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RESUMEN

Mediante cromatografía de columnas de DEAE-celulosa se 

han encontrado, en la fracción soluble del hígado de rata, 

cuatro isoenzimas capaces de fosforilar glucosa y otras he- 

xosas a expensas de ATP ( ATP ; D-hexosa 6-fosfotransferasa, 

EC 2.7.1.1., nombre trivial i hexoquinasa ), que se han deno­

minado isoenzimas A, B, C y D, Además de su diferente movili­

dad cromatográfica, estas isoenzimas puéden distinguirse por
_  r  _  I

sus Km para glucosa cuyos valores sons 10“ , 10” , 10" y 
_210 M, respectivamente. Se comunican algunas otras caracte­

rísticas cinéticas de las isoenzimas.

La isoenzima D constituye alrededor del $5 1° de la acti­

vidad fosforilante total de glucosa del hígado de rata y tie­

ne la característica de que su actividad está sujeta a cam­

bios importantes frente a modificaciones de la dieta. El ayu­

no de 46 horas o la alimentación con dieta hipergrasa, exenta 

de hidratos de carbono, producen una disminución marcada y a 

veces la desaparición de la isoenzima D, no modificándose a- 

preciablemente las otras transferasas. La administración de 

glucosa a ratas en esas condiciones determina un aumento rá­

pido de la isoenzima D.
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La fracción soluble de músculo cardíaco y de músculo es­

quelético de rata posee sólo dos transferasas de baja, una 

de las cuales es similar en sus propiedades cinéti:=s a la i- 

soenzima C del hígado. Tampoco se encontró isoenzima I en hí­

gados de ratas recien nacidas y de 10 días de edad.

En el hígado de hámster, de cuy y de ratón se encontra­

ron también las cuatro transferasas descritas en el hígado 

de rata, pero en proporciones relativas distintas. También 

es diferente en estas especies, la respuesta de las isoenzi- 

mas a las variaciones en la calidad y cantidad de la dieta.



ABREVIATURAS US.-.DAS

.̂ TP ; adenosín-trifosfato

ADP : adenosín-difosfato

CM-celulosa : carboximetil-celulosa

DEAE-celulosa : dietil-aminoetil-celulosa

EDTA : ácido etilendiaminotetraacético

G-6-P : glucosa-6-fosfato

6-P-G : ácido 6-fosfoglucónico

NAD : nicotinamida dinucleotido

NADH£ l nicotinamida dinucleotido reducido

NADP 1 nicotinamida dinucleotido fosfato

NADPH2 ! nicotinamida dinucleotido fosfato reducido

PEP : fosfoenolpiruvato



1. INTRODUCCION

Meyerhof describid en 1927 en levadura la enzima que ca­

taliza la transferencia del fosfato terminal del ATP al carbo­

no 6 de glucosa y otras hexosas. Desde entonces, numerosas in­

vestigaciones han destacado la importancia de esa reacción en 

la célula, pues la casi totalidad de la glucosa debe metaboli- 

zarse a través de ella.

La fosforilación de glucosa en extractos de hígado fue 

demostrada por ColowiKk, Kalckar y Cori ( 1941 )♦ Investiga­

ciones posteriores llamaron la atención al hecho de que la ac­

tividad enzimática de extractos libres de células era muy ba­

ja, comparada con la capacidad de cortes de hígado para meta- 

bolizar glucosa ( Kjerulf-Jensen, 1945; Stoesz y LePage, 1949; 

Vestling, Mylroie, Irish y Grant, 1950 ). En un estudio compa­

rativo en varios tejidos de rata ( Long. 1952 ) se encontró 

que el hígado era el órgano con menor actividad hexoquinásica.

La baja capacidad fosforilante de glucosa parecía explicar 

adecuadamente el escaso aumento del consumo de oxígeno que se 

produce al agregar glucosa a cortes de hígado ( Niemeyer, 1955 ).

Muchos de esos resultados pueden explicarse por la esca­

sa sensibilidad de los métodos usados para medir actividad he­

xoquinásica, especialmente el análisis de glucosa no fosforila- 

da, la determinación manométrica del C02 producido por el cam­

bio de acidez que acompaña a la reacción ( Colowick y Kalckar, 

1943 ) o la estimación titrimétrica del cambio de pH (Schv/artz



Myers, 195& ). Estos métodos, cuya aplicación al estudio de 

hexoquinasas purificadas da excelentes resultados ( Berger, 

Slein, Colov/ick y Cori, 1946; Kunitz y McDonald, 1946 ), no 

funcionan adecuadamente en extractos crudos de hígado, ya 

sea por aparición de sustancias con poder reductor provenien­

tes de la degradación de glicógeno, o por incompleta inhibi­

ción de glucosa-6-fosfatasa por fluoruro ( Bekina y Petrova, 

1957 ).

El uso de líquidos sobrenadantes que resultan de la 

centrifugación de homogeneizados a 100.000 x £ -desprovistos 

de glucosa-6-fosfatasa- permitió el estudio de algunas carac­

terísticas de la reacción en hígado. En este material, Crane 

y Sois ( 1955 ) describieron la transferasa de hígado como 

una hexoquinasa inespecífica, por su propiedad de fosforilar 

glucosa, fructosa, mañosa y 2-desoxiglucosa, concluyendo que 

se trataba de una enzima similar a la descrita en cerebro 

( Crane y Sois, 1953; Sois y Crane, 1954; Crane y Sois, 1954 )• 

La especificidad de sustrato de la enzima hepática fue estu­

diada con mayor detalle por Lange y Kohn ( 1961 ) quienes en-
_5

contraron un valor de Km para glucosa de 4 • 10 M. Por su 

conducta frente a diversas hexosas concluyeron que el hígado 

contiene una quinasa inespecífica o una mezcla de quinasas 

con capacidad para utilizar varios sustratos.

-  2 -
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Con métodos espectrofotométricos para la medición del 

éster fosfato producido en la reacción, preconizado por Slein 

Cori y Cori ( 1950 ), se ha conseguido en los últimos años un 

avance grande en el conocimiento de esta enzima, tanto desde 

el punto de vista de sus características cinéticas, como de 

sus variaciones en diferentes condiciones fisiológicas y pa­

tológicas.

La actividad fosforilante de glucosa del hígado ha re­

cibido últimamente una atención preferente en este laborato­

rio, ya que al estudiar la influencia de la dieta sobre di­

versas enzimas, la hexoquinasa se ha demostrado muy depen­

diente de la presencia de hidratos de carbono en la dieta. En 

efecto, se ha observado que la actividad disminuye en el ayu­

no y la alimentación con dieta hipergrasa, volviendo a los 

niveles normales en tiempos muy breves por la sola administra­

ción de glucosa ( Niemeyer, 1962; Niemeyer, Clark-Turri, Gar- 

cés y Vergara, 1962; Niemeyer, Pérez, Garcés y Vergara, 1962; 

Niemeyer, Clark-Turri y Rabajille, 1963; Pérez, Clark-Turri, 

Rabajille y Niemeyer, 1964; Clark-Turri, González, Pérez, Ra­

bajille y Niemeyer, 1964; Niemeyer, Clark-Turri, Pérez y Ra­

bajille, 1965 ). La enzima se encuentra muy disminuida en el 

hígado de animales diabéticos ( DiPietro y Weinhouse, 1960; 

DiPietro, Sharma y Weinhouse, 1962 ), (Viñuela, Salas y Sois,
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1963; Salas, Viñuela y Sois, 1963; Sharma, Manjeshwar y Wein- 

house, 1963; Walker y Rao, 1964; Blumenthal, Abraham y Chai- 

koff, 1964a, 1964b ).

Recientemente se ha comunicado ( Viñuela, Salas y Sois, 

1963 ) que la ATP : fosfotransferasa se encuentra en el híga­

do de la rata -y algunas otras especies- en dos fracciones 

proteicas diferentes separables con sulfato de amonio, y que 

difieren en sus Km aparentes para glucosa, distinta sensibili­

dad a inhibidores, y especificidad frente a diversos azúcares.

En efecto, una fracción proteica que precipita entre 20 y 50$ 

de saturación de sulfato de amonio presenta propiedades simi­

lares a las observadas en la enzima de cerebro, por lo cual la 

denominan hexoquinasat alta afinidad por glucosa ( ^ = 0 , 0 1  mM } 

amplia especificidad frente a azúcares naturales y análogos 

sintéticos, inhibición por G-6-P y baja razón Km (glucosa)/Kj_ 

(N-acetil glucosamina). En cambio, la fracción que precipita 

entre 60 y 75 $ de saturación, llamada glucoquinasa, por esos 

autores, presenta baja afinidad ( Km = 10 mM ) y especificidad 

restringida para glucosa, e insensibilidad a la inhibición por 

el producto de la reacción. Debido a su alta Km el cuociente 

Km (glucosa]/K¿(N-acetil glucosamina) es mayor que para la hexo- 

quinasa. Independientemente, y mediante análisis cinéticos, 

Walker ( 1962; 1963 ) ha llegado a conclusiones similares. Re-
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eientemente se ha comunicado la purificación parcial ( 200 ve­

ces ) de la enzima de Km alta obtenida de hígado de conejo 

( Salas, Vihuela, Salas y Sois, 1965 ). Se ha encontrado’ que 

la enzima de alta Km se encuentra ausente en el hígado de ra­

tas fetales y que aparece aproximadamente a la tercera semana 

del nacimiento ( Walker, 1962; Walker y Rao, 1964; Ballard y 

Oliver, 1964 ).

Con el objeto de entender en mejor forma los mecanismos 

por los cuales esta enzima ajusta su actividad a las condicio­

nes ambientales o a las secreciones endocrinas, se consideró 

necesario en este laboratorio purificarla, para así precisar 

con métodos inmunoquímicos y de incorporación de aminoácidos 

marcados, si los cambios observados en la actividad enzimáti- 

ca corresponden a modificaciones en la velocidad de biosínte- 

sis o en la velocidad de degradación de la proteína-enzima.

Por otra parte, al tener la enzima purificada se podría estu­

diar con más detalles sus características cinéticas y estruc­

turales, En efecto, aparece necesario adquirir información 

básica sobre las enzimas estudiadas para estar en situación 

de juzgar el significado biológico de las alteraciones de ac­

tividad observadas. Durante el proceso de purificación, se 

encontró que el hígado de la rata dispone de cuatro formas

proteicas ( isoenzimas ), capaces de fosforilar glucosa y 
%

Este término será discutido más adelante ( Sección 3»1 )•
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otras hexosas ( González, Ureta, Sánchez y Niemeyer, 1964a ), 

y no sólo las dos descritas por Vihuela, Salas y Sois ( 1963 ).

En esta tesis se presentarán algunos estudios relaciona­

dos con las características cinéticas de estas cuatro formas, 

asi como observaciones -algunas con carácter preliminar- rela­

tivas a cambios en la proporción de las diferentes formas en 

diversas condiciones fisiológicas ( dieta, desarrollo ), pre­

sencia de ellas en el hígado de diferentes especies animales, 

y en diversos tejidos de la rata. Algunas de estas observa­

ciones han sido dadas a conocer previamente ( Ureta, Gonzá­

lez, Sánchez y Niemeyer, 1963; González, Ureta, Sánchez y 

Niemeyer, 1963; 1964b; Ureta, González y Niemeyer, 1964; Gon­

zález, Ureta y Niemeyer, 1964 ).
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1, Animale s.

En este estudio se han empleado ratas albinas criadas por 

“inbreeding’5 en el Instituto. Salvo cuando se indica especial­

mente se trabajó con machos de un peso aproximado de 200 gra­

mos. Los animales se mantienen en una pieza a temperatura cons­

tante ( entre 26 y 2S° ), con períodos alternados de ilumina­

ción y oscuridad de 12 horas. Las ratas se mantienen en jaulas 

separadas y se pesan a menudo con el fin de acostumbrarlas a 

las manipulaciones, desde unas dos semanas antes de la inicia­

ción de los experimentos. En diversas experiencias se han usa­

do además ratones machos de las cepas C-57 BL y BALB de aproxi­

madamente 25 gramos de peso, provenientes también de la colo­

nia del Instituto. Hamsters machos fueron obtenidos del Depar­

tamento de Parasitología de la Universidad de Chile. Cuyes y 

conejos fueron adquiridos en el comercio.

2.2. Dietas.

Las dietas experimentales usadas contenían las mismas 

cantidades de sales y vitaminas por cada 100 calorías calcu­

ladas ( Niemeyer, Pérez, Radojkovió y Ureta, 1962 ). La pro­

porción de hidratos de carbono ( Maltosa dextrina ), proteí­

nas ( caseína ) y grasa ( margarina y aceite vegetal ) fue 

la siguiente en las diferentes dietas ( las cifras indican el
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porcentaje del total de calorías ): a) Dieta equilibrada: glú- 

cidos 65, proteínas 27, grasas 5; b) Dieta hipergrasa: proteí­

nas 26, grasas, 74| c) Dieta hidrocarbonada: glúcidos 100.

2f3._ Preparación de homogenei^iados.

Los animales se sacrificaban por decapitación sin aneste­

sia y se desangraban cuidadosamente. El hígado se extraía rá­

pidamente, se colocaba sobre hielo molido y se enjugaba con 

papel filtro para eliminar la mayor cantidad posible de san­

gre.

El método de homogeneización dependía del propósito ex­

perimental. a) cuando se estudiaba el efecto de diversas con­

diciones dietarias sobre la actividad enzimática del líquido 

sobrenadante de 105.000 x £, se tomaban porciones de aproxima­

damente 500 mg del lóbulo mayor del hígado ( o todo el órgano 

cuando se usaban ratones ) y se homogeneizaban en un aparato 

de Potter y Elvehjem ( 1936 ), con nueve volúmenes de una mez­

cla que contenía KC1 100 mM, glicilglicina 25 mM; pH 7.5;

EDTA 6 mM y MgCl2 6 mM, solución que llamaremos en adelante 

mezcla A. El homogeneizado se centrifugaba durante 20 minutos 

a 105.000 x £ en una ultracentrífuga Spinco, modelo L; b) pa­

ra estudiar el perfil cromatográfico de las isoenzimas se pre­

paraban homogeneizados con todo el hígado, al 50 % ( p/v ) con 

una mezcla amortiguadora Tris 10 mM, pH 7.0, EDTA 1 mM, a la 

que llamaremos mezcla B.
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Los homogeneizados de músculo esquelético y de corazón 

se preparaban al 33 % con mezcla B en un homogeneizador Lour­

des. Se centrifugaban a 3*000 r.p.m. ( cabezal 269, centrífu­

ga International, modelo PR-2 ) durante 10 minutos y luego a 

105.000 x £ en la ultracentrífuga durante 1 hora; el trata­

miento subsiguiente era idéntico al descrito para hígado. Los 

eritrocitos se separaban de sangre total de rata por centri­

fugación a 3.000 r.p.m. y se resuspendían en un volumen equi­

valente de mezcla B, se hemolizaban por congelación y descon­

gelación y se centrifugaban finalmente a 105.000 x £.

2.4^ Medición de actividad enzimática.

La actividad transferásica se media de dos maneras:

2.4.1. Medición de glucosa 6-fosfato. Por acoplamiento de la 

reacción de fosforilación con las reacciones de deshidrogena- 

ción del G-6-P ( Slein, Cori y Cori, 1950 ) y del 6-PG, usan­

do G-ó-P deshidrogenasa y 6-PG deshidrogenasa y midiendo la 

velocidad de reducción de NADP:

Glucosa + ATP — Glucosa 6-P + ADP (1)
i.

Glucosa 6-P * NADP .M ' ? . deshidrogenasa
( 2 )

6-Fosfogluconato + NADPH2

6-Fosfogluconato + NADP d.e shidrogena_sa_̂

Ribulosa-5-P + COg + NADPHg
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Las constantes de equilibrio de las reacciones 2 y 3 ha­

cen que el equilibrio de las reacciones esté francamente des­

plazado hacia la derecha, siendo la oxidación del G-6-P y 

6-PG virtualmente cuantitativa en las condiciones usadas ( Ho- 

horst, 1963 ).

La actividad enzimática se midió por la formación de 

NADPHg reconocida por el incremento en la absorbancia a 340 

mu en un espectrofotómetro Beckman modelo DU, provisto de un 

registrador automático y de un sistema para mantener la tem­

peratura a 30°. Con este método la unidad de enzima es la can­

tidad capaz de fosforilar 1 umol de glucosa por minuto a 30°. 

Se usó el valor 6,22 • 10^ cm2 por mol para una cubeta de 1 

cm, como coeficiente de extinción molecular del NADPH2 ( Hore- 

cker y Kornberg, 194$ ). El medio de reacción ( 1 mi ) es si­

milar al empleado por DiPietro y Weinhouse ( 1960 ) excepto 

por la adición de la deshidrogenasa del 6-fosfogluconato, y 

su composición final es como sigue: KC1 10 mM; glicilglicina 

$5 mM, pH 7,5; MgCl2 12,6 mM; ATP 5 mM; EDTA 1,6 mM; NADP 

0,5 mM y 0,05 unidades internacionales de cada deshidrogena­

sa. Se utilizó como blanco un sistema semejante en el cual se 

omitió el ATP. La figura 1 muestra una medición típica en so­

brenadante de 105.000 x g de ratón BALB. La reacción muestra 

un período de latencia de aproximadamente 5 minutos dependien­

do de las actividades relativas de la fosfotransferasa y de
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las enzimas auxiliares. Después de ese lapso, la velocidad se 

hace lineal y permanece así durante más de 20 minutos. El 

NÁDPH2 producido en la mezcla de reacción en que se ha omiti­

do el ATP no es más de 10 % de la observada en el sistema com­

pleto, cuando se usan extractos crudos y se hace igual a cero 

en preparaciones purificadas. Este blanco puede corresponder 

a la formación endógena de C— 6-P en otras reacciones.

Fig. 1. Determinación espec- 
trofotométrica del G-6-P 
producido en la reacción 
fosfotransferásica. Como 
fuente de enzima se usó un 
sobrenadante de 105.000 x 
£ de hígado de ratón BALB.
La concentración de glucosa 
usada es de 100 mM.

Este método puede modificarse para estudiar la fosfori­

lación de hexosas cuyo producto de reacción sea convertible 

en G-6-P, como es el caso de la fructosa y mañosa, si se adi­

cionan al sistema las fosfohexosaisomerasas específicas.

Los dos tipos principales de enzimas fosforilantes de 

glucosa descritos por Vihuela, Salas y Sois ( 1963 ) pueden 

medirse en forma aproximada en un mismo extracto gracias a 

que sus Km para glucosa tienen entre sí una diferencia de tres
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órdenes de magnitud. Aún cuando el método descrito por esos 

investigadores constituye sólo una primera aproximación, como 

se discutirá más adelante, ha resultado útil para discernir 

las variaciones sufridas por ambos tipos de enzima en diversas 

condiciones experimentales, y ha sido empleada por numerosos 

investigadores ( Sharma, Manjeshwar y Weinhouse, 1963; Oliver 

y Cooke, 1963; Walker y Rao, 1964; Singh y Mistry, 1964; Coore 

y Randle, 1964; Moore, Chandler y Tetternhorst, 1964; Kataen, 

Soderman y Nitov/sky, 1965 ). Hemos usado , este método por su 

sencillez, como técnica preliminar al estudio cromatográfico. 

Para ello se dispone de tres cubetas, A, B y C. La concentra­

ción de glucosa en A y B es 100 y 0,5 mM respectivamente. La 

cubeta C corresponde al blanco sin ATP y su velocidad es in­

dependiente de la concentración de glucosa. El valor de A - C 

mide la suma de ambos tipos de transferasa, B - C equivale a 

las enzimas de baja Km y la diferencia entre ambos valores co­

rresponde a la enzima de alta Km.

Las actividades enzimáticas se expresan como micromoles 

de G-6-P producidos por minuto a 30°, y se refieren en los ex­

perimentos con animales enteros a 100 g de peso corporal. La 

actividad específica se define como unidades/mg de proteína.

2,4.2. Medición de ADP. El segundo método mide la velocidad 

de formación de ADP ( Kornberg y Pricer, 1951 ) y por lo tan­

to puede utilizarse para medir fosforilación de cualquier he-

-  12 -
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xosa. El conjunto de reacciones acopladas es el siguiente: 

Hexosa + ATP Hexosa-6-P + ADP (4)

También en este sistema las constantes de equilibrio fa­

vorecen la producción de lactato ( Czok y Eckert, 1963; Bflcher, 

Czok, Lamprecht y Latzko, 1963 ). La reacción se mide observan­

do la velocidad de desaparición de absorbancia a 340 mu en el 

espectrofotómetro. El medio de reacción ( 1 mi ) contiene las 

siguientes sustancias a las concentraciones finales que se in­

dican: KC1 10 mM; glicilglicina 100 mM, pH 7,5; MgCl2 12,6 mM; 

ATP 5 mM; EDTA 1,6 mM; PEP 2,5 mM; NADH2 0,24 mM y deshidroge­

nase láctica ( 1 U.I ) que contiene pirúvicoquinasa. La reac­

ción se inicia adicionando el sustrato y como blanco se utili­

za el mismo sistema sin sustrato. El ATP contiene alrededor de 

un 2 % de ADP que es removido en un primer minuto de preincu­

bación antes de agregar el sustrato. La figura 2 nuestra la 

velocidad de producción de ADP en las condiciones indicadas, 

usando una preparación purificada obtenida por cromatografía
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de columna. También en este caso existe un período de latencia 

de 3 a 4 minutos de duración. Este método sólo puede usarse 

con preparaciones purificadas, ya que con sistemas crudos el 

valor del blanco sin sustrato se aproxima mucho al valor del 

sistema completo, debido a múltiples factores: presencia de 

sustrato en los sistemas crudos, formación de ADP en otras 

reacciones ( fosfatasas, quinasas ), y oxidación de NADH2 

por otras reacciones. La actividad se expresa al igual que en 

el caso anterior, como micromoles de G-6-P formado.

Fig. 2. Determinación espec­
tro fot ométrica del ADP pro­
ducido en la reacción trans- 
ferásica. Como fuente de en­
zima se usó la fracción D 
obtenida por cromatografía 
en columna de DEAE-celulosa.
La concentración de glucosa 
usada fue 100 mM.

La figura 3 muestra que la velocidad de reacción es pro­

porcional a la concentración de enzima en las condiciones a- 

notadas.

2.J>. Otras Determinaciones.

Las proteínas se midieron con la modificación de Miller 

( 1959 ) del método de Lowry, Rosebrough, Farr y Randall (1951).
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Fig. 3. Influencia de la 
concentración de enzima en 
la velocidad de producción 
de G-6-P. Como fuente de 
enzima se usó la fracción 
D de hígado de rata obte­
nida por cromatografía en 
columna de DEAE-celulosa.

2_.6,.Separación Cromatográfica de las isoenzimas.

Todas las operaciones que se describirán se realizaban a 

2o. El homogeneizado en mezcla B se centrifugaba a 103.000 x £ 

durante 1 hora. El líquido sobrenadante de color rojizo ( )

se obtuvo por aspiración con jeringa, cuidando de no remover 

la capa de grasa de la parte superior del tubo. se mezclaba 

en un tubo de centrífuga con aproximadamente un volumen de 

CM-celulosa previamente centrifugada. La actividad transferási- 

ca no se retiene en esta celulosa y puede extraerse con una 

recuperación cercana al 100 % mediante 3 o 4 lavados con mez­

cla B. Generalmente, se efectuaban sólo dos lavados con el fin 

de evitar la dilución excesiva. El líquido eluido (Sqm ), ama­

rillo citrino, tiene aproximadamente el doble de actividad es­

pecífica que Sq y puede guardarse a 0o durante algunos días
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sin pérdida apreciable de la actividad. Habitualmente se ero- 

matografiaba en columnas de DEAE-celulosa a las pocas horas de 

obtenido. Con este objeto se usaban columnas de 23 x 1,2 cm 

que contenían 3,4 gramos de celulosa. La fracción SCM prove­

niente de dos hígados se hacía penetrar en la columna y des­

pués de lavar con mezcla B hasta que el eluyente no contuvie­

ra proteínas, se instalaba un gradiente lineal con KC1 o NaCl 

entre 0 y 0,5 M. El volumen de los líquidos era de 200 mi. Se 

recogían fracciones de aproximadamente 3>5 mi, con una velo­

cidad de 50 a 60 mi por hora, en un colector de fracciones 

Buchler provisto de un dispositivo que permite observar direc­

tamente la absorción en el ultravioleta del líquido que emer­

ge de las columnas. La actividad enzimática de los tubos se 

ensayaba con dos concentraciones de glucosa como se describió 

antes. Una vez identificados los picos de actividad, se reu­

nían los tubos correspondientes y se concentraban por liofi- 

lización. En algunos experimentos se desalaron las fracciones 

mediante diálisis contra mezcla B, o por filtración a través 

de una columna de Sephadex-G-25 Médium con la técnica descri­

ta por Flodin ( 1961 }.

2.7. Fuentes ¡de Obtención.

ATP, EDTA, glicilglicina, NADP, NADH2 y deshidrogenasa 

láctica cristalina tipo I se obtuvieron de Sigma Chemical Co.
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St. Louis, Mo, EE.UU. G-6-P deshidrogenasa y fosfoenolpiruvato 

(sal de ciclohexilamonio) se obtuvieron de C. F. Boehringer u 

Sohne, GmbH, Manheim, Alemania. 6-Fosfogluconato deshidrogena­

sa se preparó de hígado de rata según el método descrito por 

Glock y McLean ( 1953 ). DEAE- y CM-celulosas ( capacidad 

0,75 mEq / gramo ) fueron adquiridas en BioRad Laboratories 

y fueron tratadas antes de usar con el procedimiento de Sober 

y Peterson ( 1962 ) y equilibradas con mezcla B. Sephadex G-25 

se obtuvo de Pharmacia, Uppsala, Suecia, y tratado según la 

técnica descrita por Flodin ( 1961 ).



3. FRACCIONAMIENTO DE LA ATP ; D-hexosa 
-6-Fosfotransferasa DE HIGADO DE RATA

3.1. Con el objeto de purificar la enzima fosforilante de glu­

cosa de hígado se ensayaron inicialmente varios métodos: pre­

cipitación fraccionada con sulfato de amonio, calentamiento de 

los extractos a diversas temperaturas, precipitación a diver­

sos pH. El tratamiento con sulfato de amonio logró separar va­

rias fracciones activas, pero la remoción subsiguiente de la 

sal por diálisis o filtración a través de Sephadex-G-25 pro­

dujo invariablemente gran pérdida de la actividad. El trata­

miento por calor, como también la precipitación por variación 

de pH, produjeron purificación parcial de la actividad, pero 

con resultados poco reproducibles y con recuperaciones bajas. 

En consideración a estos resultados poco satisfactorios se de­

cidió el empleo de métodos que pudieran ser menos desnaturali­

zantes. Tratamos de aislar la enzima directamente de sobrena­

dantes de 105.000 x £ por medio de cromatografía en derivados 

de la celulosa. Fuimos estimulados en este intento por una bre 

ve comunicación de Moore y Angeletti ( 1961 ) donde muestran 

la separación, por cromatografía en columna de DEAE-celulosa, 

de dos fracciones con actividad hexoquinásica en extractos cru 

dos de hígado de rata. Pudo observarse que la actividad se re­
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tiene en DEAE-celulosa y que la elución por aumento de la fuer­

za iónica logra separar varias fracciones con actividad fosfo- 

transferásica, pero con recuperaciones muy bajas -menos de 10JS- 

hecho que han observado también Ballard y Oliver ( 1964a ).

Con el fin de mejorar la capacidad de las columnas, y 

sabiendo que la actividad se retiene en la celulosa de inter­

cambio aniónico, se probó la adsorción negativa en CM-celulosa. 

La actividad fosforilante de glucosa no se retiene en ese de­

rivado catiónico ni pierde actividad, aumentando la actividad 

específica aproximadamente al doble. Más aun, la cromatografía 

subsiguiente en DEAE-celulosa, del extracto así tratado es más 

resolutiva -por la menor cantidad relativa de proteínas- y las 

recuperaciones obtenidas son mucho mejores ( habitualmente 60 

a SO % ), lo que parece deberse a mayor estabilidad de la en­

zima.

La figura 4 muestra el perfil cromatográfico obtenido 

con el procedimiento descrito en Métodos { Sección 2.6.). La 

actividad enzimática se ensayó con dos concentraciones de glu­

cosa como se indicó en Métodos ( Sección 2.4. ). Con la concen­

tración alta de glucosa ( 100 mM ) se encontraron tres frac­

ciones activas o isoenzimas, que se han denominado A, B y D, 

esta última con un hombro en la rama ascendente. Con la con­

centración baja de glucosa ( 0,5 niM ) fue posible encontrar
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otra zona de actividad, con la particularidad de ser inhibida 

por exceso de sustrato. Esta fracción C, suele encontrarse 

mezclada con la Fracción D, en correspondencia con el hombro 

descrito antes, pero en algunas preparaciones se ha obtenido 

perfectamente separada, especialmente en aquellos casos en

que los animales han sido alimentados con dieta hipergrasa 

exenta de hidratos de carbono ( ver Sección V.2 ), o cuando

Fig. 4» Cromatografía en columna de DEAE-celulosa de ATP: 
hexosa fosfotransferasa de hígado de rata. Los círculos 
llenos y vacíos corresponden a la actividad medida con 
glucosa 100 y 0,5 mM respectivamente. En las isoenzimas 
C y D sólo se muestran los círculos vacíos, ya que en A 
y en B los valores son similares a los obtenidos con glu­
cosa alta. La línea cortada indica el gradiente de KC1 
usado. La línea débil indica las proteínas.



21 -

Este perfil cromatográfico se ha obtenido repetidamente 

y no varía al aumentar las cantidades de extracto sometido al 

procedimiento cromatográfico si se aumentan proporcionalmente 

el tamaño de las columnas y el volumen del agente eluyente u- 

sado. La mayor parte de los experimentos sé han realizado u- 

sando los líquidos sobrenadantes provenientes de hígados de 

dos animales. Sin embargo, se obtiene el mismo perfil cromato- 

gráfico cuando se usan extractos provenientes de un solo ani­

mal.

En la Tabla I se muestra la proporción en que se encuen­

tra cada una de las fracciones en seis experimentos con higa' 

dos de ratas alimentadas con dieta equilibrada ( balanceada ).

TABLA I

Proporción de las isoenzimas de ATP : hexosa fosfotransferasa 
en hígado de ratas alimentadas

Porcentaje de la actividad 
total

3,63 ± 0,$7 
3,74 ± 0,69 
7,01 ± 0,6$ 
$5,61 ± 1,94

Isoenzima

A
B
C
D

Los resultados se obtuvieron integrando el área de cada frac­

ción. Los valores para las fracciones C y D están corregidos
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por la interferencia mutua que resulta de su similar movilidad 

cromatográfica. La mayor parte de la actividad total reside en 

la fracción D, representando las fracciones A, B y G aproxima­

damente el 15 % del total.

El hallazgo de estas cuatro fracciones proteicas con ac­

tividad fosforilante de glucosa confirma y amplía las observa­

ciones de Vihuela, Salas y Sois ( 1963 ) y de Walker ( 1962, 

1963 ) que indican que el hígado de la rata dispone de varias 

enzimas capaces de fosforilar glucosa. La ATP : hexosa fosfo- 

transferasa es un nuevo ejemplo en la lista cada vez más nume­

rosa de enzimas que presentan una multiplicidad de formas mo­

leculares ( ref. en Wroblewski, 1961; Rutter, Blostein, Wood- 

fin y Weber, 1963 ). Las formas múltiples podrían ser isoenzi- 

mas en el sentido propuesto por Markert y Moller ( 1939 ), es 

decir, proteínas de diferente estructura primaria, con activi­

dad enzimática idéntica o similar, sintetizadas total o par­

cialmente, por genes diferentes . Otra posibilidad es que sean 

formas de una misma proteína producidas por agregación a otras 

moléculas que pueden ser los propios sustratos, o agregación *

*
La definición del término isoenzima es aún vaga como puede 

deducirse de la recomendación del Subcomité de Isoenzimas de 
la Comisión Internacional de Enzimas, acerca de la nomencla­
tura ( Webb, 1964 ). Lo más importante es el hecho de que las 
isoenzimas catalizan una misma reacción, aunque existan dife­
rencias cuantitativas en algunos parámetros de su cinética.
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de ella misma para dar polímeros. Podrían corresponder tam­

bién a proteínas parcialmente desnaturalizadas de la misma 

molécula proteica, producidas por el método de fraccionamien­

to.

Uno de los criterios más usados para demostrar que es­

tas formas múltiples representan efectivamente moléculas di­

ferentes, es que cada forma aislada no se convierta en las 

otras al ser sometida al mismo procedimiento. Esto se eviden­

cia durante el refraccionamiento por la recuperación de la 

actividad como una forma única. La figura 5 muestra la recro­

matografía de una preparación que contenía las fracciones C 

y D, en las mismas condiciones en que fueron obtenidas origi­

nalmente. La actividad enzimática aparece a la molaridad y 

en el volumen de eluyente esperados, no detectándose otros 

picos de actividad.

Fig. 5. Recromatografía de las 
fracciones C y D de hígado de 
rata. Se tomaron 1,5 mg de pro­
teína que contenía ambas frac­
ciones obtenidas previamente 
por cromatografía en DEAE-ce- 
lulosa. La preparación se hizo 
pasar por una columna de Sepha- 
dex G-25 y la proteína desala­
da se cromatografió en una co­
lumna de DEAE-celulosa igual a 
la empleada originalmente. Los 
símbolos tienen el mismo sig­
nificado que en la figura 4«
En esta y en las figuras que
siguen se ha eliminado la lí­
nea que indicaba la concentra­
ción de proteínas.
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Este criterio no es suficiente por sí solo para asegurar 

la conclusión de que se trata de proteínas diferentes. Sin em­

bargo, debe insistirse que ya en el extracto crudo de hígado 

de rata es posible distinguir varias formas de esta enzima por 

su afinidad para glucosa, como se mencionó en la introducción. 

Por otra parte, se han encontrado cuatro formas esencialmente 

idénticas a las obtenidas por cromatografía, sometiendo sobre­

nadantes de hígado de rata a electroforesis en gel de almidón 

( Katzen, Soderman y Nitowski, 1965 ).

3.2. Se ha considerado la posibilidad de que alguno de los 

cuatro picos de actividad transferásica pudiera corresponder 

a la contaminación con hexoquinasas provenientes de la san­

gre que habitualmente acompaña a hígados no perfundidos. No 

se encuentra hexoquinasa en el plasma de ratas normales ( Nei- 

fakh, Monakhov y Kisina, 1963 ). La actividad transferásica 

de sangre total de rata es relativamente escasa, y la canti­

dad de sangre remanente en el hígado de animales bien desan­

grados es también pequeña ( Hodgson, Eskuche, Fischer y Perre- 

ta, 1960; Castagna, 1965 ). Los cálculos realizados,tomando en 

cuenta ambas magnitudes,indican que la sangre remanente en el 

hígado explicaría menos del 1 % de la actividad total encontra­

da en el hígado.

Podemos preguntarnos también s i  estas isoenzimas se en-
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cuentran en el hepatocito misino, o que correspondan a enzimas 

particulares de algunos de los otros tipos celulares que com­

ponen el hígado. Esta posibilidad ha sido presentada por Sois, 

Salas y Vihuela, (1964)» quienes suponen que la ^glucoquinasa” 

-equivalente a nuestra fracción D- se encontraría solamente en 

el hepatocito, perteneciendo las enzimas de baja Km -que co­

rresponderían a las fracciones A, B y C- a las otras células 

del hígado, principalmente las de los canalículos biliares. 

Esta posibilidad se discutirá más adelante al referirnos a 

las transferasas en otros tejidos de la rata ( Sección 7 ).

Se ha planteado también el problema de la repartición 

subcelular de las isoenzimas, como es el caso de la deshidro­

genase málica ( Grimm y Doherty, 1961; Thorne, 1960; Englard 

y Breizer, 1962 ) de hígado y corazón, en la que ha sido po­

sible distinguir dos formas, una mitocondrial y otra soluble, 

que difieren en sus propiedades físicas y cinéticas. Diversos 

grupos de investigadores han comunicado que la actividad fos- 

forilante de glucosa se encuentra parcialmente localizada en 

las fracciones particuladas ( Crane y Sois, 1953; Ilin y Sha- 

nygina, 1960; Thielmann y Blume, 1962; Fomina, 1963; Stepano- 

va, 1963 ), En este ( Niemeyer, Clark-Turri, Garcés y Vergara, 

1962 ) y otros laboratorios ( Siekevitz y Potter, 1955; Abra- 

ham, Borrebaek y Chaikoff, 1964 ) se ha encontrado que el lí­
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quido sobrenadante de 105.000 x £ contiene prácticamente toda 

la actividad inicialmente presente en los homogeneizados de 

hígado. No es posible, sin embargo, descartar la posibilidad 

de que el procedimiento de homogeneización haya liberado trans 

ferasas particuladas, que correspondan a alguna de las isoen- 

zimas.

La demostración definitiva deberá esperar el desarrollo 

de técnicas histoquímicas adecuadas, y por el momento, sólo 

pueden adelantarse argumentos indirectos en favor de una u o- 

tra posibilidad.



4. PRO PIEDADES CINETIC AS_ DE_ LAS _ATP í hexo sa 
transferasas de HIGADO DE RATA

4.1. Influencia de la Concentración de Glucosa.

La medición de la velocidad de fosforilación de las cuatro 

isoenzimas en presencia de concentraciones variables de glucosa 

se muestra en las figuras 6, 7, $ y 9 . Los valores de Km apa­

rente calculados a partir de esas figuras son: I+,4 * 10“ ̂ M;

1,3 * 10" 4 M; 6,0 • 10" 6 M; y 1,3 • 10~2 M, para A, B, C y D, 

re spe ct ivament e.

Fig. 6. Influencia de la con­
centración de glucosa sobre 
la velocidad de fosforilación 
por isoenzima A. La gráfica 
inserta muestra la represen­
tación de Lineweaver y Burk 
(1934). La inclinación de la 
recta se calculó por el méto­
do de los cuadrados mínimos.
La velocidad se estimó por 
medición del G-6-P formado.

GLUCOSA , mM

El análisis de las curvas encontradas para la isoenzima 

A no revela inhibición por altas concentraciones de sustrato 

contrariamente a la que han descrito Katzen, Soderman y Nitows 

ki ( 1965 ) para esta isoenzima separada por electroforesis.

La razón para este desacuerdo puede residir en los diferentes 

métodos usados. Efectivamente, los autores mencionados emplea­

ron un método basado en las diferencias de tinción de las ti­



ras electroforéticas a distintas concentraciones de glucosa, 

método de menor sensibilidad al de este estudio.

La figura £ muestra que la isoenzima C es inhibida por 

concentraciones de sustrato 100 veces superiores a su Km . El 

hallazgo de una isoenzima con esta propiedad permite explicar

Fig. 7» Influencia de la con­
centración de glucosa sobre la 
velocidad de fosforilación por 
isoenzima B. Otros detalles i- 
guales a la figura 7.

la forma peculiar de la gráfica de Lineweaver y Burk para glu­

cosa de preparaciones crudas dializadas de hígado de rata adul­

ta presentada por Walker ( 1963 ), en la que se observa una in­

flexión que fue interpretada como debida a inhibición de la en­

zima de baja Km por exceso de sustrato. La inflexión se ve a 

concentraciones de glucosa de 10"  ̂M, lo que concuerda con los 

datos de la figura 6 . No se han estudiado los detalles de la 

inhibición, pero es interesante anotar que no se observa con 

fructosa como sustrato.

La figura '9 muestra la influencia de la concentración 

de glucosa sobre la velocidad de fosforilación de la isoenzi-
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Fig. 8. Influencia de la con­
centración de glucosa sobre 
la velocidad de fosforilación 
por isoenzima C. Otros deta­
lles iguales a la figura 7.

ma D. El valor de Km es muy alto y no se debe a la presencia 

de inhibidores competitivos ( disociables ) ya que se obtuvie­

ron valores idénticos en preparaciones dializadas o filtradas 

a través de Sephadex G-25. Es posible observar inhibición de 

la actividad enzimática a las concentraciones más altas de 

glucosa.

Fig. 9 . Influencia de la 
concentración de glucosa so­
bre la velocidad de fosfori­
lación por isoenzima D. Otros 
detalles como en la figura 7.
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4.2, Especificidad de Sustrato.
.. — .  ' »  W  'W i' —  ■  ................. ....... - « f — »  —  —     

Una de las propiedades más características de las hexo- 

quinasas de cualquier origen es su amplia especificidad de sus­

trato, siendo capaces de fosforilar, además de glucosa, varios 

otros azúcares y análogos sintéticos. Así ocurre con la hexo- 

quinasa de cerebro (Sois y Crane, 1954)» levadura ( Berger, 

Slein, Colowick y Cori, 1946; Kunitz y McDonald, 1946; Sois, 

de la Fuente, Villar-Palasí y Asensio, 195$ )» intestino ( Sois, 

1956; Lange y Kohn, 1961a ), y tumores ( McComb y Yushok, 1959; 

Lange y Kohn, 1961b ). Se han descrito hexoquinasas específi­

cas que fosforilan hexosas en la posición 6, como es el caso 

de la glucoquinasa, fructoquinasa y manoquinasa de Schistosoma 

mansoni ( Bueding y McKinnon, 1955 ) y de Ecchinococcus granu- 

losus ( Agosín y Aravena, 1959 ) que sólo fosforilan glucosa, 

fructosa y mañosa, respectivamente.

Las cuatro isoenzimas de hígado pueden fosforilar también 

fructosa como se ve en la Tabla II, que presenta los valores 

de Km y velocidad máxima relativa para fructosa.

El valor de Km para fructosa de la isoenzima D es un va­

lor provisorio, pues se ha comprobado que la isoenzima D, tal 

como es obtenida por cromatografía en columnas de DEAE-celulo­

sa, y también después de pasada por hidroxilapatita, es hete­

rogénea en lo que se refiere a la fosforilación de fructosa.
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En efecto, parece contener dos fracciones que fosforilan fruc
_ o

tosa con afinidades distintas, siendo sus Km 1,2 • 10 y 

1,1 • 10’" ̂ M (González, C. comunicación personal ). Sólo la 

forma furanósica de la fructosa puede ser fosforilada en po­

sición 6, debido a que en la forma piranósica el carbono 6 

está bloqueado por el puente de oxígeno ( Gottschalk, 1945; 

Slein, Cori y Cori, 1950; Sois y Crane, 1954 )• Como la for­

ma furanósica en soluciones de fructosa es aproximadamente un 

20 % ( Slein, Cori y Cori, 1950 ), los valores de Km dados en 

la Tabla II deberían corregirse por un coeficiente de 0,2.

TABLA II

Características cinéticas de las fosfotransferasag de hígado 
de rata con fructosa como sustrato

Isoenzima tn <«!
Tnax fructosa
^max glucosa

A 3,1 • 10“ ■3 1,09
B 3,0 • 10" ̂ 1,2 1
C 1 ,2 • 10"3 1,28
D 1,3 • 10"2 0,20

La isoenzima D es capaz de fosforilar además mañosa y 

2-desoxiglucosa. La preparación usada fosforila también galac­

tosa ( González, C. comunicación personal ) pero no se ha in­

vestigado si se trata de fosforilación en posición 6 o en po­
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sición 1. En este último caso podría tratarse de contaminación 

con galaetoquinasa. Salas, Viñuela, Salas y Sois ( 1965 ) han 

comunicado resultados similares con respecto a especificidad 

de sustrato con la enzima de Km alto de hígado de conejo, pero 

no han logrado comprobar fosforilación de galactosa. No se han 

estudiado las isoenzirnas de bajo Km en cuanto a su especifici­

dad de sustrato.

Estos resultados indican que la fosfotransferasa de alta 

Km tiene una especificidad menos restringida que la que se"le 

ha atribuido ( Viñuela, Salas y Sois, 1963 ).

4»3« Influencia de la Concentración de ATP.

La determinación de Km para ATP, con glucosa como aceptor, 

se ha efectuado para las isoenzirnas A, B y D. Los valores obte­

nidos son 4,2 • 10- ,̂ 7,0 • 10"^ y 7,3 * 10"^ M, respectivamen­

te para A, B y D. Estos valores son sensiblemente iguales en­

tre sí y del mismo orden de los comunicados para transferasas 

de diversas fuentes, como hígado ( DiPietro, Sharma y Wein- 

house, 1962; Walker, 1963; Salas, Viñuela, Salas y Sois, 1965; 

Blumenthal, Abraham y Chaikoff, 1964 ), cerebro ( Weil-Mal- 

herbe y Bone, 1951; Sois y Crane, 1954; Fromm y Zewe, 1962a ), 

levadura ( Slein, Cori y Cori, 1950; Sois, de la Fuente, Vi- 

llar-Palasí y Asensio, 195$; Martínez, 1961; Fromm y Zewe,

1962b ), germen de trigo ( Saltman, 1953 ) y tumor ascítico 

( McComb y Yushok, 1959 ).
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5. EFECTO DÊ  LA_ DIETA SOBRE LAS ISOENZIMAS DE _ ATP 
D.-HEIOSA 6-FOSFQTRANSFERASA DE HIGADO DE RATA.

La existencia de varias isoenzimas con actividad fosfo- 

rilante de glucosa en el hígado lleva a la interrogante de 

si esas isoenzimas son uniformemente afectadas por cambios 

en la dieta, como los descritos en la Introducción, o si e- 

xiste respuesta preferencial de alguna de las fracciones.

Los trabajos de varios grupos de investigadores ( Vihuela, 

Salas y Sois, 1963; Salas, Vihuela y Sois, 1963; Sharma, 

Manjeshwar y Weinhouse, 1963; Oliver y Cooke, 1964 ) han mos­

trado que las variaciones observadas en la actividad transfe- 

rásica total del hígado por ayuno y en la diabetes aloxánica 

( Niemeyer, Clark-Turri, Garcés y Vergara, 1962; Vaughan, 

Hannon y Vaughan, 1960; DiPietro y Weinhouse, 1960 ) corres­

pondían a variaciones en los niveles de la llamada glucoqui- 

nasa, es decir, do la isoenzima de Km alta, mientras los va­

lores del conjunto de isoenzimas de baja ( llamada hexoqui 

nasa ) permanecían más o menos constantes en varias condicio­

nes experimentales.

5.1* Estudios _en ,

Las observaciones anotadas en el párrafo anterior han si 

do confirmadas y extendidas en series de experimentos con ani 

males sometidos a ayuno y a diferentes dietas, en los que se
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midió la actividad transferásica a dos Concentraciones de glu­

cosa como se describió antes ( Sección 2.1+.). Los resultados 

se muestran en la Tabla III en que los valores se expresan en 

actividad fosforilante presente en el hígado referidas a 100 g 

de peso corporal, como se ha discutido previamente ( Niemeyer, 

Pérez, Radojkovic y Ureta, 1962 ).

TABLA III

Efecto de la dieta sobre los dos tipos principales de isoen- 
zimas de fosfotransferasa de hígado de rata*

-  3 4  -

Condición
dietaria N°

Unidades / 100 g peso corporal

Total Km alta Km baja

Dieta balanceada 7 8,84 ± 0,&5 8,18 ± 0,81 0,65 ± 0,06

Ayuno 48 hrs. 7 1,90 ± 0,26 1,58 ± 0,20 0,32 ± 0,06

■ » • • • •   ̂ • 
t Los valores .corresponden al término medlo.de las observa­

ciones p su error .típico í ' - „ * x'.,

La disminución de actividad enzimática es muy marcada en 

la fracción de Km alta, tanto en los animales ayunados como 

en los animales en dieta hipergrasa exenta de hidratos de car­

bono. Las modificaciones en los niveles de las isoenzimas de
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Km baja son de mucho menor magnitud y de dudosa significación. 

La recuperación de la actividad total que se produce al ali­

mentar con hidratos de carbono, a ratas cuya actividad fosfo- 

rilante de glucosa está disminuida por ayuno o dieta hipergra- 

sa, se produce en la isoenzima de Km alta, no modificándose 

apreciablemente las transferasas de K baja.

Para interpretar adecuadamente los resultados de la Ta­

bla III es necesario previamente analizar la validez del mé­

todo de ensaye simultáneo de ambos tipos de enzima. Cuando la 

concentración de glucosa en la cubeta de reacción es 0,5 mM 

la isoenzima D ( Km = 0,01$ M ) tiene aproximadamente el 3 $ 

de su velocidad máxima, y,como alrededor de un $6 % de la ac­

tividad fosforilante total del hígado está dado por esa iso­

enzima, ese valor puede ser suficientemente alto como para 

influir en forma significativa en los valores obtenidos a esa 

concentración de glucosa y atribuidos a las isoenzimas de baja 

Km, sobre todo en los animales alimentados con dieta balancea­

da o exclusivamente con hidratos de carbono. Debe considerar­

se además que el extracto de hígado en que se miden las enzi­

mas aporta una cierta cantidad de glucosa a la determinación, 

por lo que al medir la velocidad de las isoenzimas de Km ba­

ja, la concentración do sustrato es mayor, y por lo tanto, ma­

yor la proporción de fracción D que se mide. Por otra parte,
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tomando en cuenta los valores de Km para las isoenzimas A, B 

y C, es posible observar que a la concentración baja de glu­

cosa se mide 92, 79 y 99 % de las velocidades máximas para ca­

da una de ellas, respectivamente, por lo que además de la par­

ticipación mencionada de la isoenzima D, debe considerarse la 

saturación sólo aproximada de algunas de las otras isoenzimas. 

La modificación de las concentraciones de glucosa en el medio 

de reacción no soluciona el problema, porque si se disminuye 

para minimizar la influencia de D se insaturan aun más los sis­

temas de baja Kmj si la concentración se aumenta para medir 

con mayor exactitud las velocidades de A, B y C, aumenta la 

proporción medida de D, y disminuye la velocidad de C por in­

hibición por exceso de sustrato.

La relación entre concentración de sustrato y porcentaje 

de velocidad máxima para las cuatro isoenzimas se muestran en 

la figura 1.0, en la que la concentración de glucosa se ha ex­

presado en una escala logarítmica. Las curvas corresponden a 

las curvas teóricas calculadas a partir de los valores de Km, 

y los puntos a datos de experimentos típicos.

La solución al problema sería, naturalmente, la adición 

de algún inhibidor específico para alguno de los des sistemas. 

Con este objeto se ha propuesto la utilización de 1-acetilglu- 

cosamina ( Vihuela, Salas y Sois, 1963 ) inhibidor competiti­
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vo, cuya razón Km / es de 15 y 0,02 para la enzima de alta 

y baja Km, respectivamente. En nuestras manos el uso de este 

inhibidor no muestra ventajas, y los propios autores que pre­

conizaron su uso lo han abandonado en trabajos posteriores 

( Salas, Vihuela y Sois, 1963 ).

Fig. 10. Relación entre concentración de sustrato y tanto por 
ciento de la velocidad máxima para cada una de las isoenzimas 
de ATP-fosfotransferasa de hígado de rata. A isoenzima A;
A isoenzima B; 0 isoenzima C; 0 isoenzima D. Las curvas co­
rresponden a las curvas teóricas calculadas a partir de los 
valores de Km. La línea cortada corresponde a la región de 
inhibición de la isoenzima C.



5.2» Estudios Cromatográfieos.

Las razones anotadas en el párrafo anterior hicieron ver 

la necesidad de estudiar el problema,de conocer las variacio­

nes de las diversas isoenzimas de manera más directa. Con este 

objeto se analizaron los hígados de animales en diferentes con­

diciones dietarias por medio de cromatografía en columnas de 

DEAE-celulosa. Los resultados de la figura 11 muestran el efec­

to de la alimentación con dieta balanceada, hipergrasa y ayu­

no de 4& horas sobre el perfil cromatográfico de las isoenzi­

mas. La administración de hidratos de carbono durante 24 horas 

a animales ayunados durante J+B horas, o alimentados 6 días con 

dieta hipergrasa se muestran en la figura 12.

Los cambios observados en el perfil cromatográfico en las 

diferentes condiciones afectan principalmente a la isoenzima 

D, la que llega a desaparecer en los animales alimentados con 

dieta hipergrasa. La realiaaentación con hidratos de carbono 

provoca un rápido aumento de los niveles de la misma isoenzima.

Las figuras no son directamente comparables entre sí debi­

do al distinto peso de los animales, el diferente tamaño de los 

hígados y la distinta recuperación de actividad en los procedi­

mientos de separación. Con el objeto de establecer algún tipo 

de comparación se intentó cuantificar el efecto de la dieta 

sobre cada una de las isoenzimas. La cuantificacicn consiste
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Fig. 11. Efecto de la dieta sobre el perfil cromatográfico de 
las fosfotransferasas de hígado de rata. Los símbolos tienen 
igual significado que en la figura 4* Dieta balanceada: 200 mg 
de proteína. Actividad específica 0,035; Ayuno: 50 mg de pro­
teína. Actividad específica 0,011; Dieta grasa: nig de pro­
teína. Actividad específica 0,005.
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Fig. 12. Efecto de la realimentación con hidratos de carbono 
después de 4¿ horas de ayuno o 6 días con dieta grasa. Hidra­
tos de carbono después de ayuno: 225 mg de proteína. Activi­
dad específica 0,024. Hidratos de carbono después de dieta 
grasa: 22& mg de proteína. Actividad específica -,C21.
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en calcular factores do recuperación total para cada etapa del 

procedimiento de aislamiento y aplicarlos a los resultados de 

la integración de las áreas bajo cada pico de actividad, refi­

riendo los resultados a 100 g de peso corporal. Este cálculo 

supone que las pérdidas de actividad en cada etapa son compar­

tidas uniformemente por las cuatro isoenzimas. Como esta pre­

sunción no ha sido probada experimentalmente con rigor, consi­

deramos los datos obtenidos como semicuantitativos. Los valo­

res corresponden con bastante aproximación a los observados en 

extractos brutos. Estos resultados se muestran en la Tabla IV.

TABLA IV

Efecto de diversas condiciones dietarias sobre las isoenzimas 
de ATP : hexosa 6-fosfotransferasa de hígado de rata separadas

por cromatografía*

Isoenzima
Condición A

i  i. B C D
dietaria Unidades / 100 g de peso corporal
Dieta Balanceada 0,74 0,70 0,£5 M 6
Ayuno 4B horas 0,26 0,23 0,27 2,21

Dieta hipergrasa
0,41 0,30 0,49 0,36
0,35 0,42 0,76 0,36

Glucosa después de 
ayuno ( 48 hrs. ) 0,41 0,35 0,44 4,IB

Glucosa después de 
dieta hipergrasa 0,62 1,07 1,61 5,20

Las actividades de las isoenzimas A y B St ensayaron con 
glucosa 100 mM; C fue medida con glucosa 0,5 mM. Los valores 
para D se obtuvieron con glucosa 100 raM y están corregidos por 
la interferencia de C que habitualmente la contamina en las 
condiciones usadas.
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Estos datos confirman las conclusiones derivadas por ins­

pección de los perfiles cromatográficos, así como la informa­

ción obtenida con extractos crudos. Las fracciones A, B y C 

experimentan cambios relativamente pequeños en las condiciones 

dietarias estudiadas, cambios cuya significación estadística 

no ha sido estudiada. En cambio, la fracción D experimenta 

grandes cambios, claramente significativos.
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6. ATP : D-HEXOSA 6-FOSFOTRANSFERASAS DURANTE EL 
DESARROLLQ POST-NATAL» DE. LA .RATA

Trabajos de varios laboratorios han mostrado que en el 

lapso cercano al nacimiento ocurren cambios importantes en la 

composición enzimática del hígado, con aparición de numerosas 

enzimas, ausentes en el hígado fetal y disminución de otras,

( Shelley, 1961; Nemeth, 1963; Herrmann y Tootle, 1964 ). Una 

situación especial la presentan aquellas enzimas llamadas a- 

daptativas, es decir, aquellas que en los animales adultos 

pueden experimentar cambios en su actividad por administración 

de sustratos u hormonas. Por ejemplo, la triptófano-pirrolasa 

no se encuentra presente en el hígado fetal, apareciendo por 

primera vez a los 6 o 7 días después del nacimiento ( Nemeth 

y Nachmías, 195$; Nemeth, 1959; Greengard y Feigelson, 1963 ). 

En el animal adulto pueden elevarse los niveles de esta enzima 

por administración de cortisona o de triptófano ( Knox, 1951 )• 

Sin embargo, la administración de esas sustancias a animales 

que aún no tienen la enzima no adelanta la aparición de esta, 

y la respuesta al inductor aparece simultáneamente con el au­

mento espontáneo de la actividad enzimática. Conducta similar 

muestra la tirosina a-cetoglutarato transaminasa del hígado 

( Serení, Kenney y Kretchmer, 1959; Greengard, 1963 ).

Los trabajos de Walker ( 1962, 1963 ) han mostrado que no



hay ATP : hexosa fosfotransferasa de Km alta en el hígado de 

rata antes del nacimiento y en el período neonatal, detectán­

dose recien alrededor de los 21 días de edad, hecho que ha si­

do confirmado por Ballard y Oliver ( 1964 ). Es lícito pregun­

tarse si la administración de hidratos de carbono a animales 

recien nacidos pudiera acelerar la aparición de la enzima. Es­

ta posibilidad es interesante, por cuanto la leche de rata^hi- 

pergrasa y deficiente en hidratos de carbono ( Glass, 1957 ) 

y el destete se produce aproximadamente a los 20 días de edad. 

Recien entonces se inicia la alimentación normal, coincidiendo 

con la aparición de la actividad enzimática. Cabe hacer notar 

que experimentos preliminares no han logrado la aparición an­

ticipada de la enzima ( Wa3^er, comunicación personal ).

Una posibilidad que convenía explorar era si la actividad 

del adulto só logra por reemplazo parcial de algunas isoenzi- 

mas por especies moleculares de desarrollo tardío, como se ha 

descrito para las isoenzimas de deshidrogenasa láctica ( Mar- 

kert y Ursprung, 1962; Cahn, Kaplan, Levine y Zwilling* 1962; 

Fine, Kaplan y Kuftinec, 1963 ) y de creatina quinasa ( Eppen- 

berger, Eppenberger, Richterich y Aebi, 1964 ).

6_.1_. Estudios_cromatográficos.

Se han realizado experimentos muy preliminares para cono­

cer los cambios que sufren las transferasas en ios primeros
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días del desarrollo post-natal de la rata. La dificultad prin­

cipal de este tipo de estudios reside en la escasa cantidad 

de hígado que se obtiene de animales recien nacidos. El peso 

del órgano no sobrepasa los 400 mg, y para la operación de las 

columnas cromatográficas en las condiciones ya conocidas se 

requieren aproximadamente 4 o 5 g de material. Para trabajar 

con menores cantidades se redujeron el tamaño de las columnas 

y el volumen de los eluyentes. Las separaciones no fueron muy 

satisfactorias pero no se ha insistido en un estudio de las 

condiciones que permitan obtener mejores resoluciones.

La figura 13 presenta el perfil cromatográfico de híga­

dos de animales de 12 horas de edad. Se observan tres picos 

de actividad, todos ellos de baja Km a juzgar por su conducta
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Fig. 13. ATPihexosa 6-fosfo- 
transferasas de hígado de ratas 
de 12 horas de edad. Columna 
de 0,$xl$ cm. Se colocaron 24 
mg de proteína provenientes de 
7 hígados. Actividad específi­
ca: 0,00$. Volumen de los lí­
quidos de elución: 100 mi. Se 
recogieron fracciones de 1 mi.

frente a dos concentraciones de sustrato ( 0,5 y 100 mM ). So­

bresale una mayor actividad en el primer pico que corresponde­
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ría a la isoenzima A. La fracción más retenida en la columna 

ocupa el lugar que corresponde a la isoenzima C de la rata a- 

dulta, pero no presenta inhibición por exceso de sustrato. No 

se detecta isoenzima D de alta Km.

La figura 14 presenta el perfil cromatográfico de hígados 

de animales de 10 días de edad. Se observan tres isoenzimas,

Fig. I4. ATP:hexosa-6fosfo- 
transferasas de hígados de ra­
tas de 10 días de edad. Se co­
locaron 50 mg de proteínas pro­
venientes de 5 hígados. Activi­
dad específica: 0,005. Columna 
y agentes eluyentes como en la 
figura 14. Se recogieron frac­
ciones de 3>5 mi.

con predominio ahora de la fracción C que aparece inhibida por 

exceso de sustrato. En otros experimentos se ha visto que la 

inhibición por sustrato de la isoenzima C está presente ya en 

los animales de 7 días de edad. Es de interés mencionar que al 

estudiar en conjunto las isoenzimas de Km baja, Walker ( 1963 ) 

encontró que la inhibición por exceso de sustrato aparece des­

pués del nacimiento. En la figura 14 puede verse, también, que 

la isoenzima A ha disminuido relativamente y que no ha apareci­
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do todavía la isoenzima D.

No es posible obtener conclusiones definitivas referente 

a varios problemas presentados por estos experimentos, excep­

to la confirmación de la ausencia de la isoenzima D en anima­

les de pocos días de edad. Parecería además que la especie mo­

lecular predominante en el feto sería la isoenzima A, que se­

ría reemplazada paulatinamente por formas de aparición más tar­

día. La inhibición por exceso de sustrato, tan característica 

de la isoenzima C, correspondería a una propiedad de aparición 

relativamente tardía en el desarrollo. Estas y otras cuestio­

nes relacionadas son objeto de investigación activa en nuestro 

laboratorio.
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7• ATP_: D-HEXOSA 6-FOSPOTRANSFERASAS EN OTROS TEJI­
DOS DE.LA RATA.

La ubicuidad de la reacción hexoquinásica en tejidos ani­

males ( Crane y Sois, 1955; Shonk y Boxer, 1964; Abraham, Bo- 

rrebaek y Chaikoff, 1964 ) nos indujo a explorar otros tejidos 

en la búsqueda de las isoenzimas. Diversos hechos hicieron 

pensar a Sois y colaboradores ( Vihuela, Salas y Sois, 1963; 

Sois, Salas y Vihuela, 1964 ) que la isoenzima de Km alta 

( nuestra isoenzima D ) debería estar presente sólo en las cé­

lulas parenquimatosas del hígado, donde cumpliría una función 

muy especial en relación con la concentración variable de glu­

cosa en la porta, y la velocidad de síntesis de glicógeno. Uno 

de estos hechos era que la alimentación con un carcinógeno he­

pático ( 3’-metil-dimetilaminoazobenceno ) a ratas, produce 

una rápida proliferación de células de los conductos biliares 

y una disminución correspondiente de las células parenquimato­

sas, llegando aquellas a constituir el 50 % del total. En es­

tos animales se produce una marcada elevación de la enzima de 

Km baja y una reducción correspondiente de la isoenzima de al­

ta Km ( Sharma, Manjeshwar y Weinhouse, 1964 )• Un argumento 

más directo en favor de la hipótesis anterior residía en la im­

posibilidad de encontrar la isoenzima D en corazón, cerebro y
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riñón ( Sharma, Manjeshwar y Weinhouse, 1963 ), aorta, corazón 

y tejido adiposo ( Sois, Salas y Viñuela, 1964 )• Sin embargo, 

se ha comunicado recientemente el hallazgo de la enzima de al­

ta Km en tejido adiposo epididimario de rata ( Moore, Chandler 

y Tettenhorst, 1964 ) y en cerebro de la misma especie ( Pitot, 

H.C., comunicación personal ) hechos que descartan la hipóte­

sis de la exclusividad hepática de la isoenzima de Km alta.

7 .1 . Estudios eromatográficos.

Nuestras observaciones preliminares se restringieron a la 

búsqueda de isoenzimas con actividad fosforilante de glucosa 

en músculo esquelético, corazón y eritrocitos. La técnica usa­

da es esencialmente idéntica a la usada para la cromatografía 

de extractos provenientes de hígado.

Los perfiles cromatográficos obtenidos con músculo esque­

lético ( Figura I5 ) y cardíaco { Figura 16 ) de rata son muy

Fig. 15. ATPrhexosa fosfo- 
transferasas de músculo esque­
lético de rata, separadas per 
cromatografía en DEÁE-celulosa. 
Columnas de 23 x 1,2 cm. Se 
” cromatografiaron $4 mg de pro­
teína no adsorbida en S ™  que 
0,3? contenía 10 unidades totales.x
0.1
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similares, observándose sólo dos picos de actividad. El prime­

ro es inhibido por exceso de sustrato y correspondería, por lo 

tanto, a la isoenzima C de hígado. Esta isoenzima va seguida 

de una fracción, cuantitativamente más importante, cuya con­

ducta frente a dos concentraciones de glucosa indica que se 

trata de una isoenzima de baja Km . No pudo detectarse isoenzi­

ma de alta Km .

Fig. 16. ATPihexosa fosfo- 
transferasas de músculo car­
díaco de rata separadas por 
cromatografía en DEAE-celu­
losa. Columna de 23 x 1,2 
cm. Se cromatografiaron 48 
mg de proteína no adsorbida 
03 s en CM-celulosa que contenía 
r 11 unidades totales.

La separación de isoenzimas eritrocitarias presentó al­

gunos problemas ( Figura 17 ). Se trata de una actividad en- 

zimática que no se retiene ni en CM-celulosa ni en DEAE-celu- 

losa en las condiciones usadas. Este comportamiento podría 

tener dos explicaciones: a) se trata de una enzima especial 

no presente en otros tejidos, o, b) la alta concentración de 

aniones minerales ( cloruros ) en el eritrocito impide la re­

tención en las columnas. Ninguna de estas posibilidades se ha
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estudiado por el momento.

Fig. 17. ATP: hexosa 6-fos- 
fotransferasas de eritroci­
tos de rata.

i

Los extractos usados en todos estos experimentos corres­

ponden a líquidos sobrenadantes después de una centrifugación 

a 105.000 x £, y se sabe que en algunos tejidos, las partícu­

las contienen transferasas ( Crane y Sois, 1953 )• Así, el 

miocardio contiene un 52 % de la actividad localizada en las 

mitocondrias ( Crane y Sois, 1953; Sois y Crane, 1954b ) lo 

que ha sido confirmado por Abraham, Borrebaek y Chaikoff (1964) 

Los resultados comunicados ahora son incompletos, pues el mús­

culo cardíaco, podría contener isoenzimas particuladas dife­

rentes a las que se muestran en la figura 16. Eritrocitos y 

músculo esquelético parecen no contener hexoquinasas mitocon- 

driales ( Crane y Sois, 1953; Abraham, Borrebaek y Chaikoff, 

1964 ).
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8.ATP; D-HEXOSA 6-FOSFOTRANSFERASA5 EN HIGADO DE OTRAS ESPECIES

El hallazgo de varias formas moleculares capaces de fos- 

forilar glucosa y otras hexosas en tejidos de la rata, plantea 

el problema de si se trata de un fenómeno general a otras cla­

ses de organismos. Esta suposición se ve apoyada por el hecho 

de que se han descrito también formas múltiples de hexoquina- 

sa en levadura,, las que, sin embargo, no difieren en sus cons­

tantes cinéticas como ocurre en el hígado de rata. ( Kaji, 

Trayser y Colowick, 1961; Trayser y Colowick, 1962 ). Además, 

la curva de pH óptimo de la hexoquinasa de germen de trigo 

presenta dos máximos bien diferenciados ( Saltman, 1953 ), lo 

que puede atribuirse a la presencia de dos enzimas con activi­

dad frente al mismo sustrato.

8.1.Estudios en sobrenadantes de 105.000 x £. * *

La Tabla V ‘ muestra los resultados obtenidos al ensayar la 

actividad fosforilante de glucosa en hígado de diferentes es­

pecies y cepas de roedores, con dos concentraciones de glucosa.

Esta medición, como se discutió antes ( Sección 5.1 ) indica
*

aproximadamente la proporción entre isoenzimas de Km baja ( A 

+ B + C ) e isoenzimas de alta Km ( D ). Los resultados se ex­

presan en unidades por 100 g de peso corporal, con el fin de 

poder hacer comparaciones entre las distintas especies.
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Los resultados de la Tabla V indican que la actividad de 

la isoenzima de Km alta en el hámster y en el cuy es relativa­

mente pequeña si se compara con la de las otras especies exa­

minadas y con la actividad de las isoenzimas de baja Km .

TABLA V

Isoenzimas de Km baja ( A + B + C ) y de Kra alta ( D ) en di­
versas especies y cepas de roedores

Unidades / 100 g de peso

Especie N° Total K„lvm alta Km baja Km alta 
Km baja 
12,53Rata albino 7 3,34 ± 0,35 3,13 ± 0,31 0,65 ± 0,06

Rata A x C 3 11,37 ± 0,49 10,55 + o, 42 1,33 ± 0,12 7,93
Ratón BALB 10 11,63 ± 0,60 10,56 ±0,44 1,07 ± 0,12 9,37
Ratón C-57 3 14,07 ± 0,70 12,14 ± 0,39 1,93 ± 0,17 6,29
Hámster 3 5,47

Oo\O
+! 4,12 ± 0,46 1,35 ± 0,20 3,05

Cuy 6 6,02 ± 1,30 3,27 ± 1,14 2,34 ± 0,61 1,40
Conejo 1 7,73 7,53 0,20 37,90

Se tomaron trozos de hígado y se homogeneizaron en mezcla 
A al 10 /o y se ensayaron de inmediato. Los valores corresponden 
al término medio de las observaciones + su error típico.

Llama la atención la dispersión de los valores obtenidos 

en el cuy, la que se debe probablemente al hecho de que esos 

animales no corresponden a cepas criadas por ,<inbreeding,i. Los 

valores encontrados en un conejo se dan sólo con carácter pre­

liminar.
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8.2. Estudios cromatográficos.

Los resultados anteriores se definen mejor por medio de 

cromatografía en derivados de la celulosa, en las condiciones 

usadas para la rata.

La figura 18 muestra el perfil cromatográfico obtenido 

con hígado de cuy alimentado. Se observan dos grandes picos 

de actividad, uno de los cuales podría corresponder mayormen­

te a la fracción C de la rata dada la inhibición por exceso 

de sustrato. La fracción más retenida corresponde a la iso-
p

enzima D de la rata pues su Km para glucosa es 1,44 • 10 M.

Fig. 18. Isoenzimas de ATP:D- 
hexosa 6-fosfotransferasa de 
hígado de alimentado. Los 
símbolos tienen igual signi­
ficado que en figuras anterio­
res. Para la cromatografía se 
tomaron 900 mg de proteína que 
contenían 6 unidades totales 
(Actividad específica: 0,006) 
provenientes de 22 g de híga­
do .

Es posible observar un hombro bien definido al comienzo de 

la fracción de Km baja inhibida por sustrato, que puede co­

rresponder a isoenzimas incompletamente separadas. Esto se 

confirma en la Figura 19, en la que se muestran los resulta­

dos obtenidos con hígado de cuy en ayunas durante 72 horas.
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En estas condiciones se observa la desaparición de la iso-

enzima inhibida por exceso de sustrato, lo que permite ob­

servar la presencia de dos isoenzimas cuya conducta frente 

a dos concentraciones de glucosa indica que su Km es baja.

En esta especie parecen existir, entonces, las cuatro isoen­

zimas descritas en la rata, pero en proporciones relativas 

diferentes, constituyendo la isoenzima C una parte importan­

te de la actividad total. Contrariamente a la rata, esta 

fracción desaparece por el ayuno, mientras la isoenzima D 

permanece relativamente constante.

Fig. 19. ATP:hexosa 6-fosfo- 
transferasas de hígado de cuy 

' ' en ayunas de 12 horas de du­
ración. Se cromatografiaron 

o.5 163 mg de proteína que conte­
nían 2,2 unidades (actividad 

03o específica: 0,013) correspon­
dí dientes a 11 g de hígado.

La Figura 20 muestra los resultados obtenidos en hí­

gado de hámster alimentado. Tanto la distribución de las i- 

soenzimas como su conducta frente a dos concentraciones de 

glucosa son esencialmente idénticas a las de la rata. Como 

en esta especie, el ayvno^ de 4$ horas provoca la disminución 

marcada de la isoenzima D.
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Fig, 20. ATP:hexosa 6-fosfo 
transferasas de hígado de 
hámster, 197 mg de proteína 
que contenían 1,4 unidades 
totales (actividad específi' 
. • ca: 0,007) provenientes de
•¡ 7,7 g de hígado.

Las isoenzimas del hígado de ratón C-57 BL plantean 

problemas interesantes. La cromatografía de columna muestra 

que las isoenzimas de baja Km se encuentran en mayor pro­

porción que la isoenzima D, siendo esta una mínima propor­

ción del total ( Figura 21 ), lo que no concuerda con los 

datos obtenidos en extractos crudos como se vió en la Ta­

bla V.

Fig. 21. ATP:hexosa 6-fosfo- 
transferasas de hígado de 
ratón C-57 BL. Se cromatogra- 
fiaron 500 mg de proteína, 
ue contenían 4,1 unidades 
actividad específica: 0,00B) 
correspondientes a 20 g de 
hígado.
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La razón de esta anomalía reside en que la actividad 

de la isoenzima de Km alta de hígado de ratón es muy ines­

table en la mezcla amortiguadora Tris-EDTA usada en la pre­

paración de homogeneizados para la cromatografía, como se 

ve en la Figura 22. La adición de KC1 100 mM a la mezcla buf- 

fer estabiliza a la isoenzima durante varias horas. Desgra­

ciadamente la adición de KC1 en esas concentraciones impide 

la cromatografía de columna. En ambos medios las isoenzimas 

de baja Kra mantienen invariable su actividad.

Fig. 22. Estabilidad de la^en­
zima de Km alta en Si de híga­
do de ratón C-57 BL. Sp al 50% 
en Tris-EDTA pH 7,0 ( o ). S-, 
al 50% en KC1 100 mM, Tris-EDTA 
pH 7,0 ( o ). Las actividades 
corresponden a la isoenzima de 
Kjjj alta medida como la diferen­
cia entre la actividad total y 
actividad de isoenzima de baja 
Km ( ver Sección 2.A. )•

Otro hecho interesante que puede observarse en la Figu­

ra 21 es que la fracción inhibida por exceso de sustrato tie­

ne en el ratón C-57 BL una movilidad diferente a la fracción 

correspondiente déla rata. La razón no es clara por el momen­

to .
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8.3» Influencia de la dieta sobre las fosfotransferasas de

hígado de ratón .

La marcada inestabilidad de la isoenzima de alta Km de 

hígado de ratón C-57 en ausencia de KC1 ha impedido estudiar 

el efecto de la dieta sobre las isoenzimas separadas por 

cromatografía. Provisoriamente se ha estudiado ese problema 

en el Sp de ratones C-57 BL y BALB, en presencia de KC1, con 

la técnica de Salas, Vihuela y Sois ( 1965 ) como se hizo 

con la rata ( Sección 5.1. ). Los resultados que se muestran 

en las Tablas VI y VII indican que la conducta de las fosfo­

transferasas de ratón es distinta de la observada en la ra­

ta. Desde luego, la alimentación con dieta hiperp-rasa exen- 

ta de hidratos de carbono no modifica significativamente los 

valores de la isoenzima de alta. La alimentación exclusi­

va con hidratos de carbono, en cambio, produjo una caida 

significativa de la actividad total ( p < 0,001 ) y de la 

enzima de alta Km ( p < 0,0001 ) y un aumento también sig­

nificativo de los niveles de las isoenzimas de baja Km. Una 

caida similar se observa con ayuno de 4& horas, pero en es­

te caso las variaciones se limitan a la isoenzima de Km al­

ta, permaneciendo los valores de las isoenzimas de Km baja 

sin variaciones.
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TABLA VI

Influencia de la dieta sobre los dos tipos principales de 
isoenzimas de fosfotransferasa de hígado de ratón BALB/

Unidades/100 g de peso corporal

Condición dietaria N° Total Km clltcl Km baja

Dieta balanceada 10 11,63 + 0,60 10,56 ± 0,44 1,07 ± 0,12
Dieta hipergrasa 10 11,10 + 0,47 9,97 ± 0,40 1,13± 0,11
Dieta hidrocarbonada 6 a,07 ± 0,54° 5,61 ± 0,44° 2,45 ± 0,13
Ayuno 4$ horas 5 6,63 + 0,18° 5,79 ± 0,2a0 o,a5± 0,09

Hidratos de carbono L H
después de:
Dieta hipergrasa 8 10,40 + 0,55 9,06 ± 0,54 1,34+ 0,15
Ayuno 1+8 horas 8 12,43 + 0,62 11,59 ± 0,60 0,a4+ 0,13

Los animales fueron alimentados con las dietas indica­
das durante 6 días. Algunos animales ayunados recibieron una 
mezcla de maltosa dextrina durante 24 horas, al cabo de las 
cuales fueron sacrificados. Algunos animales sometidos a die­
ta grasa durante 6 días también recibieron hidratos de carbo­
no durante 21+ horas antes de la muerte. Los valores correspon­
den al término medio de las observaciones ± su error típico.

La administración de hidratos de carbono durante 21+ ho­

ras a animales en ayunas durante 4# horas produjo en ratones 

BALB una rápida alza de los valores de transferasas a los ni­

veles normales, hecho inesperado, ya que de acuerdo con los 

datos presentados, la isoenzima de Km alta en el hígado de 

ratones parece no depender de la presencia de hidratos de 

carbono en la dieta como es el caso de la rata ( Pérez, Clark 

Turri, Rabajille y Niemeyer, 1965 )• En ratones C-57 se ob-
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servó un aumento pequeño de la actividad al realimentar con 

hidratos de carbono. La administración de hidratos de carbo­

no a animales alimentados con dieta hipergrasa no alteró los 

valores en el caso del ratón BALB y produjo un aumento pe­

queño de los niveles de isoenzima de alta Km en ratones C-57.

TABLA VII

Influencia de la dieta sobre los dos tipos principales de iso- 
enzimas de fosfotransferasa de hígado de ratón C-57 BL.*

Unidades/100 g de peso corporal

Condición dietaria N° Total Km alta Km baja

Dieta balanceada 8 14,07 ± 0,70 12,14 ± 0,39 1,93 ± 0,17
Dieta hipergrasa 9 11,22 ± 1,04 8,11 ± 0,83* 3,10 ± 0,36 o
Dieta hidrocarbonadaL 6 10,86 ± 1,05& 7,47 ±

OOc\¿1—1 3,41 ± 0,35 ü
Ayuno 48 horas 6 7,44 ± 0,436 6,15 ± 0,47° 1,29 ± 0 ,11

Hidratos de carbono
después de:
Dieta hipergrasa 10 12,17 ± 0,48 10,08 ± 0,31 2,09 ± 0,29
Ayuno 48 horas 8 8,46 ± 0,55 7,39 ± 0,22 1,18 ± 0,13

j .

Los animales fueron alimentados con las dietas indicadas 
durante 6 días. Algunos animales ayunados recibieron una mez­
cla de maltosa dextrina durante 24 horas, al cabo de las cua­
les fueron sacrificados. Algunos animales sometidos a dieta 
grasa durante 6 días también recibieron hidratos de carbono 
durante 24 horas antes de la muerte. Los valores correspon­
den al término medio de las observaciones ± su error típico.

Puede concluirse que la conducta de las isoenzimas de 

ATP : hexosa fosfotransferasa del hígado de ratón frente a



variaciones de la calidad o cantidad de la dieta es cualita­

tiva y cuantitativamente diferente a la de la rata. Sin em­

bargo, la dificultad para obtener perfiles cromatográficos 

adecuados no permite, por el momento, discernir cual de las 

cuatro formas es responsable de las variaciones observadas.

Los resultados encontrados en el ratón o el j;uy no eran 

totalmente inesperados, ya que se ha comunicado ( Sharma, 

Manjeshwar y Weinhouse, 1964 ) que el sapo o rana, cuyo hí­

gado contiene enzima de alta Km no responde adaptativamente 

a la falta de alimentación que significa la hibernación. Por 

otra parte, se sabe que algunas especies animales no poseen 

la enzima de alta Kn, como es el caso de algunos rumiantes 

como la oveja ( Ballard y Oliver, 1964b ), hecho que puede 

relacionarse con la observación de que estos animales no ab­

sorben hidratos de carbono a través del intestino, aunque 

ellos estén presentes en la dieta, debido a que son fermen­

tados a ácidos grasos por los microorganismos del rumen ( We- 

11er y Gray, 1954 ). Es posible, por lo tanto, que diferen­

tes hábitos de alimentación o distinta fisiología intestinal 

se reflejen en diferente conducta de las isoenzimas frente 

a variaciones en la calidad y cantidad de la dieta.

-  6 1  -
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9. COMENTARIO FINAL

9.1. El sistema enzimático descrito en las páginas preceden­

tes está formado por cuatro isoenzimas que catalizan una mis 

ma reacción, para dar como producto final el éster glucosa 

6-fosfato. Este metabolito tiene especial interés ya que es 

el punto de partida de varias vías metabólicas que permiten 

la utilización de la glucosa, en procesos de'gradativos y bio 

sintéticos ( Tabla VIII ).

TABLA VIII

Destino del glucosa 6-fosfato en el hígado"'

Destino inmediato Fracción
aproximada

Glicógeno 0,lG 
Glicólisis 0,25 
Pentosas 0,02 
Glucosa 0,55
Acidos uránicos

j m *

Weber ( 1959 ).

Numerosas investigaciones han demostrado que la sínte­

sis de glicógeno en el hígado es muy dependiente de la con­

centración de glucosa en un rango alrededor de la Km de la 

isoenzima D ( DiPietro, Sharma y Weinhouse, 1962; Ballard y



-  63 -

Oliver, 1964b, Figueroa y Pfeifer, 1964 ). También la degra­

dación de la glucosa hacia ácido láctico y CC^, en cortes de 

hígado, es dependiente de la glucosa en el medio en el mismo 

rango de concentraciones ( Niemeyer, González y Figueroa, 

1956; DiPietro, Sharma y Weinhouse, 1962 ). Sin embargo, en
V

condiciones fisiológicas del animal entero, aunque las con­

centraciones de glucosa en la sangre y, por lo tanto, en el 

agua de las células parenquimatosas, no varían entre límites 

tan amplios, lo hacen en un rango tal que la actividad enzi- 

mática es directamente proporcional a la concentración del 

sustrato.

Para especular sobre el posible significado fisiológico 

de la presencia de las isoenzimas de fosfotransferasas en el 

hígado, analizaremos brevemente algunas de sus característi­

cas, especialmente en relación con la función glicogenética 

del hígado. Con este objeto daremos como aceptado que la fos­

forilación de la glucosa hasta G-6-P constituye la etapa ini­

cial de la biosíntesis de glicógeno, aunque existan experi­

mentos que permiten poner en duda la validez de esta asevera­

ción ( Niemeyer, 1955, Niemeyer y Figueroa, 1956; Figueroa, 

Pfeifer y Niemeyer, 1962; Beloff-Chain, Catanzaro, Chain, 

Masi, Pocchiari y Rossi, 1955; Beloff-Chain, Bett:, Catanza­

ro, Chain, Longinotti, Masi y Pocchiari, 1964 )•

Las isoenzimas de baja Km cumplirían su función en aque­

llas condiciones en que no hay ingestión de hidratos de car-



-  6 4  -

bono, como sucede en el ajumo y cuando se suministran die­

tas experimentales aglucídicas ( Pérez, Clark-Turri, Raba- 

jille y Niemeyer, 1964 ). Se incluirían entre estas condi­

ciones a los animales que no absorben glucosa en su dieta 

habitual, como es el caso de los rumiantes ( Weller y Gray, 

1954 ). Es interesante anotar que en todas estas situaciones 

la isoenzima D está ausente o existe en pequeña proporción 

( Sección 5 ) y como existe una cantidad más o menos cons­

tante de glucosa circulante, las isoenzimas de Km baja es­

tarían siempre saturadas, esto es trabajando a velocidad 

máxima y constante. Como las actividades de las isoenzimas 

A, B y C aparentemente no experimentan cambios importantes 

en diversas condiciones fisiológicas, hay que imaginar que 

la única posibilidad de regulación de esas actividades con­

siste en variar la concentración de activadores o inhibido­

res. Es significativo a este respecto que las isoenzimas de 

Km baja, medidas como conjunto, son inhibidas por G-6-P en 

el rango de concentraciones en que este puede encontrarse 

en las células hepáticas ( Viñuela, Salas y Sois, 1963 ).

La isoenzima de Km alta cumpliría con algunos requisi­

tos muy favorables, desde un punto de vista fisiológico, pa­

ra la síntesis de glicógeno en las condiciones en que el a- 

nimal se alimenta con glucosa. En efecto, al elevarse la con­
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centración de glucosa en la sangre y en la célula hepática 

después de una alimentación rica en glucosa, aumentaría la 

velocidad de fosforilación del azúcar, favoreciendo así su 

utilización. La elevación del nivel celular de G-6-P que se 

observa en esta situación ( Steiner y Williams, 1954 ), al 

activar la glicógeno-sintetasa ( Leloir, Olavarría, Goldem- 

berg, y Carminatti, 1959 ) permitiría una mayor síntesis de 

glicógeno. Tiene sentido así el que se encuentre un alto ni­

vel de isoenzima D en el animal que recibe glucosa en forma 

intermitente. Los experimentos de Petrásek ( 1959 ) apoyan 

esta interpretación, pues ha podido demostrar un aumento 

considerable de la ATP i hexosa fosfotransferasa total en el 

hígado de ratas acostumbradas a recibir alimentación sólo 

dos veces a la semana. Es de interés señalar que si bien la 

isoenzima D puede ser inhibida in vitro por G-6-P ( González, 

C., comunicación personal ) este efecto sólo se observa con 

concentraciones muy altas del éster, que quedan por fuera 

de los rangos fisiológicos.

Si bien parece posible interpretar adecuadamente lo que 

ocurre en la rata en relación con sus hábitos alimentarios, 

no es tan fácil comprender la situación de otros animales 

como el cuy y el ratón, cuyo comportamiento desde el punto 

de vista de las transferasas analizamos anteriormente ( Sec­

ción ).
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Aquellos tejidos en los que no se ha encoatrado la iso-
-r -

enzima D y que tienen capacidad de sintetizar glicógeno, co­

mo el músculo cardíaco y esquelético, se caracterizan por 

una relativa estabilidad de su contenido de glicógeno. El 

tejido adiposo, en cambio, cuyo nivel de glicógeno varía 

grandemente con la dieta ( Jeanrenaud, 1961 ) tiene una can­

tidad no despreciable de isoenzima de Km alta ( Moore, Chand- 

ler y Tetternhorst, 1964 ).

Merece un comentario especial lo que sucede en los ma­

míferos en el período inmediatamente anterior al nacimiento, 

en el cual hay una acumulación de glicógeno ( Shelley, 1961; 

Dawkins, 1963 ), a pesar de que la isoenzima D no aparece 

sino algunos días después del nacimiento ( Walker, 1963; 

Ballard y Oliver, 1964a; 1964b ). En este período de la vi­

da habría que pensar que para establecer un balance adecua­

do entre enzimas responsables de la síntesis y la degradación 

del glicógeno, las isoenzimas de baja Km son suficientes.

Aunque no hay hechos experimentales que lo apoyen, po­

dría pensarse en otro significado de las cuatro isoenzimas, 

si se postula que en la célula hepática ellas están en com­

partimientos morfológicos o funcionales diferentes. El G-6-P 

formado tendría de esta manera una accesibilidad diferente 

para cada una de las enzimas que constituyen el punto de par-
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tida de las vías metabólicas que permiten su utilización.

9.2. La presencia de cuatro isoenzimas induce a plantearse 

la posibilidad de que estas formas pueden explicarse por 

combinación de monómeros y formación de híbridos, como se 

ha comprobado en el caso de la deshidrogenasa láctica ( Mar- 

kert, 1963; Chilson, Costello y Kaplan, 1965 ). Teóricamen­

te, las cuatro formas podrían resultar de la combinación al 

azar de tres monómeros, existiendo dos formas puras aaa y 

000 , y dos híbridos aa0 y a00 . El monómero 0 sería más ne­

gativo que a ( a pH neutro ) de modo que la estructura de 

las isoenzimas sería:

A B C D

aaa aa0 a00 000

Estas estructuras explicarían la conducta cromatográfi- 

ca que hemos descrito, así como la conducta eleetroforética 

( Katzen, Soderman y Nitowsky, 1965 )• No es posible, sin em­

bargo, dar una explicación para otras propiedades, que no va­

rían en forma progresiva de una a otra isoenzima en la serie 

así presentada. Es lo que ocurre con las Km para glucosa o 

para fructosa y la inhibición por exceso de glucosa. Otras 

propiedades no han sido estudiadas con suficiente detalle, 

como para realizar una comparación adecuada. Por otro lado,

(Mr
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las diferencias entre la isoenzima D y las otras isoenzimas 

no son de tal naturaleza, cualitativa o cuantitativa, como 

para hacer pensar que A, B y C sean isoenzimas producidas 

por la combinación al azar de dos cadenas polipeptídicas 

( Y y 0 ) que darían las formas yy , yo y oo , mientras 

la forma D estuviera constituida por una o varias cadenas 

completamente independientes de 1 y o . La distribución de 

las isoenzimas en los diferentes tejidos no puede explicar­

se por la combinación al azar de monómeros, sea que se a- 

dopte una u otra de las hipótesis que acabamos de formular.
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