 
sitio.

La r i b o n u c l e a s a  p a n c r e á t i c a  (ribonucleasa I; EC 3.1.27.5) 
está constituida por una cadena polipeptídica única de 
peso molecular 13.600 y presenta varias peculiaridades ciné 
ticas. Una de ellas es que la función de saturación con el 
ácido 2',3'-citidílico cíclico (0,8 a 12 mM) y otros sustra 
tos sintéticos es sigmoidea a pH sobre 7,2 (Rübsamen e t  a l .  

1974), acerca de lo cual nos referimos anteriormente (p.102). 
Otra característica es que la función de saturación a pH 7 
muestra una aparente inhibición por sustrato, seguida por 
una aparente reactivación cuando se estudia en un amplio
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intervalo de concentraciones de 2 1 ,3'-citidílico cíclico, 0,175 
a 139 mM (Walker et al. 1975). Para la explicación de esta 
última propiedad, a la cual los autores denominan transición 
dependiente de la concentración de sustrato, se ha postula­
do la existencia de sitios diferentes del sitio catalítico, 
los cuales podrían unir el sustrato induciendo cambios con- 
formacionales. Las formas enzimáticas resultantes tendrían 
diferente afinidad por el sustrato en el sitio catalítico y 
quizás también una diferente actividad catalítica (Walker et 
al., 19 75; 1976). Aunque los autores no lo señalan explícita­
mente, el modelo que proponen cabe dentro de los conceptos 
de Frieden(1964) que comentamos antes (p.249). En el caso 
de la ribonucleasa parecería existir más de un sitio alosté 
rico, pues experimentos de diálisis en equilibrio han mos­
trado unión múltiple a la enzima de análogos de sustrato co 
mo el 3 1-CMP y el 3 1 -AMP, los que desplazan el punto medio 
de la transición a una concentración menor de CMP cíclico 
(Walker et al., 1976). Estudios posteriores de este mismo 
grupo indican que la transición alostérica implica una inte 
racción electrostática entre las moléculas de sustrato car­
gadas negativamente y los grupos catiónicos en la enzima 
(Walker et al., 1978a). Las condiciones de preparación de 
la ribonucleasa y de su almacenamiento afectan las propieda 
des cinéticas de ella , razón por la cual no siempre se
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observa una cinética no michaeliana (Walker e t  a l . ,  1978b).

b )  M o d e l o  d e  t r a n s i c i o n e s  c o n f o r m a c i o n a l e s  l e n t a s

La h e x o q u i n a s a  d e  l e v a d u r a  (EC 2.7.1.1, isoenzimas P̂ . y 
Pjj) presenta una aparente cooperatividad negativa con respec 
to a MgATP a pH inferior a 7 (Kosow y Rose, 1971). La isoen- 
zima PI;¡- exhibe en la curva de progreso un estallido de alre­
dedor de un minuto de duración 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, características 
presentadas también por otras enzimas, llevó a estos últimos 
autores a derivar un modelo general que diera cuenta de am­
bos fenómenos; cooperatividad y estados transitorios (Ains- 
lie e t  al., 1972) (p.257).

La hexoquinasa de levadura si bien se había descrito co­
mo un dímero de peso molecular de alrededor de 1 0 0 .0 0 0 , ella 
se encontraría fundamentalmente como monómero a las concentra­
ciones de enzima usadas en el ensayo habitual, como mostraron 
los estudios de sedimentación en la ultracentrífuga (Shill 
et al., 1974). Para dar una explicación de las propiedades 
cinéticas de la enzima monomérica (M^ 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
tración 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. Así, postularon que la hexoquinasa 
de levadura existiría en dos formas: E y E'.

La forma E sería la más activa. En presencia de gluco 
sa y de MgATP se produciría un desplazamiento lento en la 
distribución de las formas enzimáticas (histéresis) que fa­
vorecería la forma menos activa E', lo cual explicaría el 
estallido en la curva de progreso. Es decir, la velocidad 
inicial de formación de producto correspondería a la
distribución inicial de formas enzimáticas y decaería expo­
nencialmente a una velocidad menor a medida que E se
convierte en E ' . cp . sería la velocidad previa a la transi­
ción y <j> sería la velocidad en el régimen estacionario; 
ambas dependerían de la proporción relativa de ambas formas 
de enzima en uno y otro momento. A bajo pH la transformación 
ocurriría con un tiempo medio de 1 a 5 minutos (Shill y Neet, 
1975). Si inicialmente existiera sólo una forma enzimática 
(E), no debiera haber cooperatividad con ATP al considerar 
la velocidad cf> ̂ . Esto es lo que ocurre al estudiar la fun­
ción de saturación de ATP a alta concentración de glucosa en
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condiciones de pretransición (nu = 1 .0 ); en cambio, durante 
el régimen estacionario existe una marcada cooperatividad ne 
gativa (n^ = 0,06) a alta concentración del azúcar. Esto 
puede interpretarse considerando que la glucosa afecta la dis 
tribución inicial de ambas formas enzimáticas de modo que a 
concentración alta de glucosa hay una sola forma cinéticamen 
te importante (E) que contribuye a (f̂ . El cambio producido 
por glucosa no sería lo suficientemente rápido 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 (nR = 0,69) como <j>

= 0/33) , lo que sugiere que en estas condiciones las dos 
formas de enzima están contribuyendo a la velocidad <p. . La
función de saturación con glucosa es hiperbólica tanto, al 
considerar condiciones de pretransición, como de régimen es­
tacionario; sin embargo, a concentraciones de ATP de 5,6 mM 
existe una ligera desviación de la linearidad en el sentido 
de cooperatividad negativa.

El modelo completo de isomerización lenta para la hexoqui 
nasa monomérica es bastante complejo y está 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 último en salir; sin embargo, parece existir una
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Flgu/ia 65. Modesto de. liomeAlzaelón 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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vía predominante que operaría a través de los complejos bi-
«

narios enzima.glucosa (EG) y enzima.glucosa-6-P (EQ) (Collo 
wick, 1973). La transición es causada por un cambio confor 
macional lento que no implicaría un fenómeno de asociación- 
disociación debido a que la transición ocurre en condiciones 
de concentración de proteínas donde la enzima es monomérica 
(Shill et al., 1974) o dimérica (Hogget y Kellett, 1976).
Al trabajar a altas concentraciones de enzima, cuando el dí- 
mero existe en proporción importante o mayoritaria, debería, 
por supuesto, también tomarse en cuenta el efecto de las in­
teracciones entre las subunidades (Shill y Neet, 1975).

El modelo considera la isomerización EAG -*■ E'AG porque am 
bos sustratos parecen ser necesarios para que ocurra la tran 
sición. 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 
concentración. La isomerización EG -> E'G ha sido considera 
da porque la cooperatividad con MgATP en condiciones de pre 
transición (cf>̂) depende de la concentración de glucosa, lo 
que podría indicar que glucosa afecta la distribución inicial 
de la enzima. La isomerización del complejo binario con 
ATP (EA -* E'A) se incluyó por la dependencia de la Km aparen 
te para glucosa con respecto a la concentración de MgATP en 
condiciones de pretransición.
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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 fijos 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(NH3)2 ATP 
inducen un desplazamiento lento en la distribución de las 
formas enzimáticas de la hexoquinasa P que favorece a la 
menos activa (E '). Así, la preincubación a pH 6,5 en pre­
sencia de Cr(NH3)2ATP y un azúcar (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 fluorescencia y de espectroscopia en ultravio 
leta han mostrado que existe un cambio conformacional indu­
cido por la unión de glucosa y de Cr(NH3)2 ATP 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 filtración en gel de Wilkinson y Rose (1979), 
tendientes a determinar si la pérdida histerética de la ac­
tividad está asociada a una dimerización, han mostrado que 
el cambio conformacional puede ocurrir a nivel del monómero. 
Todos estos estudios son consistentes con lo postulado pre­
viamente que la transición observada durante el ensayo sea
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causada por una interconversión 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 catalítico, se conocía que podía ex­
perimentar una isomerización 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 más formas de enzima que 
tienen diferentes propiedades cinéticas pueden producir una 
cinética cooperativa, Ainslie y Neet (1979) exploraron la 
posibilidad de que, con algún sustratoy en ciertas condiciones 
experimentales, ocurriera cooperatividad. Efectivamente, a 
pH 9,0 y usando como sustrato el éster del N-carbobenzoxil- 
-L-triptófano con p-nitrofenol encontraron cooperatividad 
negativa con un coeficiente de Hill de alrededor de 0,6.
A concentraciones altas de este sustrato ( >1,0 yM) se ob­
servó inhibición por sustrato. Los datos obtenidos a con­
centraciones de sustrato en que no existe inhibición, pudie 
ron ajustarse a un mecanismo de transición lenta semejante 
al esquematizado en la figura 63. La conducta cinética no 
fue igual con otros sustratos.
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c) Modelo mnemónico

La hexoguinasa de trigo es una proteína constituida 
por una sola cadena polipeptídica de 50.000 D, con un solo 
sitio de unión de glucosa. Presenta una cinética michaelia 
na con respecto a MgATP y una cooperatividad cinética nega­
tiva con glucosa, que se muestra en un gráfico de dobles re 
cíprocos como una línea curva de concavidad inferior. El 
grado de cooperatividad es evaluado a través de un paráme­
tro (T), que corresponde a la segunda derivada de la función 
de dobles recíprocos a concentración infinita de sustrato.
T es independiente de la concentración de MgATP y de MgADP 
y, en cambio, crece fuertemente con la concentración de glu 
cosa-6-P (Meunier et al., 1974). La conducta cinética de 
esta enzima se ha interpretado en base al modelo de transi­
ción mnemónica (Ricard et al., 1974), esquematizado en la 
figura 64. La enzima libre existiría en dos estados confor 
macionales (círculo y rombo). La colisión de cualquiera de 
estas formas con la glucosa (primer sustrato) induciría una 
nueva conformación (cuadrado), igual para ambos estados. 
Después de la unión de MgATP (segundo sustrato) y la libera 
ción de MgADP (primer producto), la enzima presenta una de 
las conformaciones iniciales (rombo), la cual es estabiliza 
da por glucosa-6 -P (último producto). Este ligando se
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uniría sólo a uno de los dos estados conformacionales de la 
enzima libre (rombo). La cooperatividad negativa para glu­
cosa surgiría porque fe.6 sería menor que k lr de modo que, al 
aumentar la concentración de glucosa, aumentaría la partici 
pación de la especie menos reactiva (rombo) en el ciclo ca­
talítico (Meunier et al., 1974).

Mediante estudios cinéticos del estado transitorio de la 
reacción catalizada por hexoquinasa , se han obtenido prue 
bas de la existencia de la transición mnemónica. Así, usan­
do un sistema de flujo detenido, se ha observado un estalli­
do (burst) en la curva de progreso, el cual se ha interpre­
tado como indicador de un desplazamiento progresivo desde 
una especie enzimática más reactiva (círculo) 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 estaría muy desplazado hacia la forma más reactiva 
(Buc et al., 1977). En cambio, si la enzima se preincuba 
con glucosa-6 -P y luego se mezcla con los reaccionantes, la 
reacción presenta un retardo (lag) en vez de un estallido 
{burst). Este estado transitorio de retardo correspondería 
al desplazamiento desde una forma poco reactiva (rombo) a 
una más reactiva (círculo), ya que al preincubar con gluco 
sa-6-P se estabilizaría la forma rombo (Meunier et al.,
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el número de péptidos obtenidos por digestión tríptica 
( Olomucki et al., 1972).

Los estudios espectrofométricos (Pho et al., 1970) y ciné­
ticos han mostrado que la adición 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
ración de los productos,L-arginina es el primer producto y

NADH2 el último (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 parámetro r (pág. 263), es independiente de la 
concentración del segundo sustrato octopina, pero dependiente 
del último 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 transición mnemónica muy 
semejante al aplicado para la hexoquinasa Lj (Meunier et al., 

1974). La existencia de un segundo sitio de unión de NAD esta 
descartada por estudios de unión de NAD a la enzima (Baici et 
al., 1974). Por otra parte, estudios de sedimentación en la 
ultracentrífuga muestran un único pico simétrico para la apo- 
enzima y para el complejo binario Enzima-NAD, con coeficientes 
de sedimentación iguales, 3,09S y 3,02S respectivamente. 
(Monneuse-Doublet et al., 1978 ). Este resultado descartaría 
una asociación de la enzima por NAD, pero no descarta la posibi­
lidad de una asociación 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 está constituida por una sola cadena po- 
lipeptídica. Por la misma razón tampoco pueden ser explicadas 
por una posible asociación reversible de la enzima (Frieden, 
1967; Nichol et al., 1967).

La posibilidad de existencia de dos o más sitios activos 
interactuantes por molécula de glucoquinasa, puede descartar­
se por experimentos de marcación por afinidad en los cuales, 
al usar el derivado N-(N-bromo[ 1-1^C]acetil)-6-aminohexanoil- 
glucosa,se ha mostrado la existencia de un único 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 área del sitio activo. Esta con­
clusión surge porque, al hacer los experimentos de marcación 
en presencia de concentración saturante de N-acetilglucosa - 
mina (70 mM), hay incorporación de un mol de reactivo sin 
pérdida de la actividad catalítica. La unión al segundo sitio 
parece ser, en opinión de los autores, bastante inespecífica.

Hemos propuesto explicaciones para la conducta cinética 
de la glucoquinasa que han ido evolucionando con el tiempo.

285
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Así han surgido los modelos I, II y III que analizaremos a 
continuación. Presentaremos también el modelo mnemónico 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 I

Debido a las características estructurales ya comentadas, 
la conducta cooperativa de la glucoquinasa con glucosa y con 
mañosa debe ser explicada en términos puramente cinéticos.
En un comienzo consideramos simplemente un modelo en régimen 
estacionario con unión al azar de sustratos (Cárdenas et al., 
1976; Cárdenas et al., 1977), basado en los planteamientos de 
Ferdinand (1966) (Modelo I, Fig. 6 6 ). Este modelo surgió como 
consecuencia de la observación de que el grado de sigmoidici- 
dad de la función de saturación de la glucoquinasa con g l u ­
cosa, era dependiente de la concentración de MgATP. Como se 
recordará, en el capítulo 4 de Result ados se mostró que a ba­
jas concentraciones del sustrato nucleotídico la función de 
saturación se hace hiperbólica.

En el modelo I la reacción glucoquinásica operaría median­
te un mecanismo al azar en régimen estacionario, donde habría 
dos vías para formar el complejo ternario que llevaría a los 
productos. Una a través del complejo binario enzima.glucosa 
y otra a través del complejo enzima.MgATP. La vía cinéticamente
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FiguAa 66. Modulo I postulado pcuia explican. la. coopifiatívidad cinítíca. 
di la. g luco quinad a 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 sería aquella que implica la unión de glucosa como 
primer sustrato. La cooperatividad surgiría porque la glucosa 
podría unirse a dos especies enzimáticas no equivalentes, la 
enzima libre y el complejo binario enzima.MgATP. A alta con­
centración del sustrato nucleotídico, la enzima existiría en 
su mayor parte como complejo binario E.MgATP. En estas condi­
ciones, al ser baja la concentración de glucosa, la ruta de 
reacción sería fundamentalmente la siguiente:

E ----*- E.MgATP --- ► E.MgATPGlc --- >- productos

A medida que la concentración de glucosa fuera en aumento, 
la otra ruta, cinéticamente preferida (más rápida) empezaría 
a cobrar importancia y esto produciría un aumento en la velo­
cidad de la reacción, mayor que el esperado en una función 
hiperbólica, originando una curva sigmoidea. Cuando la 
concentración de MgATP fuera suficientemente baja, alrede­
dor de 0,2 veces su valor de KQ 5 o menor, la concentra 
ción del complejo binario E.MgATP sería despreciable. Este 
hecho permitiría que la glucosa aún a bajas concentraciones 
podría unirse a la enzima libre que ahora sería la espe 
cié predominante. De esta manera operaría sólo la ruta ci 
néticamente preferida, lo que resultaría en una función 
de saturación hiperbólica para glucosa.

Si bien cuando surgió este modelo no se conocía el posible 
mecanismo cinético de la glucoquinasa, la postulación de un 
mecanismo al azar, con unión de glucosa a la enzima como vía
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preferencial, era posible dado que un mecanismo semejante 
parece operar en hexoquinasas (Colowick, 1973).

Por otra parte, la observación de que Tritón X-100 y urea 
no lograran modificar la cooperatividad de la glucoquinasa, 
no obstante ser agentes que en general alteran la conforma­
ción de proteínas, sugería que la enzima, como especie libre, 
existiría básicamente en una conformación única. De existir 
dos conformaciones con diferentes propiedades cinéticas, se 
podría haber esperado que en presencia de tritón y urea se 
hubiera alterado el grado de cooperatividad, puesto que con 
mucha probabilidad ellos podrían haber alterado diferente­
mente ambas conformaciones. La glucoquinasa aparecía así 
bastante diferente a la hexoquinasa de trigo Lj, en la cual, 
como se comentó anteriormente (pág.150 ), una pequeña concen­
tración de urea elimina la cooperatividad (Meunieret al., 1974) 
Los autores' plantean que este hecho es "probablemente la evi­
dencia más directa en favor del concepto de enzima mnemónica"

El hecho que tratamientos de la glucoquinasa, como fotooxi 
dación y calentamiento.tampoco fueran capaces de modificar el 
grado de cooperatividad, contribuía también a apoyar la idea 
que la enzima libre existiría básicamente en una conformación 
e inducía a pensar que el fenómeno de cooperatividad era inhe 
rente al mecanismo catalítico. En efecto, según se mostró en 
R e s u l t a d o s  (capítulos 2 y 3), en la medida en que la gluco­
quinasa permanecía activa retenía la conducta cinética
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cooperativa. Esta situación parecía compatible con el modelo I.
El modelo I permitía dar una explicación intuitiva de la 

disminución de la cooperatividad en presencia de los inhibi­
dores competitivos de la glucoquinasa respecto a glucosa, como 
son el sustrato alternativo mañosa y el análogo N-acetilgluco- 
samina. Al aumentar la concentración de los inhibidores debe 
aumentarse también la concentración de glucosa para definir 
la función de saturación de la enzima con este sustrato. En 
estas condiciones la enzima se hace menos accesible al ATP, cu­
ya concentración se mantiene constante. Es decir, la vía a 
través del complejo binario E.MgATP se haría menos probable y 
la contribución de ella a la formación de productos disminui­
ría a medida que aumenta la concentración del inhibidor.

Se intentó el análisis matemático de las ecuaciones de ve­
locidad inicial con intervención de los inhibidores. Se bus­
caba verificar una alteración de las relaciones de los pará - 
metros cinéticos de la ecuación 11 (pág. 255-256 ) . De produ­
cirse una alteración,ella podría dar cuenta de la desaparición 
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 mañosa. La derivación se hizo según el 
método gráfico de Ring y Altman (Segel, 1975) , y se conside­
raron las especies enzimáticas correspondientes a los esquemas 
de la figura 67. Se obtuvieron ecuaciones del mismo tipo que
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FIgu/ca 67. Eóquema de un mecanismo al azcut de, unión de, ¿u¿>&uvto¿> en pne- 

óíncla de un InhibidoH compelÁXlvo (7). EG, complejo binario E.Glc;
EA, complejo binario E.MgATP; EGA, complejo ternario E.Glc.MgATP; EP, 
complejo ternario E.Glc-6-P.MgADP; P, productos (glucosa-6-P, MgADP). 
a) y b) I, N-acetilglucosamina, El, complejo binario E.GlcNac; EIA, 
complejo ternario E.GlcNAc.MgATP.
c) I, mañosa; P*, manosa-6-P y MgADP; El, E.Man; EIA, E.Man.MgATP.
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la ecuación ll , en las cuales los coeficientes cinéticos eran fun­
ciones complejas de las concentraciones de los análogos de glucosa.

En el caso en que el inhibidor se une solo a la enzima li­
bre (Fig. 67a) se obtiene la ecuación 1 8 , i

V c !A G  + C 2A G 2 + C 3A 2G
E c ~ C 7 + C8G + CgA + C 10AG + C n G2 + C 1 2 A 2 + C 1 3 G2A 

+ C 1 14 G A 2 + C 15I + C 16GI + C AI + C AGI
17 lo

donde, A es MgATP, G es glucosa y Ci a C 1 8 son combina - 
ciones de constantes de velocidad. Al considerar constante la 
concentración de MgATP, la ecuación 1 8  se reduce a

v iG2 + jG
E 0 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 ecuación 

20, la cual se reduce a la ecuación 21 al considerar constante 
la concentración de MgATP.
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V _  C ! A G  +  C 2A 2G  +  C 3A 3G  +  C 4 A G I  +  C 5A 2GI +  C 6A G 2 +  C'7A 2G 2 
E 0 C 8 + C g A  + C ! o A 2 + C U A 3 + C 1 2 I + C13I2 + C lltAI +

(20)
+ c 15a 2 i + c 16a 3i + c 17a i 2 + c 18a 2 i 2 + c 19 g  + c 20 a g

+ C 21A 2G + C 22A 3G + C 2 3 GI + C 2 itA G I  + C 25A 2GI + C 2 6 G 2

+ c 27 a g 2 + c 28 a 2 g 2

E 0 *k 1 + l'G2 + *m'G

i' = C g A  + C 7A 2

*j' = C i A  + c 2a 2 + c 3a 3 + c 4a i  + c 5a 2 i

*k'  = c 8 + C g A  + C ! o A 2 + C n A 3 + C 1 2 I + C i 3I 2 + C lkAI + C 15A 2 I 

+ C 16A 3I + C 17A I 2 + c i 8a 2 i 2 

1 ' = C 26 + c 27 a  + c 28 a 2

* m ' = C 19 + C 20A  + C 21A 2 + C 22A 3 + C 2 3 I + C 2tfA I  + C 25A 2 I
El * indica que esos coeficientes cinéticos dependen de la 

concentración del inhibidor.
En el caso de mañosa (Fig. 67c) que, por presentar la mis­

ma conducta cinética que glucosa debería unirse tanto a la 
enzima libre como al complejo binario E.MgATP, se obtiene la 
ecuación 22, la cual se reduce a la ecuación 23 al considerar 
constante la concentración de MgATP.
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Como ya se comentó, las ecuaciones 19, 21 y 23 son seme­
jantes a la ecuación 11 (pág. 255). En los tres casos, la 
presencia del inhibidor afecta ambos términos de la expre­
sión 12 (pág. 256 ), lo que hace difícil predecir su efecto. 
Podría pensarse que, dado que ambos términos de la desigualdad 
dependen de la concentración de inhibidor, éste no debiera 
suprimir la cooperatividad, pues la desigualdad se mantendría. 
Sin embargo, es necesario considerar que, por los valores re­
lativos de los coeficientes cinéticos, el peso de la concentra­
ción de inhibidor en ambos términos podría ser diferente.
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Se trató de ajustar los datos experimentales a la ecuación 11 
a fin de obtener los valores de los coeficientes i, j , k, 1 y 
m, y determinar la variación de estos en función de la concen­
tración de ATP o de los inhibidores competitivos respecto a 
glucosa. La idea era, por una parte,verificar si los valores 
obtenidos para los coeficientes cumplían la desigualdad 12 
(ki > mj; im > jl) y, por otra, determinar si ésta se alteraba 
al disminuir experimentalmente la concentración de ATP o aña­
dir inhibidores al medio de reacción de la glucoquinasa, con­
diciones ambas en las cuales se tenía una cinética hiperbólica.

Esta operación, sin embargo no resultó satisfactoria. Si 
bien se logró obtener valores para los coeficientes i, j, k , 1 

y m , los cuales cumplían la desigualdad 12 a alta concentración 
de ATP y en ausencia de inhibidores, ellos no ajustaban adecua­
damente los datos experimentales a la ecuación 11.

No se prosiguieron estos intentos porque surgió el modelo II 
y porque se pensó , además, que sería preferible tratar de 
realizar una simulación directa del sistema. Como se verá más 
adelante, esta simulación se realizó en el modelo III.

b) Modelo II

La primera proposición (modelo I) fue modificada más adelan­
te, introduciéndose un cambio conformacional en la enzima 
que condujo a la formulación del modelo II.
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Este cambio se produjo porque, por una parte, se tomó con­
ciencia que desde el punto de vista molecular, es difícil ex­
plicar una diferencia de velocidad entre las dos vías si se 
consideran solo las constantes de asociación de sustratos a 
la enzima libre o a complejos binarios. En efecto, parece 
ser que los procesos de asociación son muy rápidos y aparen­
temente solo controlados por difusión (Frieden, 1970; Gutfreund, 
1975). Experimentalmente se ha determinado que en general las 
constantes de asociación bimoleculares son del orden de 1 0 7 

a 109 M 1 s~ 1 (Eigen y Hammes, 1963).
Por otra parte, la falta de inhibición por N-acetilgluco - 

samina y por mañosa a bajas concentraciones de glucosa pare­
cía explicarse mejor como la consecuencia de dos efectos simul­
táneos: por un lado, la inhibición competitiva y, por otro, 
una estimulación debida a la inducción de una conformación más 
activa.

En el modelo II la glucoquinasa existiría en dos conforma­
ciones: E^ (círculo) y E (cuadrado) (Fig. 6 8 ) (Cárdenas, 1978; 
Cárdenas et al., 1979). En ausencia de ligandos, se encontra­
ría básicamente en una conformación E y la conformación E ^  
sería cuantitativamente despreciable. E^ podría unir ambos 
sustratos, glucosa o MgATP, para formar los complejos binarios 
respectivos. La unión de glucosa induciría un cambio confor- 
macional, originando la conformación E j j * Este cambio ocurri­
ría tanto cuando la glucosa se une a la enzima libre E^,
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Figuna 68. Modelo II po^tutado pana explican. l a  coopenatioidad cinítica 

de. l a  gluco quinar a con glucora. El círculo (conformación Ê.) representa 
el estado de la glucoquinasa predominante en la ausencia de glucosa (Glc) 
y análogos (i). El cuadrado (conformación E corresponde al estado in­
ducido por glucosa y análogos. ATP, MgATP. De Cárdenas et al., 1979.
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cuando se une al complejo binario E^MgATP. En cambio, el MgATP 
induciría solo la pequeña reorganización del sitio activo de la 
glucoquinasa que cualquier sustrato puede inducir en su enzima 
(Koshland, 1959) . E ^  tendría una mayor afinidad que E^ por 
glucosa y sus análogos. Sin embargo, ambos confórmeros tendrían 
la misma afinidad por MgATP. El cambio conformacional indu­
cido por la glucosa sería necesario para la catálisis y cons­
tituiría el paso limitante de la reacción ; sería más rápido 
cuando la glucosa se une a la enzima libre Ê . que cuando lo 
hace al complejo binario E^MgATP, es decir, k7 > k 3 > k&. Dado 
que la velocidad del cambio conformacional sería menor(o seme­
jante) que la constante catalítica, las vías de formación del 
complejo ternario productivo E^GlcMgATP no estarían en equi­
librio rápido, sino en régimen estacionario. Habría dos c a ­
minos no equivalentes conducentes a la formación de los pro - 
ductos. Uno operaría a través del complejo E^Glc y el otro 
operaría a través del complejo E^MgATP. La distribución rela­
tiva de ambos complejos binarios en el régimen estacionario 
sería una función de la concentración relativa de ambos sus - 
tratos, expresada como fracción de saturación. Ambas vías no 
serían equivalentes desde el punto de vista cinético debido a 
la diferencia de velocidad en el cambio conformacional indu­
cido por la glucosa, que constituiría el paso limitante de la 
reacción.

Por razones de simplicidad se omitió de este modelo el
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complejo binario E MgATP, así como la unión de MgATP al com­
plejo binario E^Glc.

La cooperatividad cinética con glucosa resultaría del hecho 
que cuando la concentración de este sustrato es pequeña con 
respecto al valor de su KQ 5, la glucosa se uniría principal­
mente al complejo binario E MgATP. Este complejo existiría 
en una concentración relativamente alta a niveles saturantes 
de ATP, y así el paso más lento predominaría. Sin embargo, 
a medida que la concentración de glucosa aumenta, el camino 
más rápido adquiriría mayor importancia, pues la glucosa podría 
competir exitosamente con MgATP por la enzima libre y la reac­
ción operaría cada vez más a través de la formación del complejo 
binario E-^Glc. De esta manera, a medida que la concentración 
de glucosa crece, se origina una cooperatividad positiva, pues 
la fracción del camino más rápido se hace mayor.

Con el objeto de satisfacer restricciones termodinámicas, 
las constantes de velocidad en las asas cerradas { c l o s e d - l o o p s )  

no pueden ser independientes y deben cumplir el requisito que 
el producto de las constantes de velocidad en un sentido sea 
igual al producto de las constantes de velocidad en sentido 
inverso:

k 8 k g k _ 3 k _ 1 =  k i  k 3 k _ 9 k _ 8 

k i o  k n  k 12 k _ 8 =  k 8 k _ 12 k _ n1 k _ 10 

k i k 3 k 5 k _ 6 k _ 4 k _ 2 =  k 2 k 4 k 6 k _ 5 k _ 3 k _ i
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kio k 11 k12 k9 k_ 3 k_ 1 = k, k3 k_ 9 k_i2 k_n k_ 10 

kioknk12k9 k5 k_6 k_ 4 k_ 2 = k2 k4 k6 k_5 k_ 9 k_12k_„k_ 10

Estos requisitos se satisfacen si suponemos que:
i) La constante de transición del cambio conformacional de 
la forma libre de enzima (E^/E-j.) favorece la existencia de E

*8
--- < < i
k —  8

ii) La unión de glucosa o sus análogos (mañosa, 2-desoxigluco- 
sa, fructosa, N-acetilglucosamina) aumenta la velocidad de la 
transición conformacional de E^ a Ejj y disminuye (o no modi­
fica) la velocidad de conversión de E.^ a Ej, lo que se tra­
duce en un aumento del valor de la constante de transición.

iii) La unión de MgATP disminuye la velocidad de inter­
conversión de los confórmeros inducida por glucosa o mañosa.
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iv) La afinidad de es mayor que la de E para glucosa y
sus análogos.

v) La afinidad de Ej y de EI];.Glc por MgATP es la misma.

La enzima que se libera al final del ciclo catalítico vol­
vería rápidamente a la conformación E ^  por lo que la enzima 
libre existiría predominantemente en esta conformación a con­
centraciones bajas de glucosa.

Un punto clave sería poder discernir si la cooperatividad 
surge principalmente porque al aumentar la concentración de
glucosa incrementa la fracción de la vía que opera a través 
del complejo binario E^.Glc, o porque al aumentar la concen­
tración de glucosa aumenta la probabilidad de que este ligando 
atrape la especie E ^  antes que ella sufra la transición a E^, 
o porque ambas circunstancias se dan conjuntamente con dife­
rente grado, según las condiciones del experimento.
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La presencia de análogos de glucosa, N-acetilglucosamina, 
mañosa, 2-desoxiglucosa y fructosa, suprimiría la cooperativi- 
dad como consecuencia de un desplazamiento en la distribución 
de conformaciones de la enzima. En efecto, en presencia de 
concentraciones suficientemente altas de estos inhibidores, la 
mayor parte de la enzima libre existiría como E pues aque­
llos serían capaces de inducir el cambio conformacional de Ej 
a Ej j * Luego, glucosa y MgATP competirían por esta forma, ori­
ginándose los complejos binarios E^Glc y E MgATP, que serían 
equivalentes desde el punto de vista cinético, debido a que el 
paso de transición lenta estaría sobrepasado. Como consecuencia 
la función de saturación con glucosa se haría hiperbólica. Por 
otra parte, el hecho que en presencia de los inhibidores se deba 
incrementar la concentración de glucosa, hace que este sustrato 
compita efectivamente con MgATP por la enzima libre.

Los estudios cinéticos de fosforilación de 2-desoxiglucosa 
en presencia de análogos de ATP (Niemeyer et al., 1978 ; 
Monasterio, 1980) son compatibles con un mecanismo al azar 
con una ruta preferencial marcada, que operaría a través del 
complejo binario E.dGlc. Dependiendo de las concentraciones
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relativas de ambos sustratos, podría operar la ruta a 
través del complejo E.MgATP, el cual sería catalíticamente 
activo.

El hecho que MgATP, en ausencia de glucosa, proteja a la 
glucoquinasa de la fotooxidación con Rosa de Bengala (Monaste­
rio, 1980), apoya la idea de la existencia de un complejo
E.MgATP. Del mismo modo, el efecto protector del MgATP frente 
a la modificación 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 sería compatible con la operación de un meca­
nismo al azar con una ruta preferencial donde dGlc fuera el 
primer sustrato (Monasterio, 1980). Un mecanismo semejante 
podría operar en el caso de glucosa.

El hecho que la glucoquinasa presente cinética hiperbólica
con fructosa y con 2-desoxiglucosa, podría explicarse suponiendo
que con estos sustratos hay diferencias respecto a glucosa en
la velocidad de las transiciones conformacionales. Así, podría
suponerse que en el caso de 2-desoxiglucosa, la velocidad de
transición conformacional EjdGlc -* E^dGlc (£' 3) fuera igual a
la velocidad de transición E MgATPdGlc -* E MgATPdGlc [k' ),
y menor que la velocidad de transición EtG1c ETTGlc (k ) .J I II 3
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Es decir k'3=k'&< k 3 . Con fructosa en cambio, la transición 
E^Fru -5- E^ F r u  podría ser igual a la transición E^MgATPFru ->
E^^MgATPFru, pero mayor que la velocidad de transición 
EIGlc -> E Glc. Es decir, k' 3 = k \  > k3.

Estas diferencias podrían explicar además, el que la V
max

con 2-desoxiglucosa fuera menor que la obtenida con glucosa 
(Monasterio, 1980), en contraposición a lo que ocurre con fruc 
tosa en que la V es mayor (esta Tesis, capítulo 1 de Resul 

tados, figura 13, pág. 82).

c) Modelo III

En vista de la complejidad del comportamiento cinético de 
la glucoquinasa, hecho que dificultaba una solución analítica 
del sistema, pareció conveniente intentar su simulación. Con 
este objeto, se decidió ampliar el modelo II y tomar en cuenta 
todos los complejos posibles. Surgió, así, un modelo de ocho 
estados, Modelo III, que se esquematiza en la figura 69 
(Olavarría et al., 1979).

En el modelo III, resultante de la simulación, al igual que 
en el modelo II, la glucoquinasa existe básicamente en la con­
formación I (círculo) en ausencia de ligandos. Ambos modelos 
comparten las presunciones i), ii), iv) y v) que,expresadas en 
términos de las constantes cinéticas del modelo III, serían:
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F-íguAa 69. Modelo III postulado pana <Lx.pLLc.aJi ¿a coopeJuvU.vx.dad cánLUca 
de La glu.coqLU.na6a con gZucoLa. El círculo,conformación E , representa el 

estado de la glucoquinasa predominante en ausencia de glucosa (G). El 

cuadrado, conformación E ^ ,  corresponde al estado inducido por glucosa o 

sus análogos. A, MgATP. = akg ; k = ak_g ; a > I

(kii/k_ii) " (kg/k_g) < (k10/k_10) ; (ki2 /k_i2 ).
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i) La constante de transición conformacional favorece la 
existencia de E^.

*9

ii) La unión de glucosa o sus análogos desplaza el equilibrio 
conformacional hacia la forma Ej j -

iv) La forma E presenta mayor afinidad por glucosa y sus 
análogos que la forma Ej.

v) El ATP no altera el equilibrio conformacional de la 
glucoquinasa, pues la afinidad de ambos confórmeros por este 
ligando, es la misma.

No comparte la presunción iii) que establece el efecto 
negativo del MgATP previamente unido a la enzima, para la 
transición conformacional inducida por glucosa o mañosa.
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En el modelo III el cambio conformacional no sería requi­
sito indispensable para la catálisis, pudiendo la constante 
catalítica (k ) del complejo ternario E GlcMgATP ser menor o 
incluso igual a la del complejo E^GlcMgATP. El énfasis es­
taría en este modelo en la diferencia de afinidad por gluco­
sa y sus análogos (mañosa, 2-desoxiglucosa, fructosa , N-ace- 
tilglucosamina ) de la forma II con respecto a la forma I.

A concentraciones bajas de glucosa y altas de MgATP se 
formaría el complejo binario E^MgATP, el cual tendría una 
mayor probabilidad de unir glucosa y formar el complejo ter­
nario E^GlcMgATP, que de sufrir la transición y luego unir 
glucosa para originar el complejo E^GlcMgATP. El complejo 
E^GlcMgATP liberaría después de la catálisis la forma I y el 
complejo E.^ GlcMgATP la forma II. De la diferente afinidad 
de ambas formas por glucosa surgiría el fenómeno de coopera- 
tividad. Al aumentar la concentración de glucosa, ésta podría 
competir exitosamente con MgATP por la forma E . Se formaría 
así el complejo binario E^Glc, que podría sufrir la transición 
con mayor probabilidad que E^MgATP, y uniría luego MgATP. Así, 
se formaría el complejo E^GlcMgATP, el cual liberaría después 
de la catálisis la forma E , con mayor afinidad por glucosa 
que Ej.

El modelo III fué simulado en una computadora construida 
especialmente para la simulación directa de modelos enzimá - 
ticos estocásticos, por el Dr. J. M. Olavarría, en el Insti­
tuto de Investigaciones Bioquímicas, Fundación Campomar,
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Buenos Aires, Argentina. Este equipo permite representar en 
forma de una matriz de transiciones un modelo enzimático de 
hasta ocho estados, en el cual los cambios de estados (isome- 
rizaciones, asociaciones o disociaciones) son representados 
por señales aleatorias de probabilidad prefijadle. Estas 
señales aleatorias representan los parámetros del modelo y 
son producidas por generadores aleatorios independientes.

Los resultados de las simulaciones permitieron reproducir 
cualitativamente algunos de los resultados experimentales. 
Así, se reprodujo la cooperatividad positiva con glucosa y 
con mañosa, 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 concentración de MgATP, se podía 
atribuir al efecto de este ligando sobre la velocidad del cam­
bio conformacional de la enzima. Al hacer la simulación del 
modelo III se encontró que, si se suponía que el ATP unido a 
la enzima aumentaba la velocidad de transición conformacional 
en ambos sentidos, por un factor de 1 0 , se obtenía un efecto 
de este ligando similar al observado en el sistema real. Al 
reducir la concentración de MgATP se disminuía gradualmente 
el n y el K para glucosa. A concentraciones suficiente- 
mente bajas de ATP se logró obtener valores de nR próximos 
a 1 , 0  (1 , 1  á 0,9), reproduciéndose cualitativamente las curvas
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de la fiqura 34, sobre dependencia de los parámetros cinéti­
cos K q 5 y nH respecto a la concentración de MgATP. En la 
simulación, al aumentar la concentración de ATP muy por enci­
ma de las concentraciones experimentales usadas en esta Tesis, 
se observó que el n vuelve a reducirse, pero no el K. _ para 
glucosa. La reducción del coeficiente de Hill a altas con­
centraciones de ATP no se ha observado experimentalmente, 
posiblemente debido a que las concentraciones usadas (+ 2 0  

veces el K para ATP) no fueron suficientemente altas enU . D
comparación con las concentraciones de ATP usadas en la simu­
lación ( sobre 100 veces el K Q 5 para ATP).

Para simular el efecto de inhibidores competitivos habría 
sido necesario considerar un modelo de 12 estados. Dado que 
el instrumento solo permitía usar un módulo que representa 
un elemento (una molécula de enzima) y las transiciones entre 
ocho estados posibles como máximo, se tuvo que simplificar el 
modelo para el estudio de inhibidores. Se consideró una con­
centración muy alta de ATP y, aceptando que el sistema está 
permanentemente saturado con ATP, se pudo disminuir a seis 
en vez de doce, el número de especies enzimáticas en juego 
(Fig. 70). La simulación de este modelo permitió comprobar 
que un inhibidor competitivo (sustrato o no) modificaba el nH
para la glucosa tal como en el sistema real. El modelo supone 
que el inhibidor competitivo, al igual que la glucosa, desplaza 
el equilibrio conformacional hacia la forma E La figura 71
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Vúgufux 70. ModeJLo ííl en pAeóencxa de un ¿nWdhi.don eompztótivo paAa 
glucosa, y a muy altaj, concend̂ nxcxoneó de MgATP. Los círculos y los cua­
drados en línea cortada representan las especies enzimáticas no existentes 
en presencia de muy altas concentraciones de MgATP. A, MgATP, G, glucosa; 
I, análogo de glucosa.



31 1

FIguAa 71. GnÁ{¡lco¿ de HUI de. la función de ¿atunaclón con glucosa en 

ausencia, y en patencia de manota y de 2-dej>oxÁ.glaco¿a, obtenido¿ pon 

¿Imitación del modelo III.  El modelo III (figura 70) fue simulado consi­
derando una concentración muy alta de MgATP (sobre 100 veces K ) en ausencianr
y en presencia de mañosa (4 a 100 mM) y de 2-desoxiglucosa (200 mM).
(®) Control; n = 1,3 H
(O) Mañosa: 4mM, n =1,2; 10 mM, n = 1,1; 20 mM, n = 1,05; 100 mM, n7T= 1,0ti n H H
(•) 2-desoxiglucosa 200 mM: n = 1,0H



312

muestra los resultados de la simulación. El valor de n deH
1,3 del control es menor que el experimental, por haberse 
hecho la simulación con concentraciones muy altas de ATP para 
cumplir la restricción en el número de estados.

El comportamiento hiperbólico de la glucoquinasa con 2-deso 
xiglucosa se pudo explicar suponiendo que la velocidad con 
que ocurre la transición del complejo EjdGlc (/c'10) está dismi­
nuida con respecto a la velocidad de transición del complejo 
E Glc o E^Man (k iq) . Suponiendo un factor 8 de reducción en 
la velocidad de cambio conformacional y usando el modelo de 
8 estados, se vió que a medida que 8 se hacía más pequeño el 
n para la 2-desoxiglucosa se aproximaba a 1,0. Con un valor 
de 8 de 0 , 0 1  el valor de n es de 1,28 y con un valor de 8 de 
o,ool es de 1,19. En condiciones en que la 2-desoxiglucosa 
mostraba una cinética hiperbólica, ella también fue capaz de 
suprimirla cooperatividad con glucosa, como se muestra en la 
figura 71.

El modelo III resultó así cualitativamente adecuado para 
reproducir por simulación gran parte de los datos experimen­
tales. Estos estudios se hicieron en conjunto con el Dr. J. M. 
Olavarría del Instituto de Investigaciones Bioquímicas de 
Campomar, Argentina.
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d) Modelo mnemonico

Mientras estábamos en la búsqueda de una explicación para 
la cooperatividad cinética de la glucoquinasa con glucosa y 
con mañosa, Storer y Cornish-Bowden (1977) propusieron una 
interpretación basada en el modelo mnemónico de Ricard et al. 

(1974). En esta interpretación la enzima libre existiría en 
dos conformaciones, E y E', con diferentes propiedades ciné­
ticas (Fig. 72). La cooperatividad con glucosa surgiría por 
la unión diferente de la glucosa (primer sustrato) a las dos 
formas de enzima libre, las cuales, a alta concentración de 
MgATP, no estarían en equilibrio sino en régimen estacionario. 
Por otra parte, el MgADP (último producto) y la glucosa 
podrían unirse simultáneamente a la enzima, constituyendo un 
complejo no productivo.

En ausencia de productos, la velocidad inicial para el me­
canismo de la figura 72 está dada por una ecuación de la forma 
siguiente:

(1 + 3iG)&2GA
\j = -------------------------------------------

(24) 1 + B3A + (1 + 34A)35G + (1 + 36A)37G2

donde, G es la concentración de glucosa, A es la concentración 
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 ecuación. Esta ecuación predice una conducta 
cinética michaeliana para MgATP y en cambio una de segundo or­
den para glucosa.
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FIguiia 11. Modelo mnemónica postulado pana explicati la coopenatlvldad 

CA.nólA.ca de la qIu.C0CiUA.YU1Aa con glucosa. E' representa la forma enzima- 
tica predominante en ausencia de glucosa. E es la conformación resultante 
de la catálisis. De Storer y Cornish-Bowden, 1977.



315

La dependencia del grado de sigmoidicidad de la glucoqui- 
nasa con glucosa respecto a la concentración de MgATP, la ex­
plican los autores suponiendo que, al ser suficientemente baja 
la concentración de MgATP, su unión al complejo enzima-glucosa 
sería limitante de la velocidad. Al ocurrir ésto, las dos 
formas enzimáticas se equilibran y no habría cooperatividad 
en la unión de la glucosa. En cambio, a altas concentraciones 
de MgATP, la conversión del complejo enzima-glucosa a produc­
tos puede ser lo suficientemente rápida como para impedir el 
logro de un equilibrio en la unión de la glucosa, de modo que 
las leyes de equilibrio no se aplicarían y la cooperatividad 
sería posible.

Storer y Cornish-Bowden piensan que estas consideraciones 
se aplican igualmente al. modelo mnemónico propuesto por Meunier 
et al.(1974) para la hexoquinasa L de trigo, por lo cual les 
llama la atención que en este caso no se observe dependencia 
de la cooperatividad negativa con glucosa, respecto a la con­
centración de MgATP. Atribuyen este hecho al parámetro r, usa­
do para estimar la cooperatividad, el cual sería de menor sen­
sibilidad que el coeficiente de Hill.

Hay que considerar, sin embargo, que, dado que las constan­
tes cinéticas de asociación son altas, no es claro que una 
disminución en la concentración de ATP de la magnitud usada 
experimentalmente, sea suficiente para permitir un equilibrio 
de las formas enzimáticas. Habría que hacer una simulación.
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El producto MgADP disminuiría la cooperatividad de la glu- 
coquinasa con glucosa debido a que impediría la rápida conver­
sión del complejo enzima-glucosa en productos, al secuestrarlo 
en forma de un complejo ternario no productivo (Storer y 
Cornish-Bowden, 1977).

Siguiendo el análisis de la primera sección de la Discusión, 
si en la ecuación 24 se considera constante la concentración 
de MgATP, se obtiene la ecuación 25:

nG + oG2
u - ______________  <25>

p + qG + nG2

n = 3 2 A

0 - 3 } 3 2 A 

p = 7 + 3 3 A

q = ( 7 + 3 A ) 3 5
1 = (7 + 3 6A ) 3 7

La ecuación 25 es análoga a las ecuaciones 11, 13 y 16 

examinadas anteriormente.
De acuerdo al análisis de Ferdinand, cabe la posibilidad 

de que se produzca o no se produzca un punto de inflexión en 
la curva de velocidad en función de la concentración de glu­
cosa, dependiendo de la concentración de MgATP. Sería posible 
entonces predecir una dependencia de la cooperatividad respec 
to a la concentración de este sustrato. Habría que determinar 
si a las concentraciones de MgATP que según este análisis
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permiten la existencia de una conducta cinética hiperbólica, 
se equilibran o no las dos formas de enzima, y cuan cerca de 
las concentraciones experimentales que permiten una conducta 
cinética hiperbólica se encuentran las concentraciones que 
permiten el equilibrio.

Un punto importante es que, según el modelo, la forma E 
resultante de la catálisis uniría la glucosa con mayor afinidad. 
En presencia de bajas concentraciones de MgATP ambas formas 
podrían equilibrarse, es decir la forma E se relajaría a E'. 
Dado que la forma E' tiene menor afinidad que la forma E por 
glucosa, se debería esperar que al disminuir la concentración 
de MgATP el para glucosa aumentara. Sin embargo, expe­
rimentalmente se observa lo contrario (capítulo 4 de Resultados). 
Es decir, el modelo no predice la disminución en el  ̂ para 
glucosa al disminuir la concentración de MgATP.

En el modelo mnemónico (Figura 72) y sobre la base de estu­
dios cinéticos de inhibición por producto, se postulaba que 
glucosa-6-P sería el primer producto y MgADP el segundo. El 
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 mnemónico el último 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 isotópico los que fueron 
publicados recientemente (Gregoriou et al., 1981). Los estu­
dios de intercambio realizados en condiciones de equilibrio 
químico indicaron que existe unión al azar de los sustratos, 
y luego, todos los pasos mostrados en la figura 66 (modelo I, 
mecanismo al azar de unión de sustratos) existirían realmente, 
pues ni el intercambio isotópico 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 isotópico realizados en 
régimen estacionario mostraron solamente la existencia de los 
complejos E.Glc y E.Glc-6-P, siendo incapaces de detectar los 
complejos binarios E.ATP y E.ADP. Estos resultados parece­
rían indicar que la contribución de estos últimos complejos 
a la velocidad total sería despreciable. En estas condicio­
nes, los autores piensan que la vía alternativa a través del 
complejo binario E.MgATP no contribuiría a generar cooperati- 
vidad con glucosa. Cabe sin embargo la posibilidad de que 
dados los diferentes promedios de vida (span of life) de los 
complejos E.Glc y E.MgATP, la probabilidad de su detección 
en régimen estacionario no sea la misma para ambos. (Los es­
tudios de intercambio isotópico en equilibrio muestran que el 
complejo E.Glc se disocia lentamente, lo mismo que el complejo 
E.Glc-6-P).

En el modelo mnemónico últimamente propuesto (Fig. 73)
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FZguAa 73. ModiZo mnimónico consZdiAando un maanZimo aZ azaA di unión 

di ¿uA&iatoA y di ZíbiAacZón di producto*. A, glucosa; B, MgATP:

P, MgADP; Q, glucosa-6-P. Los pasos mostrados con linea cortada repre­

sentan reacciones que no serían cuantitativamente importantes en condi­

ciones de regimen estacionario. De Gregoriou et al., 1981.
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operaría un mecanismo ordenado de unión de sustratos con 
glucosa como primer sustrato y glucosa-6-P como último pro­
ducto, es decir un orden de salida de productos diferente al 
postulado sobre la base de estudios cinéticos de inhibición 
por producto. En efecto, Storer y Cornish-Bowden (1977) en­
contraron inhibición competitiva por glucosa-6-P respecto a 
MgATP, pero mixta respecto a glucosa, es decir lo opuesto de 
lo que se esperaría en un mecanismo ordenado en que glucosa 
es el primer sustrato y glucosa-6-P el último producto. Los 
resultados obtenidos en esta Tesis respecto a la inhibición 
por glucosa-6-P concuerdan en general con una inhibición de 
tipo mixto respecto a glucosa, aunque en nuestro caso se agre 
ga la complejidad de que la inhibición por glucosa-6-P es de 
naturaleza cooperativa.

El perfil de inhibición obtenido podría interpretarse, y 
así lo hacen los autores, suponiendo que glucosa-6-P y MgATP 
compiten por un sitio específico para el fosfato, es decir 
el glucosa-6-P no entraría en el mismo sitio de la glucosa. 
Casazza y Fromm (1976) dieron esta explicación en el caso de 
la hexoquinasa de cerebro (hexoquinasa A) sobre la base de la 
postulación 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 interpretación de los datos cinéticos de 
Casazza y Fromm.
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Llama la atención en el modelo de la figura 73 que no 
obstante ser glucosa-6-P el último producto no altere la coo 
peratividad (esta Tesis, capítulo 6 de R e s u l t a d o s ; Storer y 
Cornish-Bowden, 1977). En efecto, esto no ocurrió experimen 
talmente ni aún en experimentos en que se preincubó la enzima 
con glucosa-6-P por un tiempo de hasta 30 min antes de partir 
la reacción con glucosa (esta Tesis). En hexoquinasa de tri­
go en cambio, donde se ha postulado un modelo mnemónico con 
glucosa-6-P como último producto, la presencia de éste inten­
sifica la cooperatividad negativa, concordando con lo predi­
cho por el modelo (Meunier e t  a l . ,  1974).

Una posible explicación de la ineficacia del glucosa-6-P 
para alterar la cooperatividad sería que la especie resultan­
te de la catálisis fuera equivalente a la enzima inicial. Otra 
posibilidad sin embargo, sería que se requirieran concentra­
ciones de glucosa-6-P mucho más altas que las usadas en esta 
Tesis y por Storer y Cornish-Bowden (1977). Es decir, que se 
estuviera en una situación semejante a la presentada por 
N-acetilglucosamina, donde se requiere usar una concentración 
superior a 1 0  veces su para empezar a observar en forma 
clara una disminución en la cooperatividad, y alrededor de 
70 veces su para suprimirla. Este requerimiento, de ser 
efectivo haría casi imposible los estudios con glucosa-6-P, 
pues se necesitarían concentraciones superiores a 600 mM.
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e) Comentario final

Los estudios de intercambio isotópico parecerían descartar 
los modelos presentados en esta Tesis y apoyar en cambio, el 
modelo mnemónico. Sin embargo, como hemos analizado recien- 
temente, este modelo tampoco da cuenta de todos los hechos 
experimentales.

Parecería que el modelo que explique en forma global todos 
los hechos experimentales aún no ha sido formulado, y que 
faltan antecedentes experimentales y tal vez la utilización 
de nuevas metódicas. Los estudios cinéticos en régimen esta 
cionario parecerían 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, capítulo 5 de Resultados ), y 
que la existencia de este cambio conformacional estaría apo­
yada por el gran efecto protector (1 0 0 %) , ejercido por la 
glucosa y análogos, frente a la modificación de grupos fió­
les de la glucoquinasa (Heberlein et al., 1979; Monasterio 
et al., 1979), sería conveniente aplicar un tipo de metódica 
que pudiera detectar directamente la existencia de un cam­
bio conformacional. Así por ejemplo, sería importante apli 
car a la glucoquinasa un enfoque experimental como el de
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la realización de estudios espectroscópicos en presencia 
de sustratos y de análogos, a fin de detectar si existe 
realmente un cambio conformacional y cual es su naturaleza 
con los diferentes sustratos y análogos, y en distintas 
condiciones, presencia de urea, por ejemplo.

Por otra parte, sería interesante poder realizar estu­
dios cinéticos en estado transitorio, a fin de obtener prue 
bas sobre la posible transición mnemónica. La idea sería 
pesquisar la existencia de un retardo en la curva de progre­
so y determinar, por ejemplo si la preincubación con glucosa 
o con glucosa-6-P disminuye el retardo o incluso lo trans­
forma en estallido. En la medida que la transición mnemónica 
fuera importante para el mecanismo de la cooperatividad de­
biera esperarse que la cinética para glucosa fuera hiperbó­
lica al considerar las velocidades en estado transitorio.

Parece así, que la última palabra sobre la cooperativi­
dad cinética de la glucoquinasa con glucosa y con mañosa no 
está aún dicha, y queda mucho por hacer.
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