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RESUMEN

En cl presente trabajo se han estudiado algunas propiedades

cinóticas de la piruvato quinasa hepática tipo L y tipo fi. Por consi­

guiente, se pueden considerar dos aspectos en esta investigación:

Piruvato guinasa hepática tipo L: la isoenzima L de higado de rata fue
purificada aproximadamenteentre 40 a 60 veces. Estudiando la variación
de la velocidad inicial de la reacción en función de la concentración de

PEP, se observó que a pH 7.5 la enzima tiene un marcado efecto cooperati

vo hemotrópico para dicho sustrato. En presencia de EDPlas curvas de eg

turación se transforman de sigmoides en hiperbólicas, aumentandomarcada

mente la afinidad de la enzima por ol PEP.

Por el contrario, el ATPregula la actividad de la isoenzima L

de higado en sentido epuesto comportándose comoun inhibidor alostérico.

A pH 7.5 y a niveles bajos de PEP la curva de inhibición por ATPes hiper

bólica, convirtiéndose en marcadamentesigmoide en presencia de concentra

ciones muy bajas de FDP (0.002 mm)o a niveles muy altos de PEP. El ATP a

su vez, también ejerce un marcado efecto heterotrópico negativo sobre la

curva ue saturación de esta enzima para el PEP.

Las propiedades reguladoras de la piruvato quinasa hepática ti­

po L son marcadamente modificadas por variaciones en el pu del medio de

incubación. A valores de pH inferiores a 7.0, la curva de saturación para
el PEPes hiperbólica, el FDPno tiene efecto activador y la cinética de

inhibición por ATPes eigmoide.

A valores de pH superiores a 7.0, el efecto cooperativo homotró

pico de la isoenzima L de hígado con respecto al PEP aumenta marcadamente

a medida que se incrementa el pH del medie de incubación. En estas condi­

ciones la cinética de inhibición de la enzima por ATPes de tipo Michaelig

no y el FDPtiene un marcado efecto activador.
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Estos cambios también se apreciaron cuando se los estudió en

el rango de pHintracelular hepático.

Los datos cinéticos obtenidos con la piruvato quinusu hepática

tipo L fueron interpretados de acuerdo al modelo propuesto por Honod, Hy­

many Changeux.Se discute la significación fisiológica de los resultados
encontrados.

Piruvato quinasa hepática tipo ñ: la ieoenzima h de hígado de rata fue pg

rifioada aproximadamentelO veces. Estudiando ol efecto de diferentes meta

bolitas sobre la actividad de esta enzima eo observó que la misma es marca

damenteinhibida por los siguientes aminoácidos: alanina, fenilalanina,

triptofano, tirosina, prolina y treonina. Este comportamientodifiere apra

ciablemente del de la piruvato quinasa de músculoesquelético, cuya actiïi

dad es específicamente inhibida por fenilalanina, fenómenoque depende del

pu del medio de incubación.

La cinética de inhibición por alanina y fenilalanina de la isoen­

zima Mde hígado fue estudiada con mayor detalle, demoetrándoee que estos

aminoácidos son inhibidores del tipo mixto con ÏOSpOCtOal PEP. Además, las

curvas de actividad enzimática en función de la concentración de alanina y

fenilalanina son hipcrbólieae. El efecto de estos dos aminoácidos es inde­

pendiente del pH del medio de incubación.

Se concluyó que.oata enzimatiene propiedades cinétieas distintas

a las de la piruvato quinaea de músculoesquelético. La significación fieig
lógica de los resultados obtenidos con la iaoenzima Mde hígado en eondicig

nes de gluconeogéneeis crónica también se discuten.

Confines comparativou ae estudió además las propiedades cinéti­

cas de las isoenzimas presentes en la corteza renal. A partir de extractos
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crudos de este tejido oe purifieó parcialmente dos formas de piruvato qui­

naaa a laa que ae denominóI y II. Esta última ee encuentra en menor pre­

porción y tiene caracteristicas reguladoras similaree a las de la ieoenzi­
ma L de hígado.

La forma II tiene propiedades cinéticas comunesa las de la ping

vato quinaea hepática tipo L y tipo H, ya que se observó que la mismatie­

ne efecto cooperativo homotrópico con respecto al PEP, pero su actividad no

es modificada por la presencia de ATPy FDP. También ee demostró que cambios

en el pH de incubación (6.8-7.5) no producen variaciones en la cooperativi­

dad de las curvas de saturación de esta enzima para el PEP. Además, la ala­

nina inhibe marcadamentela actividad de la forma II, pero este efecto no

es revertido por el EDP.

Se concluye que la forma II de piruvato quinaea de corteza renal

tiene propiedades similares a las descriptas en este trabajo para las iso­

enzimae L y H de hígado.
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I INTRODUCCION

Unade las caracteristicas mas importantes que poseen todos los

organismosvivientes es la capacidad de coordinar su actividad celular asg
gurando un balance adecuadoentre los procesos degradativos y biosintéti­

oos necesarios para su supervivencia (1,2).

En los últimos años se han efectuado numerosos progresos en el cg
nacimiento de los mecanismosde control metabólico. Distintos estudios han

permitido establecer que en las células existen circuitos muycomplejos cu­

ya función es la de regular la velocidad del flujo de intermediarios en las

diferentes vias metabólicas, asi comotambién la biosIntesis de macromoléq!las
En la actualidad es generalmente aceptado que la regulación del

metabolismo celular se efectúa por medio de dos mecanismos fundamentales

(4):

A) Control metabólico de la actividad enzimática

B) Control en el nivel de las enzimas (5)

Junto con estos mecanismos, la interconversión de enzimas en for
mas mas o menosactivas representa otro sistema de regulación metabólica.

El mismoha sido muyestudiado en las enzimas que participan en la sintesis

y degradación del glucógeno y en la ¿lutamina sintetasa (6).

En los mamíferos, en los cuales la complejidad celular es mayor,

la coordinación de estos mecanismosentre los distintos tejidos es asegura
da por el sistema nervioso y hormonal (7).

En un sistema metabólico compuesto de vías sintéticas y degrada­

tivas relacionadas entre sI, la regulación de ciertas enzimasestratégicas
es critica para el mantenimiento de un balance adecuado entre estos proce­

BOB.



Las primeras obscrvaeionos sobre la existencia de sitios de con­

trol en el metabolismo fue provista por Dische, quien demostró el efecto

inhibidor del 3-PGAen la fosforilaeión de la glucosa (8).

La regulación del flujo de intermediarios en las vías metabóli­

cas biosintóticas por el producto final de las mismas, fue inicialmente

propuesto por Loviek y Sailard (9). Posteriormente, los trabajos de Umbag
¿er (lo) y Yates y Pardoe (ll) estudiando la biosíntesis do la isoleueina

y de las pirimidinas respectivamente, demostraron que este mecanismode

control se efectúa por inhibición de la primera enzima de la secuencia me
tabóliea. El mismopuede ser esquematizado de la siguiente manera:

AIBHHHHFJ
En la actualidad, ol número de enzimas cuya actividad se regula

de esta forma es considerable (12,13).

La comprensión de los mecanismos de control se hace mas difícil
a medida que aumenta la complejidad de las secuencias metabólicas, ya sea

porque una vía da lugar a la formación de dos productos finales; porque

presenta ramificaciones o un producto comúna muchas de ellas, o bien cuan

do dos procesos epuestos (catabólico y anabólico) utilizan en comúnenzimas

que catalizan reacciones reversibles.

El control de una vía metabólica que da lugar a la formación de

dos productos finales se efectúa por:

l) Inhibición concertada, en la cual es necesario que los dos productos fi



nales estén presentes para que ésta se produzca.

2) Inhibición ooonorativa o sinergística, en la cual la presencia de los

dos inhibidores produce un efecto mayor que la suma de los efeotos ais
lados.

3} Inhibición acumulativa. En este caso la presencia de los dos inhibidores

produce un efecto igual a la sumade los efectos aislados.

A áB >C —>

En algunos casos, la primera reacción de estos caminos metabóli­

cos es catalizada po: isoenzimas cuya sensibilidad a la inhibición por los



productos finales cs distinta (14). En general, estos mecanismosde con­

trol han sido estudiados en las vías que sintetizan aminoácidos.

Los ejemplos presentados han sido demostrados con la asparto­

quinasa (l5), glutamina fosforibosilpirofosfato amidotransforasa (16) y
la glutamina sintetasa (17) respectiVamonte.

Cuandovarias vías metabólicas catan Conectadas por un inter­

mediario común, el flujo del miamoun los diferentes caminos dependerá

de su disponibilidad, la cual su encuentra bajo un estricto control. Un

ejemplo típico de ¿sto es la posición del G-6-P en el metabolismo de los
hidratos do carbono.

SINTES/S DEL
GLUCOGENO

\J CICLODE
LA S PEN TOSAS

GLUCOL/S/S<—— G-6-P

La activación de la última enzima de una secuencia metabólica

por el precursor de la mismaes otro mecanismode regulación importante.

La mismarepresenta una forma de control positivo de sentido Opuosto a la

retroinhi'bición (18,19).

La característica principal de este tipo de control es que la

activación ocurre en una etapa en la cual el nivel de sustrato intermedig
rio es limitante para la reacción. La activación de la glucó¿eno einteta­

sa por el G-ó-P descubierta on músculo y en hígado por Leloir y col.(20,21)

y el efecto activador del citrato en la acetilcoa carboxilasa demostrado

por Lowonstein (22) con ejemplos típicos de este fenómeno.



Glueoneoñdnesie x giuoqiigig.

La cluconeogénesie es un proceso metabólico de gran importancia

fisiológica mediante el cuai ee forma glucosa a partir de otros precurso­

ree tales comoaminoácidos, lactato, fumarito, :uccinuto y proLionato. En

loe mamíferosocurre en el tcjico hepático y e“ la corteza renal y consti
tuye uno de los mecanismos que uSJdGTüun aporte conutanto de glucosa al

sistema nervioso central (23,24}. 3': otra parte, eu los tejidos menciona
dos, la glucólisis es un proceso metabólico importante bajo cl punto de

vinta energético y anabólico, íntimamente vinculauc al resto del mctabolig
mo celular (25). h

La ¿lucólisis y ¿luconuoaénesis constituyen dos procesos metabó­

liooe opuestos en los cuales ¿a reguiición del flujo de intermediarios en

la secuencia de reacciones es más complejo que en las vías metabólicas sig

plea comose mencionó anteriormente. Ambosse caracterizan por tener enzi­

maspropina e cada uno de ellos que oataliaan reacciones fisiológicamente

unidireccionalea y por utilizar en comúnenzimasque catalizan reacciones
reversiblee.

Dadolu íntima relación que existe en el higado y en la corteza

renal entre ambosprocesos (glucólisis y gluconcogénesis), el estudio del
control de lao enzimas que particiyan un los mismosdebe ser considerada

en conjunto (26).

La secuencia de reacciones que conducen a la síntesis y degraig
ción de la glucosa se muestra en la fi¿.l.

El carácter unidireccional de las ruacciones propias de cada uno

de estos prooeeoe "in vivo" está asegurado por el hecho de ser altamente

exer66nioee ou una sola dirección. En la glucólisis, lu fosforilación de
la glucosa y del rhó-P constituyen reacciones prácticamente irreversibles
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Pro/¡na GDP+COZ 1 ADp
Val/no GTÜTreonina PEP
Hisz‘idina ATP

OAA ADP+P/'

Alan/na KTP’LCOZ
Serína \ Piru vato (____> LactatoCisteína 7

Fig. l. Vías de la glucóllsis y gluconoogéncsis cn ol hígado y en la
corteza renal.



en condiciones fisiolóbicas (27).

Por el contrario, en le gluconeogénesie, las barreras termodi­

námicas mencionadas son sorteadas mediante reacciones fuertemente exergó

nicas de sentido opuesto comola hidrólisis del F-6-P y el G-6-P.

La presencia de este tipo de reacciones involucra necesariamen­

te la existencia de un estricto control de las mismas, ya que en ausencia

de éste ocurriría su acoplamiento dando lugar a la formación de corto cig
cuitos metabólicos que producirían un gasto continuo de la energia celular

(28).

Las evidencias experimentales presentes han demostrado que estos

corto circuitos son controlados y el sentido final del flujo de intermedia
rios en estas vías esta asegurado por la regulación de la actividad de las

enzimas que catalizan reacciones unidireccionalee de sentido opuesto.

Identificación de los sitios de control de la glucólisis I Eluconeogénecis.

El estudio de la identificación de los sitios de control en am­

bos procesos ha sido efectuado por diferentes criterios (26).

La aproximación mas directa para reconocer las etapas de control

de la glucólisis y gluconeogénesis ha sido basado en la comparación de la

actividad catalitica máximade las enzimasque participan en estos proce­

sos en condiciones experimentales cercanas a las óptimas.

Krebs (23,29) señaló que por lo general las enzimas quo constiq¿
yen puntos de control metabólico, tienen menoractividad catalítica que

aquellas sin función reguladora.

Sin embargo, este métodotiene ciertas restricciones, ya que por
lo general las determinaciones de actividad se efectúan a concentraciones

saturantes de sustrato, condiciones en las cuales no se puede observar el
efecto de metabolitos activadores e inhibidores (29,32).
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En la Taola l su han expuesto resultados obtenidos con las en

zimas alucolIticas y ¿ltcoueogéuicac de hígado y corteza renal de rata,
recopilauoo por Scrutton y Utter (3d) y algunos calculados a partir de

datos pubiicadoe por deber y col.(30). Depuede apreciar que la hoxoqui

naaa, glucoquiuaca, P.K, piruvato carboxilasa, BHP-carboxiqqinaca, frug
toos-1,6-difosfatasa y ¿Lucena-ó-fosfatasa tienen menoractividad cata­
lítica que aquellas enzimasque cutaiizan rusosiono: reversiblos en con­
diciones fisiológicas.

Las rcüCciones catalizadas por la piruvato carboxiiasa, PSE­

oarboxiquinasa, fructosa—l,6-difosfatasa y glucosa-ó-fosfatasa son sitios

importantes de contro; en la gluooneogcnesis. Estas enzimas estan preueg
tes únicamente en el hígado y en la corteza renal (33).

otro de los criterios empieadospara identificar las enzimas

que catalizan reacciones unidireccionales, es establecer la velocidad de

cada reacción en ambossentidos, catabólico y sintético (34). Para calcg
lar ésto, es necesario conocer:

a) Velocidad máximay la Kmaparente para cada sustrato en los
dos sentidos de la reacción.

b) La concentración de los sustratos en el estado estacionario.

En las enzimasque catalizan reacciones reversibles, las velo­
cidades en uno u otro sentido no difieren muchoy el sentido neto de la

reacción dependerá de la concentración de sustrato (34,35).

Por el contrario, en las enzimasque cataliáan reacciones uni­

direccionales, la velocidad de formación de producto en ambossentidos'es

marcadamente divorente (3 ordenes de magnitud). Este método ha sido muy

útil para determinar que en los tejidos glucolíticos la hexoquinasa, la
PFKy la piruvato quinasa cataliaan en condiciones fisiologicas, reacoig
nos unidirecoionales (36-41). En la Tabla 2 se exponen datos obtenidos
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:L'AUILA'L

Actividad cataií';gg má¿}maggwglggfiasgguimas qup participan en 19 glucó­

lini' ï gluconcoflénesis gn el hígado 1 on la corteza renal de rata

Los datos oxpucutos han sido extraídos dc Lu recopilación brec­

tuada por Ecrutton J Uttur (32) y calculados a partir de los publicados

por Heber J col.(30).

Enzimasg fiígado Rinón

floxoquinasa 0.7 7-9

Glucoquinasa 4-3 ­

Ulucoaa-G-icomoruua 13) —

PbK 3.3 5-7

Aldolasa lO lO

Triosa¿ocfuto isomerasa 560 ­

Uliceraldehido-J-fosfato 170 200
dehidrogenasa

Fosfoglicorato quiuasu 190 lYU

Enoluaa 17 53

Piruvuto quinusa 50 50

Lactato dehidrugenusa 230 170

Piruvuto curbuxilusa 6.7 5.6

PEP-carboxiquinasa 6.7 6.7

Fructosa-l,6-difosfatuuu 15 17
Elucuca-Ó-Iosrutasa 17 13

É La actividad enzimática ha nido expresada on u moles de producto Iog
mado por minuto por gramo de poso húmedo a 31°C.



TABLA II

Velocidad de formación de producto en ambos sentidos de la reacción

de alfiunas enzimas ñlucolíticas on células dc tumor aucItico

Enzimas Glucosa a PiruvatoPiruvatc- Glucosaí

' I r —4uexoqulnasa. ¿7 10

Hexosa Isomerasa. 180 150

_ -2
PEK 27 lO

Gliceraldehido-3 140 82
-fosfuto dohidro
uenaca.

Fosfogliceruto 55 1.2
quinusa.

Pocfoglicerato 61 3.4
mutasa.

Enolaca. 440 390

._ . . -3Plruvato qulnusa. D4 lO

lp Loa datos han sido expresados on um moles de producto formado E
segundo-1, y fueron obtenidos de Moss y Brand (34).
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con células de tumor ascit;co (34). Noobstante, la aplicación de este

criterio en el hígado y en la corteza renal es limitada, debido a la

existencia de dos procesos metabólicos opuestos (26). Sin embargo, ac­

tualmente se asumeque en los tejidos gluooneogénicos, las enaimas glu­
cóliticas mencionadascataiizan reacciones unidireocionales.

Otra de las propiedades presentes en las enzimas reguladoras

os que su comportamientocinético se aparta del que predice la ley clá­

nica de Michaelis-Henten. Por lo tanto, la identificación "¿g_xijrg" de
enzimascuya cinética es de naturaleza alostérica indica, en general,
que esta: proteinas constituyen sitios de control en el metabolismooe­

Enzimasreguladoras de la glucólisis.

a) gpxoguinasa.

La hexoquinasa cataliza la siguiente reacción:

Mg”
ATP + glucosa -—-————)G-6-P + ADP

Crane y Sols demostraron que la hexoquinaea de tejidos de mami

foro es inhibida por el G-6-P (42). Este metabolito es un inhibidor alos
térico de esta enzima (43) y su efecto es revertido específicamente por

el Pi, el cual actua aumentando la Ki para el G-ó-P (44,45). El ATPtam­

bién modifica el valor de esta constante pero en sentido opuesto (45,46)

y por lo tanto ambosmetabolitos (Pi y ATP)podrian tener funciones reg!

laderas modulandoel efecto del G-6-P sobre la actividad de la hexoquina
sa. El glicerofosfato también revierte la inhibición por G-6-P (45). Por

el contrario, el AMPy ADPson inhibidores de esta enzima (47).

La inhibición por 3-PGAy 1,2-PGAde la fosforilación de la gl!
cosa descripta por Dieche (8) no ha sido estudiada en detalle en la acti­



vidad do la hczoquinaua.

En ol higado de rata existen cuatro inoenzimae de hexoquinaea

(46). El tipo I y III son específicamente inhibidae por el G-6-P (49).

Unade éstas, llamada glucoquinasa, se caracteriza por tener un valor de

Kmalto para la glucosa (50,51) y no ae inhibe por G-ó-P (52). El nivel

de esta enzima depende del estado hormonal y nutricional, ya que la ad­

ministración de insulina o de glucosa produce un marcado aumento del

mismo (53, 54).

La importancia en los mamíferos de la heroquinasa comositio

de control de la giucólisis, ha oido demostrado por experimentos de re­

constitución con sistemas enzimáticoe por Uyeday dacker (55).

Se cree que la actividad de la glucoquinasa es un factor impog
tante en la regulación de la glucemia (56).

b) Foefofructoguinasa.

Esta enzima ‘atuliza la si¿uiente reacción:

M8+4­

A‘l‘P + ¡1‘--6-lJ———) FDP + ADP

Distintos estudios efectuados con la PFKobtenida de diferentes

fuentes, han demostrado que es una proteína cuya actividad es modificada

por distintos metabolitos (56,64). La enzima tiene efecto cooperativo ho­
motrópioo para el F-6-P y es marcadamenteinhibida por el citrato y el

ATP. Por el contrario, el Pi, F-6-P, FDP, AEPy el 3'5'AMPcíclico, re­

vierten la inhibición por ATPy citrato. El N114+y el K+únicamente tig
nen efecto activador en anuencia de estos metabolitos.

La cinética de interacción de la PBXcon los eustratoe,activa­
dores e inhibidores es muycompleja y se ha postulado que la misma tiene



de siete a doce sitios para sus efectores (63). La existencia de un si­

tio catalítico y regulador par< el ATPen la PFKha sido demostrada por

el hecho de que el GTPy el ITP que pueden ser sustratos de la reacción

no son inhibidores de esta enzima (61.65).

La inhibición de la PbKpor el ATPse produce por un aumento

en el valor de la Kmpara el bLG-f. Debido a que el efecto del Pi, AEP

y 3'5'AMP cíclico es aumentar el valor de la hi para el ATPse puede

concluir que la reversión de la inhibición por este metabolito ocurre

por cambios en la afinidad con que se une al sitio regulador de la ens;

ma. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, comopor ejemplo cuando el ni

vel de ATPno es suficiente para inhibir a la PFK, los metabolitos men­

cionados actúan únicamente Comoactivadores. Por lo tanto, la reversión

o la activación dependerá del grado de unión del ATPcon el sitio rogulg
dor y de las variaciones en la concentración intracelular del mismo.

Los cambios en el nivel de F-6-P también modifican la acción

de los inhibidores y activadores sobre la PER.Así, a una concentración

alta de este sustrato, ninguno de los metabolitos mencionadostienen efes
to en la actividad de esta enzima.

Recientemente Salas y col.(66), y Lorenzon y Eansour (67) han

desensibilizado esta enzima al ATPy otros efectoros. Es interesante tag
bién señalar que distintos estudios han demostrado que la PFKexiste en

dos formas interconvertibles (68-71). El nivel de esta enzima en la celu
la hepática aumentamarcadamentedespués de la administración de insuli­

na (72).

c) Piruvatc guinaua.

Por ser el tema de estudio de esta tesis, nos referiremos a ella

en forma detallada, mas adelante.
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Enzimasreguladoras do la ¿iuconcoxénesia. -Intesis del PEPa partir de

giruvato.

a) Glucosa-ó-fosfatasa:

Esta enzima se encuentra locaiiaada en los micruuomas. Estudios

efectuados por irion y Aordlie (73) y ¿tetten y Taft (74) han demostrado

que la glucosa-ó-foufatasa cataliza tres reacciones diferentes:

l. PPi + H2O..__—_) 2 Pi Pirox'osi’ataua

2. PPi + ¿glucosa——fiG-6—P + Pi Fosfotransi‘erasa

3. G-ó-P + EGO___.__>¿;lucosa. + Pi Hidrolaaa

El ATPy el Pi inhiben la actividad de hidrolasa (75,76). Este
último metabolito es un inhibidor competitivo con respecto a la hidróli­

sis del G-ó-P. La actividad de fosfotransferaea es inhibida por el COH­

(77). Debidoa que la hidrólisis del G-6-P es la última etapa de la glu­

coneogénesis, esta enzima ocupa un sitio importante en la regulación me­
tabólica ya que su actividad permite mantener en esas condiciones un ni­

vel adecuado de glucosa en la sangre.

En la actualidad se conoce muypoco sobre lou mecanismos de

control de la glucosa-ó-ïcsfatasa. Sin embargo, aunque no existen prue­
bas directas algunas evidencias sugieren que la inhibición de esta enzi­

mapor el Pi actuaría canalizando el G-6-P hacia la formación de glucó­

¿eno o

El nivel de esta enzima en los mamíferos está bajo control ho;
monaly dietético (30). El sentido fisiológico del carácter multifuncio­
nal de la glucosa-G-fosfatasa no se conoce.
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b) Fructosa-l,6-difosfatasa:

Esta enzimacataliza la siguiente reacción:
++

1bg

Los estudios efectuados con la Iructosa-l,6-difosfatasa de di­
ferente origen han demostrado que el AEPes un inhibidor alostérico de

esta enzima (78,79). La cinética de inhibición por este metabolito no es

competitiva con respecto al FDPsugiriendo que el AMPse une al sitio r2

gulador de la enzima modificando su actividad catalitioa (79,80). En efes
to, el tratamiento de la mismacon papaIna elimina la inhibición por AMP

sin alterar la actividad enzimática. Concentraciones muyaltas de FDPtag
bién tienen efecto inhibidor (78,81-83).

La inhibición de la fructosa-l,6-difosfatasa, y la activación

de la PFKpor AMPes de gran importancia, pues provee de un estricto sig

tema de control recíproco entre ambas enzimas.

Estudiando los niveles de metabolitos con homogenatosde higa­

do Krebs (84) demostró que en ausencia de lactato el agregado de AMPprg

ducía una acumulación de FDP.Este resultado es consistente con la inter
pretaoión de que en ausencia de lactato, el AMPinhibe a la fructosa-l,6­

difosfatasa. En presencia de lactato o de otros precursores gluconeogéni
cos esta inhibición se revierte. En efecto, por oxidación de lactato a

piruvato el HADHdisponible aumenta, peruútiendo reducir el DHAPen d-¿li

cerofosfato, lo cual desplazaria el equilibrio entre el FDPy las triosas
fosfato hacia la formación de estas últimas. De esta forma el efecto inhi­

bidor del FDPsobre la fructosa-l,6-di3fofatasa disminuiría apreciablemen­
te.

Por otra parte, la oxidación del lactato por via del ciclo de
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Krebs (acoplado a la fosforilación oxidativa) aumentaría la conversión

del AMPen ATP, disminuyendo el efecto inhibidor del primero sobre la

fruotosa-l,6-difosfatasa y permitiendo canalizar el flujo de metaboli­
tos en el sentido gluconeogónico. Estos efectos quedan aun por verifi­
cerse "in vivo".

En la actualidad existen evidencias que indican que la fruc­

tosa-l,6-difosfatasa puedeexistir en dos estados intorconvertibles en
tre sI. La conversión de las distintas formas de esta enzima no involg
ora cambios de asociación o disociación de sus subunidades. El paso de

inactiva a activa es dependiente de la temperatura y del pH del medio

de incubación y se inhibe por EDP(85). La significación fisiológica de
este fenómeno no se conoce.

La conversión del piruvato en PEPen el higado y en la corte­

za renal puede ocurrir hasta el presente por tres caminos metabólicos

distintos que se exponenen la Fig.2.

Distintas evidencias indican que en los mamíferos los mecanig
mosI y III tienen poca importancia fisiológica en la gluconeogénesis

(86-89).

l) La actividad de la piruvato quinaaa en el sentido de la formación de

PEP es muybaja, como se señaló anteriormente.

2) El valor de la Kmde la piruvato quinasa y de la enzima málioa para el

piruvato y CO3H:respectivamente es superior a la concentración fisio­
lógica de estos metabolitos en los tejidos mencionados(86-89).

Por el contrario, el rol fisiológico del mecanismoII está apo­
yado por la presencia de la piruvato oarboxilasa y PEP-carboxiquinasa en

el hígado y en la corteza renal. El valor de la Kmpara los sustratos de
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VIP/.ruvatO+ATP g P/ruvaz‘o Ouinasa 7x ADp+pEp

GDP+CO
2 PEP

Carbox/qu/naáa

GTP

JIPI'ru voto +ATP+002 ¿PVP/V0’0 ¿“box/“5,4 DP+P/"+ OAA

NA DH
Mala fo

deh/drogenasa

NAD

MPI'ruvato+C02+NADPH {EZ/ma Ma’ÍCÜ > NADP+MaIato

Fic. 2. Mecanismosposibles para la síntesis de PEP.
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estas enzimas está por debajo de la concentración fisiológica de los mis;

mosen estos tejidos (86-89). La importancia de la piruvato carboxilasa

comoenzima potencialmente gluccneogénica está apoyada directamente por

el hecho de que los tejidos que no tienen esta función carecen de la mig
ma.

El mecanismo II requiere dos equivalentes de ATP (ATP + GTP)

para la sintesis de PEP, mientras que el mecanismoI requiere uno solo.

De acuerdo a ésto el mecanismoI es altamente endergónico en el sentido

de la gluconeo¿énesis y constituye una barrera energética. El mecanismo

II es exergónico y por lo tanto no presenta ningún obstáculo energético.

c) Piruvato oarboxilasa:

En el hígado y en la corteza renal la piruvato carboxilasa se
encuentra localizada en la mitocondria y cataliza la siguiente reacción:

ATP + CO2 + Enzima-#ADP + Pi + Enzima-002

Enzima-CO2 + piruvato -——-——q>Enzima + OAA

++

ATP + co:2 + piruvato L 01m + ADP + Pi

La enzima tiene un requerimiento absoluto de Acetil-CoA para

que la primera etapa de la reacción ocurra (89,90). Este metabolito es
un activador alostórico de la mismay su efecto depende marcadamente del

pH del medio de incubación (90,91). Utter y ool.(89) y Krebs (29) han se

ñalado que la activación de la piruvato carboxilasa por el Acetil-COAes
un mecanismode control muyimportante en la síntesis de OAAa partir de

piruvato. En efecto, el OAAes un intermediario necesario para la oxida­

ción del Acetil-CoA en el ciclo de Krebs. Por otra parte, la conversión

de piruvato en OAAes el mecanismoprincipal de la síntesis de intermedia
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rios del ciclo tricarboxílico y constituye un sitio de control para la

formación de sustratos a partir de dichos intermediarios, comopor ejem

plc el PEP.

El AMPes un inhibidor competitivo de esta enz'ma con respecto

al ¿”P (88). Aunqueel sentido fisiológico de esta inhibición no se cong

ce, algunas evidencias indicarian que cambios en la relación ASP/ATPen

la mitocondria uodificarían la actividad de la piruvato carboxilaca. El

nivel de esta enzima se encuenLra bajo Control hormonal y nutricional.(92,

93)­

d) EEP-carboziguinasa:

Esta enzimacatalina la siguiente reacción:
++

¿'43

0M + 0'11.”fi li'm 1- CDP + CU2

El nivel de esta enzima fluctúa marcadamenteen distintas con­

diciones hormonalesy nutricionales (89,94,95). Hasta el presente no se
conoce ningún tipo de control de su actividad por metabolitos.

La distribución intracelular de esta enzimavaría se¿ n la es­

p cie (26). En el hígado y en la corteza renal de rata está localizada en

ei citoplasma de las células (96,97), mientras que en el higado de paloma

es intramitocondrial (98). En otros caecs esta enzima puede estar en ambas

fracciones celulares (96}.

Debidoa la dietinta distribución intracelular de la piruvato

carboxilaca y la PEP-carboxiquinasa en el higado de rata, y a que la mi­

tocondria es impermeable al CAA,hardy y col.(99) y fiayncs (100) han pro­

puesto la existencia en este tejido de un mecanismopor el cual el CAAse

transfiere al citoplasma pirmitiendo el acoplamiento de las reacciones que
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catalizan las enzimas mencionadas. Este hecho permite a la célula tenor

otros sitios suceptibles de control metabólico (99).

En las especies en las cuales la piruvato carbozilasa y la PEP­

carboxiquinasa se encuentran en la mitocondria, se cree que el PEPsinte­

tizado por estas enzimas atraviesa libremente la membrana(101). Sin em­

bargo, nc se puede descartar que exista un sistema específico de transpog
te para este metabolito (102).

Regulación de la glugglisis y gluconeogónesis.

Atkinson señaló que la regulación de las etapas unidireccionales

de la ¿lucólisis y gluconeogénesis mediante la clausura total de una u

otra vía metabólica, según la dirección del flujo de intermediarios en las

mismas, representaría un sistema de control muyeficaz que evitaría el acg
plamiento entre las reacciones de distinto sentido con gasto do la energia
celular (28).

Sin embargo, existen evidencias que indican que la supresión de

la actividad de una via metabólica cuando funciona la opuesta no cs total,

y el flujo neto de intermediarios en uno u otro sentido parece estar regu­

lado por los cambios reciprOCOsen la actividad de las enzimas que catali­

zan reacciones opuestas. De esta forma las vI:s metabólicas tendrían un

cierto funcionamiento basal (26).

Cambiosreciprocos en la actividad de la PFKy la fructosa-l,6­
difosfatasa pueden modificar a este nivel el flujo de intermediarios en uno

u otro sentido del metabolismo (Fic.l). El hecho de que la Phk sea regula­

da por varios inhibidores (ATPy citrato) y activadoree (AMPy Pi), le da

mayorcapacidad de control que a la fructosa-l,6-difosfatasa, la cual es

solamente inhibida por AMP.De este modo, el gasto de energia por el fun­

cionamiento basal de estos corto circuitos metabólicos está compensadopor
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una mayorflexibilidad en la regulación de la actividad enzimática (26).

Cuandose compara la relación entre la actividad máximade las

enzimasque catalizan las reacciones unidireccionales de la glucólieis y

gluconeogénesis (calculados a partir de la recopilación de Scrutton y

Utter (32) o de loa expuestos por deber y col. (103)) se puede ver que la

actividad de las enzimas que catalizan las doe últimas etapas de la glucg
neogéneeis predomina sobre la de las enzimas glucolíticas:

glucosa-ó-fosfatasa n 3.o (32), 5.o (103)
hexoquinasa + glucoquinasa

fructosa-l,6-difosfatasa
PFK

= 4.55 (32), 4.o (103)

PEP-carboxi uinaca + Piruvato carboxilasa
q 0.27 (32), 0.04 (103)

Piruvato quinasa

Por el contrario, la relación entre la sumade la actividad de

la PEP-carboxiquinasa y la piruvato carboxilasa con la piruvato quinaca

es muypequeña, indicando que la actividad de esta última enzima es mucho

mayor que la de las otras dos.

Comoconsecuencia de que la relación entre estas enzimas es tan

desfavorable en el sentido de la gluconeogénecis, todo el PEPformado por

la via señalada anteriormente (Fiu.2) será nuevamenteconvertido en piru­

vato dando lugar a un corto circuito metabólico continuo con el gasto de

un equivalente de ATP (GTP).

El control de la glucólisis a nivel de la piruvato quinasa en

el hígado y en la corteza renal es un sitio estratégico de regulación, ya

que cambios reciprocos de la actividad de esta enzima y de las que parti­
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cipan en la síntesis de PEPdeterminarán la dirección del flujo de este

metabolito en el sentido de la glucólieie o de la gluconcogónoeifl.

Piruvato guinasa

Esta enzimacataliza la siguiente reacción:

' .'.+ha
PEP+ _+_—) Piruvato+ ATP

K

De acuerdo a lo que se mencionó anteriormente, nuestro interés

ee dirigió al estudio de las propiedades cinóticas de la piruvato quina­
sa hepática. TrabaJoe efectuados en distintos laboratorios han demostra­

do que en el hígado de rata existen dos isoenzimae denominadas tipo L y

tipo 1.1(104-106).

Ambasformas de piruvato quinasa han sido caracterizadas en ha
se a sus propiedades inmunológicas y a su movilidad electroforótica. Los

anticuerpos específicos preparados con la enzima de músculo esquelético

neutralizan únicamente a la isoenzima M(107).

La separación de ambas formas de piruvato quinasa hepática puede

ser efectuada mediante diferentes procedimientos tales comoelectroforesis

en distintos sistemas, precipitación fraccionada con sulfato de amonioy

cromatografía en DEAE-oelulosay CH-celulosa. Además, estudios efectuados

en nuestro laboratorio han permitido desarrollar un nuevo métodode purifii
cación de la iaoonaima L en columnas de CH-celulosa basado en la olución

selectiva de la mismapor sus efectoree aloetóricou (108).

La piruvato quinasa tipo L representa un 66-70fl de la actividad

total y se la considera típica del hígado. Por el contrario, la isoenzima

H parece eetar presente en todos los tejidos, y su nivel en dicho órgano



es constante. La relación entre la concentración de la forma L y la forma

Men condiciones normales es aproximadamente 3.0 (107).

Sin embargo, debido a que el nivel de la piruvato quinasa hepá­

tica varía en diferentes condiciones dietétioas y hormonales (72,108-112)
a expensas de cambios en la concentración de la isoenzima L el valor de la

relación de actividad entre mnbasformas (L/M) no ea constante (107).

AsI por ejemplo, durante el ayuno prolongado, la alimentación

hiperproteica (dietas ricas cn caseIna) y en la diabetes, el nivel de la

isoenzima L disminuye apreciablemente y la relación L/Mes cercana o menor

que la unidad. De esta forma el 50-60%de la actividad total de piruvato

quinasa hepática está representada por la isoenzima M(107).

Por el contrario, la alimentación con carbohidratos o la admi­
nistración de insulina aumentanapreciablemente el nivel de la piruvato

quinass hepática tipo L.

El hecho de que la concentración intracelular de esta enzima sea

modificada en forma muymarcada por distintos factores sugiere que la mis­

ma es una proteina reguladora, cuya actividad posiblemente también sea con

trolada por metabolitos activadores e inhibidores (lUY).

Algunas de las propiedades cinéticau de la isoenzima L encontra­

das independientemente en nuestro laboratorio y en otros, antes de la ini­

ciación del estudio que comprendeesta tesis, serán comentadas en la si­

guiente sección.
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Finalidad de la presento investigación

Teniendo cn cuenta quo en el hígado la regulación de la acti­

vidad de la piruvato quinasa tipo L y tipo Mrepresenta un importante

sitio de control metabólico, el interes de la presente investigación fue
estudiar las propiedades cinéticas de estas isoenzimas.

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio y simultá­

neamente en otros (106,113-115), demostraron que la isoonzima L tiene

propiedades distintas a las de lo piruvato quinasa de músculoesqueléti­
008

l) La curva de velocidad inicial de la reacción en función de la concen­

tración de PEPes eiamoido, indicando que la enzima tiene un marcado

efecto cooperativo homotrópioc para dicho sustrato (106,113-115).

2) En presencia de FDPla enzima se activa marcadamente y la curva de se

turación para el PEPse transforma en una hipórbola. En estas condicig

nea, la cinética con respecto a este sustrato es Hichaeliana y la afi­
nidad de la enzima por el mismoaumenta apreciablcmentc (113-117).

3) Tanaka y col.(ll4) encontraron que el ATPinhibe a la isoenzima L de

higado, pero las caracteristicas cinéticas de este fenómenono fueron
estudiadas detalladamente.

De acuerdo a estos resultados la regulación de la piruvato qui­
nasa hepática tipo L se efectuaría por cambios en el efecto cooperativo
homotrdpicopara cl PEPen presencia de ofoctores alostéricos negativos o

positivos. Sin embargo, un aspecto do la regulación metabólica de considg

rable interés, tal comola influencia del pHon el comportamientocinéti­



co de esta enzima no había sido aún estudiado.

Trabajos efectuados en distintos laboratorios con enzimas alos­

terioas de diferente origen han demostrado que el pH es un factor de gran

importancia en la modulación de su actividad, comotambién en la respuesta
a los efectores alostéricos.

Asi por ejemplo, Trivedi y Danferth (118) encontraron que la PFK

presenta cambios notables de actividad cemorespuesta a pequenas variacig
nes en el pH del medio de incubación. Por otra parte, Uerhart y Pardee

(119) estudiando las propiedades de la aspártico transcarbamilasa demostra
ron que las mismas se modificaban drásticamente a diferentes valores de pH.

Resulta relevante también mencionar que en estudios preliminares

efectuados en nuestro laboratorio con la isoenzima L de higado de ratón

(115) se demostró que la activación de esta enzima por el FDPdependía mag

cadamente del pH del medio de incubación.

Por consiguiente, resultó de ¿ran interés estudiar detalladamen­
te la influencia del pH sobre el comportamientocinético de la piruvato

quinasa hepática tipo L.

Comose mencionó anteriormente, en condiciones normales la rela­

ción de actividad entre las isoenzimas L y Mes aproximadamente 3.0. Sin

embargo, durante la bluconoogénesis extrema esta relación es menor que 1.0

indicando que la mayorparte de lu actividad de piruvato quinasa hepática

esta representada por la isoenzima M, de manera tal que el control metabó­

lico de la mismaes de primordial importancia.

Con el fin de disponer de un panorama completo sobre el control

de la actividad de la piruvato quinasa hepática, resultó también de inte­
rés estudiar las propiedades cinóticas de la isoenzima M.



En la corteza renal, el otro tejido gluconeogónico de los mamí­

feros, también no ha demostrado (mediante procedimientos electrofóréticos)

la presencia de isoenzimas de piruvato quinasa (104-107,l20). Sin embargo,

las propiedades cinéticas de las mihmasno han sido aun estudiadas. Además,

algunos resultados previos obtenidos con extractos crudos no son coincideg

tes respecto a la activación por FDP(105,107).

Por lo tanto, nuestro objetivo también incluyó el estudio de las

propiedades cinéticas de las isoonzimas de corteza renal, con el fin de
aclarar las contradicciones mencionadasy comprobar si las mismastienen

características similares a las de la piruvato quinasa hepática tipo L y

tipo M.
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Meactivos.

El ATP, UPP, UTP, b' AMP, 3'9' AHP cíclico, 5' UHP, UUCr, DHAP,

2-PGA(ual do bario), 3-PGA(ual de bario), U-6-P, FUP, P-croatina, carpa

mil-P, KADH,Tris (baso libro), EDTA,L,lic;i.lh;licina (baso libro) y amino­

ácidos so obtuvieron de Sigma Chemical Company(EE.UU.).

El ADPy PEP fueron obtenidos de Boehringer y Soehne (Alemania).

El ditiotreitol, HES, TESy HEPESse recibieron do Calbiochem

(EE.UU.). El hidróxido de THAlo fue de The British Dru¿ Houses (Gran 3ra

tafia).

La CM-celulosa y la DEAE-coluloaa fueron obtenidas de Bio-Rad

Laboratory (ïE.UU.) y de Sorva (Alemania) respectivamonto. La Sofadex 0-25

fue adquirida en Pharmucia (Alomania).

Todas las otras dPOJaUempleadas fueron de orluen diverso y de

un alto grado de pureza.

Enzimas.

La lactato dehidro¿onasu, piruvato quinasa (do músculo esquelé­

tico utilizada en aluunos eXperimcntoncomoenzima auxiliar), cnolasa,

triosafosfato isomoraua, aldolasa y lu glicerofosfato dehidroponasa, pro­
paradan a partir do diferentes fuentes se obtuvieron de SigmaChemical

Company (EE.UU.).

Métodosanalíticos.

l. Proteínas.

La determinación do proteínas no efectuó de acuerdo al método

de Loury y col.(l2l) después do precipitar con Sfl do ácido trioloro­



_ '30 ..

acético.

2 Intercambiadores iónicos.

La DEAE-celulosa y CM-celulosa fueron lavadas y ajustadas al

pH al que se las utilizó, de acuerdo al método de Peterson y Sober

(122).
. +

La Dowex-SO(H ) se lavó previamente con agua destilada para

eliminar impurezas coloreadas solubles.

Ensaïos enzimáticos.

1. Piruvato guinasa.

a) Métodocolorimótrico.

Durante el proceso de purificación la actividad de piruvato

quinasa se midió por la formación de piruvato de acuerdo al méto­

do descripto por Friedemann y Haugen (123) modificado por Leloir

y uoldemberg (124). La mezcla de incubación contenía Tris-HCl 100 mm

pH 7.5, ClK 100 mm, SO4H5 lo mM, ADP 3.0 mi, PEP 3.0 mm y enzima en
un volumen final de 0.150 ml. En los blancos de reacción se omitió

el agregado de ADP. Las incubaciones se efectuaron a 30°C durante

3 minutos. La densidad óptica se midió a 520 mu

Los resultados de las distintas etapas de purificación de las

isoenzimas L y H se expresaron en unidades de actividad de piruva­

to quinasa por miligramode proteína (actividad específica).

La unidad de actividad se define comola cantidad de enzima que

cataliza la formación de un micromol de piruvato por minuto en las

condiciones especificadas de ensayo.

b) Métodoespectrofotométrico.

En los estudios cinéticos efectuados, la actividad de piruvato
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quinana se midió aeopluude al sistema lactato dehidrouenaaa y UADn

de acuerdo al método do hüehor y rfieiderer (125).

na mezcla de incubación contenía Trie-maleato 100 un, pH 7.5,

Clñ 100 mL, 504Mg 10 mu, ANP 2.0 mm, PEP 2.0 mn, NAUH0.2 mh, excg
so de lactato dohidrogenasa, en un volumen final de 0.5 nd, excep­

to en ciertos ensayos en los cuales el Tris-Maieato se reemplazó

por otros bufferes según se indica en los experimentos. La reacción

se inició por oi a¿re¿ado de enzima y la oxidación del UADHfue r9

uistrada a 340 mu Ou forma continua eu un espectrofotómetro Uilford

hodelo 2000 con cambiador automático de muestras. Las incubaeiones

co efectuaron a 30°C. Los resultados obtenidos se expresan on mili­

micromoles de piruvato formados por minuto, calculados luego de 20

segundos de iniciada la reacción.

La unidad de actividad se define comola cantidad de enzima que

oataliza la oxidación de l micromol de NADHpor minuto en las condi

ciones especificadas de ensayo.

Enolasa.

La actividad de enolasa so determinó de acuerdo al método des­

cripto por ürisolia (126) para la estimación de 2-3-PGAcon algunas m2

dificacionos (127). La mezcla de incubación contenía Tris-flcl lOOmn,

pH 7.5, 011; 40o nm, so ne; lo mí-Z,¿DP 2.o mi, 2-1%». 1.o um, 1mm 0.2 m,

exceso do piruvato quiÍasu y lactato dehidroúenasa on un volumen de

0.5 ml. La reacción se inició por el agregado de ensima y la oxidación

del NADHse midió como se indicó anteriormente. Las incubaciones se efes
tuaron a 30°C. El 2-PGAsal de bario fue convertido antes de utilizarse

en forma ácida por pasaje a través do una columna de Dowex-bo (H+). El

eluIdo se neutralizó con hidróxido de sodio. La concentración de 2-PGA

fue determinada valorando el fósforo total esterificado de acuerdo al



método de Fiske y Subbarou (128).

3. Aldolasa.

La actividad de aldolasa se determinó de acuerdo al método des

cripto por Mandl y Neuborg (129) para la estimación de FDP, con algu­

nas modificaciones. La mezcla de incubación contenía Trio-UCI 100 nd“

pH 7.5, FDP0.1 mm, “ADM0.2 mn, exceso de triosafosfato isomerasa y

glicerofoefato dohidrogenasa en un volumen de 0.5 ml. La reacción se

inició por el agregado de enzima. La oxidación del MAMIse midió como

oe indicó anteriormente y la temperatura de incubación fue de 30°C°

4. Fructosa-l,6-difosfatasa.

La actividad de fructosa-l,6—difosfatasa se determinó de acueg

do al método descripto por Pontremoli y col. (130) con algunas modifii

caciones. La mezcla de incubación contenía Trio-UCI 100 mH, pH 7.5,

FDP 1.0 mn, Cl2hg 1.0 mHen un volumen final de 0.2 ml. La reacción De
inició por el a¿regado de enzima y la actividad se midió por liberación

del Pi formado de acuerdo al método de Ficke y Subarron (128).

Purificación de la piruvatp quinasa hepática Ti o L Ti o m.

Los métodos empleados en la preparación y purificación de ambas

formas de piruvato quinasa hepática con excepción de algunas modificacio­

nes que se indican, fueron similares a los descriptou on la literatura

(106,107,115).

l. Preparación del sobrenadante de 100.000 x5 conteniendo ambas formas de

piruvato guinaaa ngpótica.

Se utilizó ratas nistar de 150-200 gramos, alimentadas con una
dieta balanceada y agua ad libitum. Los animales fueron sacrificados

por decapitación y se los dejó desanurar exhaustivamente. El hígado fue
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rápidamente extraido, pesado y homogeneizado con un volumen y medio de

una solución que contenía buffer Triu-HCl 25 mm, pH 7.5, EUPA1.0 mm,

01K 150 mmy sacarosa 250 mm. En el curso de esta etapa y On las subs;

guientes la temperatura se mantuvo a 4°C.

El extracto crudo, por lo general de un volumen de 200 ml, fue

centrifugado a 8000 xg durante 20 minutos para eliminar restos de teji
dos. El sobrenadante obtenido fue nuevamente centrifugado a 100.000 15

por 60 minutos, en una centrifu¿a preparativa Spinco ModeloL.

Después de esta etapa el sobrenadante de 100.000 x6 fue utili­

zado indistintamente en la purificación de la piruvato quinasa tipo L

y Msegún el procedimiento que se indica a continuación para cada una
de ellas.

Piruvato guinaea hepática tipo L.

El sobrenadante de 100.000 xa, aproximadamente 100 ml fue frag

uionado con solución de sulfato de amonio entre 30-45p de saturación.

El precipitado obtenido se suspendió en un pequeno volumen (aproximada

mente 10 ml) de una solución que contenía Tris-HCl 25 mm, pH 7.5, EDWA

1.0 mMy sacarosa 250 mM.Para eliminar el sulfato de amonio, la prepa

ración enzimática fue cromatografiada por una columna de Sefadex 6-2;

de 30 mmde diametro y 350 mmde altura. Esta fue previamente equilibra

da, haciendo pasar 1.000 ml de la solución utilizada en la resuspensión
del precipitado. La ausencia de sulfato de amonio en cada una de las

fracciones recogidas fue determinado con solución de hidróxido de bario.

Esta preparación (20 ml), que contenía unos 800 miligramos de

proteínas fue aplicada a una columna de DEAE-celulosa de 20 mmde dia­

metro y 250 mmde altura, equilibrada de igual forma que la columna de

Sefadex 6-25. Despues de absorbida la preparación, se lav6 eXhaustiva­
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monte haciendo pasar 500 ml de la solución de equilibrio.

La elueión de la enzima se efectuó de acuerdo a Sunor y Mutter

(106) haciendo pasar un gradiente lineal de una solución de buffer Tris­

HCl, pH 7.5 entre 25 y 300 m“ que además contenía EDPA1.0 mu y sacarosa

250 mu. El flujo de la columna fue de 3 ml por minute. Los volumenes co­

rrespondientes al lavado y al gradiente se recogieron eu 60 fracciones

de 15 ml cada una.

En estan condiciones la enzima eluyo en forma de un pico simétri

co a partir de una concentración de 120 mmde Tris-HCl. Estas caracteríg
ticas fueron reproducibles en todas las cromatografías efectuadas y el

¿rado de purificación alcanzado fluctuó entre lO y 15 veces con respecto

a la fracción de Sefadex 0-25 que se aplicó a la columna.

Los resultados del proceso de purificación de la enzima se expo­

nen en la Tabla 3. Se puede apreciar que después de las cuatro etapas

descriptas la purificación alcanzó 50 veces y ol porcentaje de recupera
ción fluctuó entre 2-4Á en la mayoría de los casos. Las preparaciones

obtenidas están libres de aldolaua, onol sa pero contienen fructosa-l,6­
difosfataca.

Durante la purificación de la piruvato quinasa hepática tipo L

a partir de hígado de rata, se observó que la enzima pierde actividad

si se la guarda a 4°C sin ninguna protección. Aunquela inactivación eau

rre en todas las etapas, la misma es muchomas marcada después de la org

matografïu en DEAE-Celuloua,en la cual la concentración de proteínas es
menor.

La estabilización de la enzima en la última etapa de purificaé

ción se consiguió durante 84 horas por el agregado de sacarosa 250 mn y

de ditiotreitol 1.0 mn. Este resultado también ha sido observado por

Tanaka y col. (107) con la diferencia de que además de este reactivo, la



TABLAIII

Purificación do la piruvato gyinaua hegática Tigo L

Fracción Volumen Proteína Actividad Factor de Mocupo­
/ ml. total mg. específica purificuc. ración

üomogcnato 220 23.7 x lO3 0.2 1.0 100

. -, .3 , t
100.000 xg lOU b.b x lo U.4¿ ¿.0 DU

peladex u-¿p ¿O 0.06 x lb U,{U 3.) 1¿

DEAE-Celulo- ÓU 0.98 x lo lo 30 2
sa

a La actividad ongcIfica so expresó en unidades de piruvato quinasa por
miligramo de proteína.
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preparación enzimática fue protegida en presencia de 0.5 mmde PEPy

ADPrespectivamente.

Piruvato guinase hepática tipo n.

La purificación de la piruvato quinaea hepática tipo H se efeg

tuó a partir del eobrcnadante de 100.000 xg, el cual se obtuvo comoee

indicó anteriormente. Hoobstante, conviene destacar que el volumen del

homogeneizado que se preparó con este fin fue menor.

El eobrenadanto fue fraccionado con solución de sulfato de amo­

nio entre 55-70fi de saturación. El precipitado obtenido fue resuependi­

do en un pequeno volumen de una solución que contenía buffer Trio-Malas

to lO mm,pH 6.0, EDTA1.0 mh y ditiotreitol 1.0 mu.

El sulfato do amoniopresente en la preparación fue eliminado

por crematografía en Sofadox 0-25. La columna empleada fue de 25 mmde

diametro y 200 mmde altura y se la equilibró haciendo pasar 700 m1 de

la solución con que se reeuependió el precipitado. La ausencia do sulfig

to de amonio en las fracciones recogidas se detectó comose indicó ante
riormente.

La preparación obtenida, de unes 200 miligramos de proteína, fue

aplicada a una columna de UH-celuloua de 18 mmde diametro y 200 mmde

altura equilibrada del mismomodoque la columna de Uefadex 6-25. Ter­

minada la adsorción, la resina se lavó haciendo pasar 50 ml de la solu­

ción de equilibrio. La elución se efectuó aplicando un gradiente lineal

entre 0 y 160 mmde una solución de ClK que además contenía los reacti­

vos presentes en la solución. Los volumenes correspondientes al lavado

y al gradiente fueron recogidos en fracciones de 2.0 ml cada uno. Duran

te esta etapa de purificacifin, la enzima pierde muchaactividad. Sin em

barco, ésto se pudo provenir efectuando la cromatografía rápidamente,

ajustando el flujo de la columna entre 6 y 8 ml por minuto. En estas con
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dicionos la enzima eluyc en forma do un pico simétrico u una concen­

tración de 70 mn de ClK.

El ¿rado de purificación alcanzado después de la cromatografía

en CH-Colulosa fue de 8 a lO veces runpecto de la fracción de Sefadex

0-25. Este valor ha sido considerado comócl grado toLal de purifica­

ción, yu quo ol valor obtenido después (lo lu cromatohrafía on Sefudex

G-25 no puede ser comparado con roupccto al homouonato, si se conside­

ra que en ésto la isoenzima H sólo representa menosde la toroora par­

te de lu actividad total de piruvuto quinasu hepática. Debidoa la inqg
tabilidud de las preparaciones so lau utilizó 24 horas después de obte­

nidas. Las mismasfuoron libros de uldolasa, onolasa y fructosa-l,6-q¿
fosfatasa.
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IlI AESUL“ADOS

Piruvato uinasa he ítica “’ o L

Estudios previos efectuados en nuestro laboratorio con prepara
ciones dc piruvato quinasa hepática tipo L obtenidas a partir de hígado de

ratón demostraron que la activación de esta enzima por el EDPdepende del

pH del medio de incubación (115). Este fenómeno fue estudiado en el presea

te trabajo en forma muchomas detallada con la enzima purificada a partir

de hígado de rata.

Activación de la piruvatodguinasa hepática tipo L por ol FDPcn función de

la concentración de PEP Mdel BH.

La activación por EDPse determinó a concentraciones de 0.2, 1.0

y 5.0 mü de PEP y a diferentes valores de pH de la mezcla de incubación. La

actividad enzimática se midió en ausencia y en presencia de 0.1 mmde FDP.

Los resultados obtenidos en este echrimento se expresaron como

relación de activición, la cual está dada por la siguiente expresión:

Vi + A
Relación de activación =

Vi - A

donde Vi 4 A es la Velocidad inicial de la reacción en “reconcia del active
dor.

Vi - A es la velocidad inicial de la reacción en ausencia del activa­

dor.

De esta forma se puede comparar entre BI el efecto del ND’en ca­

da una de las condiciones indicadas.

Comose indica en la 313.3, a pu 5.9 el valor de la relación de

activación a las tree concentraciones de PEPempleadas fue 1.0, demostran­
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Fig. 3. Activación de la piruvato quinaua hepática tipo L por el RUPen ing
ción del pH y a diferentes niveles do PEP. Las condiciones experimentales son
las descriptas en Materiales y Lótodoa, u¿oopto cl pH del buffer y la concen­
tración de PEP que varió como be indica. La. actividad se midió en ausencia. y
en presencia de lI‘DP0.1 mm.Los resultados mediante la. relación de activación
comose indicó en ul texto.
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do quo a este un ol agregado de HÚPno modifica la ueLividud enzimática.

le: ul contrario, a valores do pu superiores a 6.6 y u un nivel

bajo de PHP(0.2 mn; la relación de activación aumentó apreciablomente el

uunnande e máximoal ph mus alcalino. Sc puede apreciar que u esta con­

centración de sustrato y a pu 8.5) el valor obtenido fue de 150, lo cual

indica un marcado efecto activador del EDPsobre la piruvuto quinusa he­

pática tipo L.

Es intercsunLe destaca: uuu a un nivol alto de PEP (5.0 mm)ol

valor de lu relación de aetiv ción fue do l.0 y no varió a ninguno do los

valores de ph en leu que ec clectuó las determinaciones. Además, a una cog

contrución intermedia de Pur (1.0 mm)el sur active únicamente a vulores

do pu superiores a 6.0.

Este ereximeuto doaucutru que lun variaciones del efecto uctiyg
dor del EDPa diferentes valores de pH se debo u un marcado Cambio en la

afinidad de la enzima por ol kEr y no u modificaciones en la velocidad má­

xima de lu reacción, ya que a un nivel próximo a la saturación (5.0 mu) no
hubo cambios en la relación do activación.

También su muectra (Hi¿.3) quo lu curva de ph óptimo de la enzima

fluctúa entre 6.o y 7.2.

Variación do lu actividad de la piruvuio gpinasu hepáticgmtipo_leg_f ción

de la cqggpntracifip;gp PEP y ADPu difcgpntos valores do pu.

El experimente ULrLUutOen la Eig.3 demostró que la activación de

la piruvato quinaua hepática tipo L por ol FDPdepende marcadamente del pH

del medio de incubación.

La posibilidad de que este factor también modiïjcuse las propiqu
des cinétieus de esta enzima con respecto al PEPfue estudiada.

En la Fig.4—Ase puede ver que a ph 5.15 (u un nivel saturante

de ADP,2.0 mA), lu curva do velocidad inicial de la reacción en función de
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Fig. 4. Variación de la actividad de la piruvato quinasa hepática tipo
L en función do la concentración dc rJP a pH 8.15 y 5.9. Las condiciones
experimentales son las descriptas en Hatcriales y Métodos, excepto el pH
del buffer comose indica.
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la concentración de PEP en sigmoide, indicando que la enzima tiene un mar­

cado efecto cooperativo homotrópice para ente sustrato.

Por el contrario, cuando el miumoeXperimento se efectuó en pre­

sencia de 0.1 mmde EDP, la curva do saturación del PEP se transforma de

sigmoide en una hiyórbola Michaeliana. Se puede ver además que a niveles

altos de PEP (2.5 mu) el EDPes necesario para alcanzar la velocidad máxi­

ma. Cabe mencionar que la disminución de la velocidad máximaobservada en

presencia de este metabolito no fue obtenida en otros experimentos.

La curva de saturación del PEP a pH 5.9 es distinta. Comose ob­

serva en la bíg.4—fi, la mismatiene forma hiperbólica y el agregado de 0.1
mmde FDPa la mezcla de incubación no tiene efecto activador.

Para cuantificar los resultados de eXperimentoucinéticos obteni­

dos con enzimas reúuiadoras, se utiliza la ecuación de Hill (12), la cual
está dada por la aibuionte eXpresión:

V

log (
V-v

donde v es la velocidad inicial do la reacción

V es la velocidad máximade la reacción

S es la concentración del ligando cuyo efecto se estudia
n es una constante

nh es un valor que depende del ¿rado de interacción y del número de
sitios interactuantes.

Cuandoexiste una fuerte interacción entre los receptores, el va­
lor de la pendiente que se obtiene doupuós de graficar los datos experimen­

tales según esta ecuación, se aproxima al númerode sitios que tiene la en­

zima para el ligando (12).

Juande lau enaimas Cihuen una cinética clásica, la constante de
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Lichaolis (¿5) y la velocidad ¿áxima (Vmax)son suficientes para relacionar
la velocidad inicial de a reacción en función de la concentración de sus­

trato.

Por cl conLrario si lu cinética cs si5moide únicancnte es aplica
ble la Hzax. En estos casos, lu concentración do sustrato acousuria para

(131). El va­obtcncr la mitad do la Unax se la ha dosi¿nudo constante J, r__.__ U.)
lor de la mismaso obtiene ¿raricando la ecuación de Hill.

Los resultados cKycriUunLulc: ¿estrados ULlu fi¿.4—A y B sc han

representado de acuerdo a dicha ecuación. En lu Fi¿.5 se puede vor que a pH

8.15 el valor del coeficiente nï cs de 2.4 lo cual indica una marcada 00092
ratividad de la enzima para ul PEP. La presencia de FDPmodifica la respueg

tu dc la miamay el valor de un obtenido fué de 1.19.

A pl 5.9 no hay coopc:atividad para este sustrato. El a¿re¿ado do

0.1 mi de EDPa la mencla de incubación no produce ningún cambio en la ca­

racterística de control de la enzima por el PEP. El valor de nH fue de 1.03
en ausencia y en presencia del activador.

A partir de los mismosdatos se calculó la afinidad aparente de

la enzima para el P3P. El valor de 80.5 obtenido a pH 5.9 en ausencia y en
presencia de FD?fue de 0.32 un. A pH 8.15 la afinidad do la enzima por el

PEP es menor y el 80.5 quc se octuvo en estas condiciones fue de 2.1 mu. El
auregado de 0.1 mx de FDPaumenta notablemente la afinidad de la enzima por

el sustrato. En presencia del activador cl valor de SOr fue de O.23¡fl¿.o)

Para determinar si cambios cn el pH del medio de incubación modi­

ricuban tanbien la respuesta de la enzima a variacioncs cn la ccncentrución

de ¿JP se efectuó un echriLcato similar al eXpuusto en las figuras 4-A y b

pero a un nivel suturanto de “El (5.0 mu).

Los rcsultados obtenidos sc Lun expresado de aCucrdo a la ecuación
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Fig. 5. Gráficos de Hill calculados a partir de los datos exporimontg
les ex'ucsH tos en la Fig. 4.
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de Lineweaver-burk (13:). Comose puede apreciar en la Fig.6, lo: mismos

dan una relación lineal tanto a pH 8.15 y 5.9. Los valores de Kmcalcula

deu a partir de los mismosdatos fueron de 0.) y 1.4 añ respectivamente.

El abre¿ado de EDPno tuvo erecto acLivador, aun a concentraciones bajas

de .‘LDP(0.2 mm).

Estos resultados indiean que las variaciones en el pH del medie
de incubación únicamente medificau marcadamente la afinidad de la enzima

por el PEP.

Comportamientode la piruvate quinaga hepática tipo L co“ diatintos
bufferes.

Los experimentos expuestos en las bíg.3, 4 y 6 se erectuaron

utilizando buffer Tris—aaleato. Conel fin de demostrar que el efecto del

pH sobre las propiedades de la enzima ne depende del buffer empleado en el

medie de incubación, se estudió la activación por el FUPa pH 5.9 y 8.15

en presencia de diferentes bufferes. La concentración de PEPque se eligió

para este experimento fue de 0.2 mm.En estas condiciones y a pH alcalino

la activación por el FDPen muymarcada (Fig.3 y 4-A).

Los resultados de la Tabla 4-A cKpresados mediante la relación

de activación demuestran que aunque la actividad de la enzima varía según

los diferentes bufferes empleados, el efecto activador del FDPúnicamente

ocurre a pH 8.15.

También se demostró que pequeñas variaciones d;i pH del medio de

incubación modifican totalmente la activación por este metabolito. En efes
to como se ve en la Tabla 4-B a pH 6.8 el EDPno modifica la actividad de

la enzima.

Por el contrario a pH7.2 la activación es apreciable. Los resul
tados obtenidos demuestran que los cambios en la; propieadeu de la enzima

expuestos anteriormente (Fig.3 y 4) dependen únicamente del pH del medie

de incubación y no del buffer empleado en el mismo.
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0.75 pH 59
Km 7.4mM

0.50

0.25 _

/v(mín/m,umo/esdeP/RUVATOFOR/mDO)

Km 0.5mM

N// 4 1 1 1 l
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l/ADP (mM) “7

b‘i¿;.6. Variación de la actividad de la piruvato quinasa hepática. tipo
L en función de la. concentración de AMPa. pli ¿3.15 y 5.9. Las condiciones
experimentales son las (Legal-¿ptas en naLcrialcs y métodos excepto cl píí
del "buri‘or y la. concentración de l’lu‘l’que Luc de 5.0 1211;.
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'J.‘lu) ‘II

ngportamionLo du la enzima con distinLou buffuvcs

Las conciuloncs experimentales son las dcuuriptas cn üaLuuia­

lcu J “¿todos con uxucpción du los bufrores emplea os y dc la concentra

ción de P4P y ¿DP qua fue de 0.2 y 2.0 mmrespectivamente.

Buffer (100 mí-l) pII Actividad unzimática Relación m.­

—_1mg uuLivauióní

A '1‘L'is-i-lalca'to 3.9 23 23 1.00

Cacodilato 5.9 67 71 1.06

Trial-¡dulcuto 8.1 0.89 78 88.0

Glicilglicinu 8.1 1.78 96 54.0

Trias-BCI 8.1 0.71 78 110.0

B Trias-“3103120 6.8 27 36 1.33

Tri s-l-Éaleato 7 .2 u. 3 40° 5 7 - 65

6.8 38 7.o 1. 31

7.2 5.9 54.5 9.2
HEPES 6.8 35.5 61 1.73

mms: 7.2 13.1 50 3.84

Lu relación uu activación su Culquló 00m0un la Fig.3.IS:
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¿everuibilidad del efecto del En sobre las propiedades de la giruvato

guinasa hepática tipo L.

Ante la posibilidad de que la pérdida do Sensibilidad de la en
zima al En? a pn 5.9 fuera debida a una modificación del sitio al cual se

une el activador, o bien a cambios reversiblee en lau propiedades alostó­

ricas de la misma, se efectuaron dos experimentos diferentes.

Unodo ellos consistió en tomar alícuotas de una mismaprepara­

ción enzimática cuyo pu inicial fue de 7.5 y se las oxPuso a pH 5.9 y 6.15.

La actividad de esta: se midió inmediatamente en las condiciones descriptas

en el experimento anterior (Tabla 4) y al mismopH final de las muestras.

Estas se dejaron a 405 durante 20 minutos y luego el ph fue nuevamente rea­

justado con solución de ácido maleico o de Trio, de tal forma que a la al;

cuota que estaba a pu ácido se la llevó a pu 8.15 y a la que estaba a pu

alcalino se la llevó a ph 5.9. La actividad enzimática se midió nuevamente

en las condiciones mencionadas.

Comose observa en la Tabla 5-A y B, el tratamiento previo de la

enzima a pH 5.9 no modifica la propiedad de ser activada por el EDPcuando

la actividad enzimática se midió a pH 8.15. Del mismo modo, cuando el pH de

la enzima fue inicialmente ajustado a 8.15 y luego se reajustó a pH 5.9, la

actividad de la misma no se modificó por ol agregado de UDPa la mezcla de

incubación.

Además, ee puede apreciar que cuando el pH de la enzima iue medi

ficado por dos tratamientos sucesivos a 4°C durante 20 minutos a ph ácido

y luego alealino y por último ajustado a pu 5.9, el EDPno tuvo efecto act;
vador. Despuós de estos cambiou de pu la enzima perdió un 60A de actividad

si se compara este resultado con el último del mismoexperimento.

El otro experimento efectuado consistió en cambiar el ph de la

preparación enzimática en forma menosbrusca, dializando alícuotas igua ­
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Iloversibilidad del efecto del pi! sobre la actividad

do la. enzima

En los upoz-inmntos A ¿j B ci pH de la preparación enzimática.

fue rápidamente ajustado a los valores indicados agregando pequenos v2

iwaones de ácido maleico o de solución de Tris 2.0 1-1.Al pH final ind;

cado la actividad se midió en las mismas condiciones que se describió

en la Tabla 4. Luego la enzima se dejó a 4°C durante 20 minutos antes

del siguiente cambio de pfl.

En los experimentos C ¿yD el cambio de le ee efectuó en for­

ma gradual ¡mediantedialisis de 2 horas contra la solución apropiada.

pil de proincubación Actividad enzimática Relación
de

de la enzima —1"DP +D'DP Activación

A 705 10.25 0.97705-“)
7-5">5o9->8a15->5o9 5.5 5.0 0.90

g 7.5-»8.15 0.7 29.0 41
'{o5->8.15->5.9 12 12.8 1.06

2 7-5" 5-9 13.6 14-2 1-04
7'."'5—>5.998.15 0.21 3.8 18

2 7.5-+8.15 0.2 8.2 41
7.5-? {LIS-95.9 12.1 14.7 1.2



les contra soluciones bufferes cuyo pH se indica en la Tabla 5-C y D. Las

determinaciones de actividad enzinática_y el efecto del FDPfueron efec­

tuadas en la misma forma que en el eXperimonto anterior (comentado en esta

Tabla ) o

Los resultados obtenidos en loa dos experimentos son cualitativa
mente similares e indican claramente que el efecto del pH sobre la activi­

dad de la piruvato quinasa hepática tipo L es un proceso reversible.

Efecto del ATPy del EDPen la actividad de la piruvato gginaca hupótica

tipo L en función del tiempo.

La inhibición de la piruvato quinasa hepática tipo L se estudió

en función del tiempo en ausencia y en presencia de 0.1 mn de FDP. Con este

fin la actividad enzimática se midió a una concentración de PEP y ADPde

0.3 y O¡4 mMrespectivamente.

Los resultados de este experimento ee exponen en la Fig.7. Se pug

de apreciar que tanto la inhibición comola activación producida por el ATP

y el FDPson debidos a cambios en la velocidad inicial de la reacción. La

adición de 1.0 mMde ATPproduce un 76fl de inhibición, la cual es totalment:

revertida (5 ninutos desyués) por el a¿rcgado de 0.1 mEde FDP. La adición

simultánea de ambosmetabolitos, o sólo del activador, produce únicamente

un aumento de 17 veces de la actividad enzimática. Este experimento descar­

ta la posibilidad de que el efecto inhibidor del ATPfuera debido a la inag
tivación de la enzima.

Variación de la ictividad de la piiuvato quinasa hepática tipo L en función
de la concentración de AT’. Características cinéticas de la inhibición.

Las características de la inhibición por ATPde esta enzima fuc­

ron estudiadas. Comose observa en la big.8, la curva de actividad en fun­

ción de la concentración de ATPa pH 7.5 en ausencia do EDPes hiporbólica,

lo que indica quo en estas condiciones la cinética de la inhibición es de
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3 05" ATP+FDP
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Fig. 7. Efecto del ATPy EDPen la actividad de la piruvato quinasa
hepática tipo L en función del tiempo. Las condiciones experimentales
son las descriptas en Latoriales y hétodos excepto la concentración de
PEP y ADPque fue de 0.3 y 0.4 mmrespectivamente. Los metabolitos se
agregaron como se indica; A: ATP 1.0 mk, B: Control y C: ATP 1.0 mmy
FDP0.1 m“. La reacción se inició por el agregado de PEP. A los 4.5 mi
nutos se aúregó EDP0.1 mü a las curvas A y B.
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FDP 0.7mM

FDP OOOZmM
50 ..

(7- Control

PORCENTAJEDEACT/V/DAD

o 0.4 0.a 7.]2 7.6 20 2.4 5

ATP(mM)

Fig. 8. Variación de la actividad de la piruva‘to quinasa hepática tipo
L en función de la concentración de ATPen ausencia y en presencia FDP.
Las condiciones experimentales son las descriptas en Materiales y Métodos
, excepto la concentración de PEP y ADPque fue de 0.5 y 0.3 mMrespecti­
vamente. El nivel de FDP fue de 0.002 y 0.1 mI-ícomo se indica.
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tipo Eichaeliano.

Por el contrario la presencia de concentraciones muybajas de

EDP(0.002 mm)modifica las caracteristicas de la inhibición por ATP. La

curva obtenida cs de tipo si¿moide indicando que la enzima tiene efecto

cooperativo homotrópicopara el inhibidor. La concentración necesaria para

obtener un efecto del 50%fue muyalta (5.0 un). En presencia de un nivel

más alto de FDP(0.1 su) el ATPno tuvo efecto inhibidor de acuerdo a lo

que se demostró anteriormente (Fig.7).

Es interesante ademásdestacar que en las condiciones de este

experimento 0.002 mi de FDPrevierte totalmente la inhibición producida

por una concentración de ATP100 veces superior (0.2 mn).

El coeficLente de interacción nH para el ATPfue determinado. En
los casos en que la inhibición no alcanza el 100%el cálculo del mismose

efectuó dc acuerdo con la modificación do la ecuación original de Hill, pra
puesta por Jensen y Hector (133), la cual está dada por la ciuuiente eXpre­
sión:

vi - Vsat
log ) = 105 n - n loa I

vo - Vi

dondevi es la velocidad inicial de la reacción en presencia del inhibidor

vo es la velocidad inicial de la reacción en ausencia del inhibidor
Vsat es la velocidad inicial de la reacción a concentración caturante

del inhibidor

I ec la concentración del inhibidor cuyo efecto se estudia.

En este caso se ha designado comoconstante 10.5 la concentración
de ligando necesario para producir 505 dc inhibición.

Los resultados mostrados en la Eïg.8 se han representado de acuda

do a esta ecuación. En la Fig.9 se vc que el valor nH en ausencia de FDPes
de 1.15, resultado que sc obtiene cuando la cinética dc la inhibición es de
tipo Hichaeliano.
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+05 7-FDP 0.002mM
' ' nH 2.9

S 0.9 mM
0.5Control+3?)sz

tn ‘ 0
> >¡‘ o

I (3S >
A
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S, -o.5..
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l l

-4 ' -3

log ATP

Fig. 9. Gráficos de 'flill calculados a partir de los datos experi­
mentales expuestos en la Fig. 8 según la modificación propuesta por
Jensen y Nester (133). (¿5) Danosobtenidos por interpelación.



Por el contrario, en presencia de 0.002 mn de FDPol valor de nn
fue de 2.9. Este resultado demuestra que concentraciones muybajan de act;

vador son suficientes para que se exprese el efecto cooperativo de la ona;
mapara el inhibidor.

A partir de estos resultados se calculó la concentración de ATP

necesaria para obtener un 50; de la inhibición máxima.Los valores obteni­

dos de 10.5 fueron de 0.15 y 0.9 mmen ausencia y en presencia de 0.002 Lil
de FDPrespectivamente.

La cinética de la inhibición por ATPse estudió a tres niveles de

PEP. En la Fig.10 se puede ver que cuando la actividad enzimática se midió

a una concentración de 0.5 mn de PEP, la curva de inhibición por ATPes de

tipo Lichaeliano cono on ol experimento anterior (Fi¿.8). A niveles maeal­

tos de sustrato tal cono 2.0 y 4.0 mu ne obtuvo curvas de tipo sigmoide que

demuestran el efecto cooperativo hemotrópico de la enzima para el inhibidor.

Los valores del coeficiente de interacción para cada una de las

curvas fue de 1.0, 1.5 y 2.4 cono se observa en la Fig.ll.

A partir de estos datos tambión se determinó la constante 10.5.
Se puede ver que a 0.5 mn de PEP el valor obtenido fue de 0.11 mn aumentan­

do a 0.75 Y 1.5 mn cuando la curva de inhibición por ATPue efectuó on pre­

sencia de 2.0 y 4.0 müde PEPrespectivamente. Estos resultados demuestran

quo la inhibición por ATPno eólo es revertida por el EDPsino que también

es marcadamente disminuida a niveles altos de PHP.

Variación de la actividad de la piruvato quinann hepática tipo L en función

de la concentración de PEP cn )EOSUHCiüde ATP EDP.

Las caracteristiC's cinóticas de la enzima con respecto al PEPse

estudiaron en presencia de ATPy EDP. El valor de pu elegido para este expg

rimento fue do 7.5. En estas condiciones, la interacción del sustrato con



-55­

700

PEP 4mM

50

l "r'
2

ATP mM
PORCENTAJEDEACTIVIDAD

Il‘ig. 10. Variación de la. actividad dc la piruvato quinasa hepática
tipo L en función de la concantración de ATPa. tres niveles diferen­
tes de PEP. Las condiciones experimentales fueron iguales a las des­
criptas en la. ll‘ig. 8, excepto la concentración de PEP que fue de 0.5,
2.0 y 4.0 mía}respectivamente como se indica.



0.7 l l l l l

01.06 0.7 0.2 0.4 ¿.6 7.0

(ATP)mM

Fig. ll. Gráficos de Hill calculados a partir de los datos experimentales
expuestos en la Fig. lO según la modificación propuesta por Jensen y Roster
(133). (EJ) Datos obtenidos por interpelación.
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la enzima no es má¿imay por lo tanto permite evidenciar cambios cn la coo­

peratividau para el PHPcn presencia del inhibidor.

Comose aprecia cn le Fic.12 la cur"a de actividad enzimática cn

función de le concentración de PEP sin ediciones es de tipo sigmoide. En

‘resencia de 2.0 mi de ATB,la sibmoicidad de le curva aumenta apreciable­

mente. El e¿re¿ado simultáneo de EDPy del inhibidor a la me ola de incuba­

ción modifican totalmente la respuesta de le enzima al PEP. La forma si¿mqi
de de le curva ce transforma en una hipórbola uiehaoliana.

¿stes datos han cido expresados de acuerdo a le ecuación de Hill.

En la Fi¿.l3 se puede ver que cn ausencia de adiciones el valor de nH fue
de 1.9. En presencia de 2.0 ni de ATP,la interacción cooperativa de la en­

zima con el PEP aumenta alcanzando un valor de 2.4. La adición simultánea

de 0.1 mEde FDPy del inhibidor modifican el coeficiente de interacción y

el valor obtenido en estao condiciones fue de 1.20.

También se oboorvó variaciones de la constdnte su 5. Lou valores‘ O

obtenidos fueron de 1.0 y 1.5 un ausencia y en presencia de ATProeyectiva­

mente. El agregado simultáneo de EDPy del inhibidor producen únicamente un

aumento de la afinidad de la ennima por el PEP. El valor de So 5 en estas
Condiciones fue de 0.34 mi.

Variación de la actividad de l; oiruvato guinaca hunutigg tipo L en función

de la concentración de ATPa 2g 5.9 y 6.15.

Los experimentos expuestos en las Fi¿.8 y lO se efectuaron a pH

7.5. Las características de la inhibición por ¿TP también se estudiaron a

distintos valores de pH. Comoec ve en la Fi5.l4-A a pH 5.9 y a un nivel de

0.5 mEde PEP la curva de actividad en función de la concentración de ATPes

siumoide, denoetrando que en ‘utas COudiCiOHBBla enzima tiene efecto coopg

rutivo houetrópico para el inhibidor.

A pH 8.15 le cinóticu de la inhibición es Eichaeliana. En la mis­
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Mg. 12. Variación de la. actividad de La piruvato quinasa hepática tipo
L on función dc la concentración de PEP a pH 7.5 en ausencia g,"en premcn­
cia. de ATP 2:.0 midy ¿"DP0.1 milicomo se indica. Las condiciones experimen­
tales son las descriptas en Materiales y Métodos.
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big. 13. Gráficos de Mill calculados a partir de los datos experimentg
les expuestos on la Rig. 12.
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F18. l4-A. variación do la actividad de la piruvato quinasa hepática
tipo L en función de la concentración de ATPa pH 5.9 y 8.15. Las con­
diciones experimentales fueron iguales a las descriptas en la Fig. 8,
excepto el pH del buffer que vario comose indica. B. Gráficos de Hill
calculados a partir de los datos expuestos en A según la modificación
propuesta por Jensen y Noster (133).
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ma Fi6.14—bse ha representado estos datos según la ecuación de hill. Se
' IHobserva que a pH ácido la interacción con cl “¿P es marcada. El valor de

nH obtenido fue de 3.1. Por cl contrario, a pu 8.1; en el cual la enzima

no tiene efecto cooflcrativo para cl ¿TP el valor de ny fue de 1.15.1

Efecto de las variaciones fisiológicas de RHen lac propiedades rehulade—
ras de la piruvate quinana hepática tipc L.

Los estudios precedentes demostraron que cambios apreciables

en el pH del medio de incubación producen modificaciones en las propiedï
des cinéticas de la enzina.

Debido a que el pH intracelular del higado fluctúa entre 6.8 y

7.3 (134-136) se determinó si en condiciones semejantes a las fisiológi­
cas la enáima tiene cambies en sus caracteristicas de regulación.

Con este fin la actividad dc la enzima se estudió en función de

la concentración de PEPa tree valores diferentes de pu: 6.85, 7.05 y 7.25.

Debe destacarse que para que los datos obtenidos fueran estrictamente com­

parables se utilizó una mismapreparación enzimática. Tambiénse tuvo la

precaución de medir el pH del medio de incubación antes y después de cada
determinación.

En la big.15 ce ve que las curvas obtenidas son mas cigmoides

cuando el pH aumenta. En efecto, a pH 6.85 la curva es hiperbólica indican
do que en estas condiciones la cinética de la enzima para el PEPes de ti­

po Michaeliane. Por el contrario, a pH 7.05 y 7.25 las curvas con cigmoides

y la activación por EDPes mas notoria que a pH u.85. Loc datos de este el

perimento son cualitatávamcnte similares a los expuestos en la Fiu.4.

Estou resultados demuestran claramente que las variaciones ficig

logieas de pu, que además son cercanas al óptimo de la enzima (Fig.3), modi

fican apreciablemente el efecto cooperativo homotrópico para el PEP

Los resultados experimentales expuestos en la Fig.15 se han exprg
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25 — Control

pH 725
P/RUVATOFORMADOmymoles/m/n

0 7 2

PEP (mM)

Fig. 15. Variación de la actividad de la piruvato quinasa hepática
tipo L en función de la concentración de PEP a pH 6.85, 7.05 y 7.25
en ausencia y en presencia de FDP0.1 mM.Las condiciones experimen­
tales fueron iguales a las doscriptas en la Fig. 4, excepto el pH del
buffer que varió comose indica.
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sado de acuerdo a la ecuación de Hill. En la Dig.l6 se puede ver que a pH

6.85 el valor de nH fue de 1.27.

Por el contrario, a pH7.05 y 7.25 el valor de nH fue de 1.5 y
1.8 respectivamente. La interacción cooperativa con el sustrato es mas mag

cada con el aumento de pH. En presencia de 0.1 mMde FDP el valor de nH es
prácticamente constante y cercano a la unidad.

A partir de estos mismosdatos se calculó la constante 80.5. El
valor obtenido fue de 0.30, 0.47 y 0.64 mMa pH 6.85, 7.05 y 7.25 respec­

tivamente en ausencia de FDP. Estos resultados demuestran que el aumento

de pu en un rango fisiológico disminuye la afinidad de la enzima por el PEP.

En presencia del activador el 80.5 fluctuó alrededor de 0.2 mmen todos los
valores de pH mencionados.

La inhibición de la actividad enzimática en función de la concen­

tración de ATPtambién se estudió en un rango de pH fisiológico. La concen­

tración de PEP elegida para este experimento fue de 0.5 mM.En la F15.17—A

se ve que a pH 6.85 la curva de inhibición por ATPes sigmoide. En estas

condiciones la enzima tiene efecto cooperativo homotrópico para ol inhibi­

dor. A pH7.25 la cinética de la inhibición es de tipo Michaeliana.

Loa datos han sido expresados según la ecuación de Hill modifica­

da comose indicó anteriormente (133). Se puede apreciar que el valor de nH
fue de 1.91 y 1.0 a pfi 6.35 y 7.2) respectivamente (Fi¿.17—B).

Estos resultados demucaLrantambién que pequeñas fluctuaciones del

pH del medio de incubación en un rango fisiológico producen cambios aprecia
bles en las caracteristicas cinéticas de la inhibición por ATP.

Variación del coeficiente nn x de la constante S0 5 de la piruvato guinasa
hepática tipo L para cl PEP en función del BH.

El valor del coeficiente de Hill y de la constante S0 5 para el
PEPquo ae obtuvo en los experimentos precedentes y en otros no expuestos se
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Gráficos de Hill calculados a partir de los datos aperi­
mentales expuestos en la F15. 15.
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.Fig. 17-A. Variación de la actividad de la piruvato quinasa hepática
tipo L en función de la concentración de ATPa pH 6.85 y 7.25. Las Cog
dicionou experimentales fueron iguales a las descriptas en la Big. 8,
excepto el pH del buffer que varió comoso indica. B. Gráficos de Hill
calculados a partir de los datos expuestos en‘g según la modificación
propuesta por Jensen y Nester (133).
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lo graficó en función del pH. En la Fig. l8-A se ve una correlación de

ambos parámetros con el aumento del pH del medio de incubación. En efecto

el valor de n? a pH 5.9 fue de 1.0, mientras que a pH 8.35 el mismoalega
26 un valor de 3.0. Este aumento está asociado con el de S ya que ambas0.5
curvas son paralelas.

Los valores de S, para el PEP en función del pH se analizaron
\u.5

según el métodc'dcscripto por Dixon y Webb(137). En la curva que se obtig

ne representando —log S en función del pH, se trazó dos rectas tangqgN0.5'
tes con pendiente do valor C y l (Eig.lU-B). Estus coinciden con la curva

experimental y se cruzan en un punto cercano al valor de pH 6.9, indicando

que en la interacción enzima-sustrato, participa un grupo ionizable que
tiene este valor de pK.

Por otro lado debido a la estrecha correlación que hay entre las

curvas de nH y de So 5 en función de pH en el rango estudiado entre 5.9 y
8.35 es posible suponer que un grupo ionizablo de LKcercano a 6.9 puede

estar asociado en el efecto cooperativo para el PEP.
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4 Í Í Ï

3- .3

2- -2
S0.5 nH

7- -7

Fig. 18-A. Variación de la constante So r y del coeficiente de Hillo)
de la piruvato quinaua hepática tipo L para el PEP en función del pH.
Las condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas cn la
big. 4, excepto el pH del buffer. Los distintos simbolos representan
datos obtenidos con preparaciones enzimáticas diferentes. B. Los mig
mos datos han sido graficados según el método de Dixon y uebb (137).
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Piruvato guinusa hepática Tipo .

Conose indicó anteriormente en la Introducción, en el hIgado

de rata en condiciones fisiológicas normales, la relación entre la act;

vidad de la piruvato quinaoa tipo L y tipo Mes aproximadamente 3.0. EE

to significa que ol 66fi de la actividad total esta representado por la

primera de ellas. Sin embargo, este valor no es constante si se tiene en

cuenta que el nivel do la isoenzima L es modificado por factores nutri­

cionales y hormonales (107).

Bajo ciertas condiciones, tal 00m0en la diabetes o durante la

gluconeogénesis provocada por La alimentación prolongada con dietas com­

puestas por un 96%de caseina, en las cuales el nivel de piruvato quina­

sa hepática tipo L disminuye apreciablcmente, la relación de actividad

entre ambasisoenzimas fluctúa entre 0.6 y 0.8 (107).

Teniendo en cuenta que en el higado de rata el nivel de la iso

enzima Mno se modifica por lu acción de estos factores, el hecho do que
la relación entre la actividad de ambas isoenzimas sea cercano o menor

que la unidad indica que enestas condiciones el 55-65%de la actividad

de piruvato quinasa hepática está representado por la isoenzima M(107).

A pesar de que este hecho es de gran importancia fisiológica,

las propiedades de esta enzima y su regulación por metabolitos no ha sido
aun estudiada.

Hasta el presente, debido a que la isoenzima Mtiene un campo;

tamiento cromatográfico e inmunológico idéntico al de la piruvato quina­

sa de músculo esquelético, cardiaco y cerebro de rata, y aunque existen

ciertas discrepancias en cuanto a la movilidad electroforática de las mig

mas (106,120) se ha aceptado que la isoenzima m tiene propiedades cinéti­
cas semeJantes a las de las cnai as mencionadas.
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rs04 estudios efectuado: con la piruvato quinasa de núsóulo

esquelético han denostrado que el valor del Kmde esta enzima para el PEP

fluctúa entre 0.06 y 0.08 mm(138).

Es importante tenor en cuenta que las medidas efectuadas en dis

tintos laboratorios han denostrado que la concentración intracelular de

PEP on el higado de rata en condiciones de gluconeogénesis fluctúa también

entre los valores anteriormente mencionados(91,139,140).

Si se acepta como válida la idea de quo la isoenzima Mde higado

de rata tiene un valor de Kmpara el PEPsimilar al indicado.para la piru­

vato quinasa de músculo esquelético, y se tiene en cuenta que ol nivel de

dicha enzima no fluctúa durante la ¿luconcogónesis, hay que suponer que el

PEPsintetinado en estas condiciones por la piruvato carboxilasa y PEPcar
boziquinasa Será convertido nuovanonto en piruvato.

Este razonamiento nos lleva a predecir que la isoenuima M, tam­

bién debe estar sujeta a algún tipo de control metabólico, de manera tal

que la síntesis de PEPa partir de piruvato sea efectuada permitiendo al

organiSuo adaptarse a condiciones fisiológicas o patológicas de gluconeo­

génesis prolongadas (ayuno, diabetes.o dietas hiperproteicae).

Recientemente se observó que la fonilalanina es un inhibidor de

la piruvato quinasa de músculo esquelético (141}. Trabajos efectuados en
nuestro laboratorio demostraron que esta enzima tiene propiedades alosté­

ricas (142,143). Estudiando el efecto inhibidor de la fenilalanina sobre
la actividad de esta enzima, se comprobóque bajo ciertas condiciones la

inhibición por este metabolitc es de tipo cooperativo y depende marcada­

mente del pH del medio de incubación. Cabe destacarse que el efecto de la

fenilalanina es completamenterevertido por cistoina, serina y alanine.

Teniendo en cuenta lo expuesto hasta ahora, el estudio efectua­
do con la isocnzima Mde higado de rata tuvo el siguiente propósito:
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a) determinar si la actividad de la mismaes regulada por
metabolitos.

b) aclarar si esta enzimatiene propiedades distintas a las

de la piruvato quinasa de músculo esquelético.

Los estudios efectuados fueron los siguientes:

Efecto del ph sobre la actividad de la piruvato quinasa hepática tipo b.

El pH óptimo de la enzima se determinó en presencia del buffer

Tris-maleato y a una Concentración de 2.5 mmde PEP y ADPrespectivamen­

te. Ademásla actividad se midió a una concentración de 0.2 mmde PEP en

ausencia y en presencia de 0.1 mMde FDP.

Los resultados expuestos en la Fig.l9 demuestran que el pH óp­

timo de la piruvato quinasa tipo mfluctúa entre 6.8 y 7.2. Estos valores

están dentro del rango de pH intracelular hepático (134-136). Se puede

apreciar además que el agregado de rTP a la mezcla de incubación no modi­

fica la actividad de la isoenzima Men ninguno de los valores de pH indi­
cados.

La falta de activación de la piruvato quinasa hepática tipo M

por el FDPdifiere marcadamente de lo observado con la ieoenzima L.

Variación de la actividad de la piruvato quinasa hepática tipo Men fun­

ción de la concentración de PEP l ADP.

La posibilidad de que la piruvato quinasa hepática tipo My la

enzima de músculo esquelético tuvieran propiedades cinéticas similares fue
estudiada.

La constante de Michaelis para el PEP de la isoenzima Mse dote;
minó midiendo la actividad enzimática en función de la concentración de

este sustrato a pH 7.5 y en presencia de 0.4, 0.8 y 2.4 mmde ADPrespec­

tivamente.
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P/RUVAÏOFORMADOmymo/es/m/'n

Fig. 19. Efecto del pH en la actividad de la piruvato quinasa heyática
tipo M. Las condiciones experimentales son las descriptus en Materiales
y Métodos, excepto la concentración dc PEP y ADPque fue de 2.5 mn y del
pH del buffer que varió comose indica. La curva inferior representa al­
gunas determinaciones efectuadaz a un nivol de PEP de 0.2 mn en ausencia
y en presencia de FDP0.1 mn.
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Los resultados de este experimento se han graficado en la Fig.20

de acuerdo a la ecuación do Lineweaver-Burk (132). Se puede ver que le re­

lación entre la inversa de la velocidad inicial y de la concentración de

PEPes lineal, lo cual indica que la cinética de la enzimapara este sus­

trato es Eichaeliana. El valor de nmque se obtuvo en estas condiciones fue
de 0.13 mx.

¿l hecho de que a concentraciones distintas de AD?el valor de la

im para el PEPsea constante indica que la afinidad de le enzima por este

último sustrato no se modifica por cambios en la concentración del otro.

Debidoa que la letarminuCión anterior de le actividad enzimática

sc efectuó en función de lu concentración de 0.08, 0.1, 0.2, 0.4 y 1.0 mK

de PEPy a 0.4, 0.8 y 2.4 mmde ¿DP las curvas de velocidad inicial obteni­

das sc representaron en función de le concentración de este último sustra­

to pero en este caso a cinco niveles diferentes de P"‘, obteniéndose una {a
milia de cinco curvas. “stes resultados han sido expuestos en le Bï6.21 se­

gún la ecuación de Lineweaver-burk (132). En este caso la relación entre la

inversa de la velocidad inicial y de la concentración de ¿DP también fué

rectilínea. El valor do la Kmpara el ADPfue de 0.7 mn.

Los valores de la Kmde la isoonzisa Mde hígado para cada uno de

los sustratos fué también calculado a una concentsación infinita del otro,
obteniéndose resultados similares a los mencionados. Esto se puede apreciar

en las rectas que hen sido marcadas con líneas de puntos en las Fia.20 y 21.

Estos resultados están de acuerdo con un mecanismosecuencial de

reacción, en el cual los sustratos su unen a la enzima en forma rápida y al
azar.(l44).

Efecto de distintos metabolitos en la actividad de la piruvuto guinasa hepá­

tica tipo M.

El efecto de diferentes notabolitos sobre la actividad de la piru­
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Fig. 20. _Variaciónde la actividad de la piruvato quinasa hepática tipo
Men función de la concentración de PEP a diferentes niveles de ADP.En
líneas puntoudas se ha representado la curva a concentración infinita de
ADP(calculada de la ordenada de la Nig. 21). Las condiciones experimen­
tales son las doscriptaa en Materiales y Métodos, excepto el buffer que
fue TES-TNA100 mn y la concentración de ADPque fue de 0.4, 0.8 y 2.4
mmrespectivamente como se indica.
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Fig. 21. Variación de la actividad de la piruvato quinasa hepática tipo
m en función de la concentración de ADPa diferentes niveles de PEP. En
lineas punteadas se ha representado ¿a curva a concentracion infinita de
Pur ¿calculada de la ordenada de la Fig. 20). Las condiciones cxperimenfig
les fueron iguales a las descripias en la Fig. 20, excepto la concentra­
ción de PEP que fue de 0.08, 0.1, 0.2, 0.4 y 1.0 mMrespectivamente como
se indica.
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vano quimica ue.átiCa tiyu A L2 chuuió en presencia de una conce.:ración

de rú++, PEPy ¿JP ue 3.0, 0.19 y 0.5 mí respectivamente. Li elección del

nivel de ambos sustratos cercanos al valor de la km, cago también la con­

centración de M5++,tuvo cono propósito detectar y magnificar cambios en

la actividad de esta enzima, producidos por la presencia de los metaboli­
tos unre¿ados.

Los resultauos de cute e¿p¿:iuento se han oxyucsto en la Tabla 6

y han sido expresados cono yorccntu¿o ue activiuad. ue puede apreciar que

el aureñado de 5.0 mE de ALE, Uhr y ¿FP a la mencla dc incubación produce

una inhibicion de la activiuad que varia entre 40-60p dependiendo del nu­

cleósido trifocjato. A concentraciones de 1.0 nmninguno de estos metaboli

tos fueron inhibidores. ¿fectos muchomenores se obserlaron para los este­
res fosfo:icos y cl Pi.

El agregado de 1.0 y 5.0 mx de Ca.++a'la mezcla de incubación,

produce un 44 y 752 de inhibición respectivamente, mientras que el citrato

únicanente tuvo un efecto do un 41} a una concentración de 5.0 mm. Debe ¿eg

tacarsc que lo; niveles de citrato y ATPque ,roducen una inhibición de la

isoenzima 4 de hígado en estas condiciones son superiores a la concentración

intracelular de los mismosen este teJido (140,145).

. ‘ ++ . .. . . . . .Efecto del ATP,Citrato y La en li actiVidad ue la piruvato uuinasa negá­
++

tica ti o K a diferentes cencentracione; de M"

Bs conocido por diferentes trabajos que la inhibición de la ac­

tividad de la enzima de músculo esquelético producida por el ATPy citrato

se debe a una disminución de la cencentrución de Hg++libre (146,147).

Por otra parte DigraVe (148) demostró que el Ca++inhibe a dicha

enzima y a la piruvato quinaSa de cóluias de tumor ascItico en forma compe­
. n Ititiva con respecto al ha .

En base a estos datos, se consideró importante determinar si el
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TABLA VI

Efecto de distintos metabolitos en la actividad do la niruvato__———_—_—__-—A————

guinasa hepática Tipo M

Las Condiciones eXperimontaies son las descriptas on Materiales

y Eótndos, axaopto oi bugfer quo fue TES-TA 100 mn y la concentración de
++

PEP, ADPy Lg quo fueron de 0.13, 0.5 y 5.0 respectivamente.

I-lotabolitos Concentración (mI-E) Actividad (5.3)

Control-a- ___ 100

ATP 3.o 4o

UTP 5.0 49

G’l‘P 9.o 62

¡LI-{P 1.o 100

3'5‘ AMPcíclico 1.0 100

UDPG 1.0 86

Uï-ïP 1.o 95

Dm 1.o 9o

3-PGA 5.o 75

G-G-P 5.o 100

II‘DP 0.1 100

P-creatina 1.0 95

Carbamil-P 1.0 75

Pi 5.0 95

003mm 10.0 9o
Citrato 5.0 59

Ca++ 1.o 56

Ca” 9.o 25

g La actividad en ausencia do metabolitos fue de 15.0 mumoles do piruvg
to formado por minuto.
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efecto de estos metabolitos sobre la actividad de la iuoonuima Mde hígado

de rata tienen una eXplicación similar. Coneste fin el efecto do los mie­
q . u u vlmos fuó estudiado a tres niveles diferentes de mg .

En la Tabla 7 ee puede apreciar que la inhibición producida por
_ H ' H +w- '_ H ++ H.ei aTr, Citrato y ca es muy marcada a 0.9 un de nd . ni aumento de la

concentración de este catión a 2.) y lo mL, revierte marcadamentecl efec­
to de estos mutaboiitos.

Loc resultidou eigueutoc indican claramente quo la inhibición de

la piruvato quinasa hepática tigo A producida por la presencia de estoszmg
tabolitos co debe principalmente a uni disminución en la concentración de
.++. q . —."’+ . . . .ng libre. al ciccto dei La J Citrato tiene interés baJo el punto de

vista regulador, ya que también modifican la actividad de otras enzimas ¿lu
coiIticas til comola hexoquinaua (45) y la PFL (149).

Efecto de diotinton aminoácidos en la actividad de la Biruvato guinaaa he­

pática tigo Mv de músculo esguelético.

Teniendo en cuenta el hecho de que la enzima de músculo esquelé­

tico ee inhibida específicamente en forma aloetórioa por fenilalanina y que

este fenómenoes revertido selectivamente por al¿unos aminoácidos (cieteí­

na, serina y alanina) se consideró de interés:

a) determinar si estos metabolitos producen algún cambio en la

actividad de la isoenzima Mde hígado.

b) establecer posibles diferencias en el comportamientofrente a
los aminoácidos entre esta enzima y la de músculo esquelético.

Las condiciones de incubación de este experimento fueron simila­

res en ambos casos con excepción do la concentración de ADPy PEP que fuc­

ron cercanas al valor de la Kmdo cada una de las enzimas mencionadas.

La piruvato quinasa de músculo esquelético fue purificada por org
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TABLA VII

.. .. ..- ¡.. ¡¡.' . .‘ . . .Electo deL ATB)Llurato y La on la aot1v1uau de la plruvato gulnasa

__++hepática Tipg ma diferentes concentraciones do h!

Las condiciOucs experimentales fueron i¿ualos a las descrip­
. ,. . .. ++ . . ­tas en la Tabla 6, excepto la ooncontrac1ón de ng que luo de 0.3, 2.)

y lO mnrespectivamente.

Metabolitos

1-1g++ Control Ca++ A'l'P Citrato

(mi-í) 1 mu 5 mI-I 1 mII r2 mn 1 mIí "3 m}:

0.5 100 (5.2)3 42 4 48 2 7o 6

2.5 100 (13.2)EL 58 31 84 20 92 62

10.0 100 (13.4)a 95 55 97 78 96 100

.5 La actividad en 4usencia de metabolitos hu sido expresada en+2u moles
de piruvato formado por minuto para cada concentración de Hg .
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matografia en columnado ¿efadex 6-25 de igual características (dimensio­

nes y solución de equilibración) que la utilizada durinte la purificación

de la isoennima Mde hígado como se indicó en Hateriales y Métodos. De

esta forma ee eliminó totalmente ol sulfato de amonio que contienen las

preparaciones comerciales de esta enzima.

Los resultados obtenidos se nan expuesto en la tabla 8.y se ex­

presaron comoporcentaJes de actividad enzimátiCu. Comose puede apreciar

los mismos demuestran en forma clara dos hechos importantes. Uno de ellos

es que la presencia de algunos aminoácidos tal comola alanina, troonina,

valine, prolina, tirosina y triptofano inhiben marcadamente(SO-70;) la ag

tividad de la piruvato quinasa hepática tipo Msin afectar a la de la ens;
ma de músculo esquelético.

El otro, demuestra qUula fonilalanina es el único aminoácido

que inhibe la actividad de ambas enzimas cn forma apreciable, aunque a con
centraciones bajas del mismotal como1.0 mEsolamente es inhibida la iso­

enzima Mde higado.

Por otra parte se vió que tanto esta última, comola piruvato qui

naaa de músculo esquelético no modifican su actividad en presencia de aming

ácidos estructuralmente semejantes a la alanina, tal comola serina y cistei
na.

El hecho de que ambas enzimas sean inhibidas en forma diferente

por a.5unos aminoácidos, sugiere junto con la distinta movilidad electrofo­
rética mencionadaanteriormente que en los tejidos de rata existen al menos

doo tipos de piruvato quinaea M.

Variación de la actividad de la DiTUVJtOquinasa hepática tigo E en función

do la concentración de PEPen presencia de alanina 1 fenilalanina.

El papel de la alanina y otros aminoácidos comoprecursores glucg

neogénicos ha sido comprobadopor numerosos trabajos de investigación (150­

155).
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diferentes aminoácidos en la actividad do la piruvato quinasa

hepática Tipo nggdofigfiuculo cqgucldtico

Las condiciones eXperimcutalcs fueron iguales a las dcocrip­

bí¿.23 con excepción do la concentración dc PEP y ADPque fue

de 0.15 y 1.5 mmrespectivamcnue.

E.

Aminoácidos Concontrución Hígado húnculo

( mu) Tigo ¡.1 Tigo M

Control-É — 100 100

Fenilalanina l 41 95

Fenilalanina 5 8 21

Alanina l 53 lOO

Alanina j 45 103

Valina 5 56 100

Troonina 5 53 98

Prolina 5 50 102

Tirosina ¿.5 49 103

Triptofano b 31 94

Glutamato b 73 76

Serina 2 lO lOl

Cisteína 2 lO 100

La actividad en ausencia do aminoucidos fue do 8.0 y 33.0 mu moles
de piruvato formado por minuto para la enzima dc higado y do múscu
lo esquelético respectivamente.
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iecientemente, Schonery col.(9l) y Llorente y col.(l57) donos­

traron que la alanina es un inhibidor alostérico de la piruvato quinasa

hepática tipo L y propusieron que este metabolito podria controlar la ac­

tividad de esta enzima "in vivo" ya que bajo ciertas condiciones de glucg
neogénesis comodespués de la administración de glucocorticoides el niVel

de este aminoácido aumenta marcadamente (91).

Considerandoque la actividad de la piruvuto quinasa hepática

tipo h es también inhibida por alanina (Tabla Ü) se consideró de interés
estudiar el efecto de este metabolito en la cinética de esta enzima con

respecto al PEP.

Por otra parte, dado que la fenilalanina es un precursor gluco­

neogénico y ademásun inhibidor alostérico de la piruvato quinasa de mueca

lo esquelético, se efectuó un estudio similar pero en presencia de este qe
tabolito.

Con este rin la actividad encimática se midió a pH 7.5 en fun­

ción de la concentración de PEP a un nivel de 1.5 mi de ¿DP en presencia

de 1.5 m3de alanina. La curva control se determinó en ausencia de este
aminoácido.

El efecto de la fenilalanina se estudió oeparadamenteen condi­
ciones de incubación similares a la anterior a una concentración 2.0 mmde

este metabolito.

Los resultados obtenidos se han expuesto en las bï¿.22 y 23. Se

puede apreciar que la cinética de la piruvato quinasa hepática tipo Mcon

respecto al PEPen ausencia y on presencia de alanina o fenilalanina es

Michaeliana. Por otra parte, también se demuestra que el agregado de estos

aminoácidos a la me¿ola de incubación producen un marcado cambio en el va­

lor de la Kmy de la Vmax,indicando el carácter mixto de la inhibición
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Fig. 22. Variación de la. actividad. (le la piruvato quinasa hepática tipo
Men función de la. concentración de PEP en augencia y en presencia de 1.5
mMde alanina. Las coadieiones experimentales fueron iguales a. las desearia
tas en la. Fig. 20, excepto la concentración de ADPque fue de 1.5 mili.
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Fig. 23. Variación de la actividad de la piruvato quinasa hepática
tipo Men función de la concentración de PEP en ausencia y en preseg
cia de 2.0 mmde fenilalanina. Las condiciones experimentales fueron
iguales a las descriptas en la Fig. 20, excepto la concentración de
ADP que fue de 1.5 mM.



-85­

con respecto a dicho sustrito.

En efecto, en ausencia do estos aminoácidos el valor de la nm

para el PEP fue de 0.18 mm. Por el conLrario en presencia do 1.5 mmde

alanina y 2.0 mmde fenilalanina respectivamente, el valor de la kmpara

el PEP aumentó en ambos casos más du siete veces.

Variación de la actividad de la piruvatg_guinasa hegótica tigo mon fun­

ción de la concentración de alanina 1 fenilalanina.

La cinóticu de la inhibición de la isoenzima Mde hígado por

alanina y fenilalanina fue estudiada midiendola actividad enzimática en
función de la concentración de estos metabolitos. Esto se consideró de

interés, ya que la fenilalanina es un inhibidor alostérico de la enzimade
músculo esquelético.

La concentración de PEPy ¿DP elegida para este experimento fue

en el valor de la kmde la enzima para cada sustrato.

En la Fig.24 se muestra que las curvas de actividad enzimática

en función de la concentración de alanina y fenilalanina son hiperbólicas

indicando que la inhibición por estos aminoácidos es de tipo Michaeliano.

El nivel de alanina y fenilalanina necesario para producir un efecto del

50} de inhibición fue de 0.06 y 0.11 mMrespectiVamente.

Los resultados expuestos contrastan marcadamentecon los obser­

vados en este laboratorio con la piruvato quinasa de músculo esquelético,
la cual en-estas condiciones tiene marcadoefecto cooperativo homotrópico

para la fenilalanina. Además,el valor de 10.5 para este inhibidor fue lO
veces mayor (1.0 mn).

Es importante destacar que la curva de inhibición de la isoenzi
ma Mpor alanina no llega a un valor del 100%aun a niveles muyaltos de

este metabolito. El hecho de que la enzima sea parcialmente inhibida por
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Fig. 24. variación de la actividad de la piruvato quinusa hepática tipo
Men función de la concentración de alanina y renilalanina. Las condicio­
nes experimentales fueron iguales a las doscriptas en la. Tabla 8.
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alaninu indica que este efecto no se debe a ¡ue dicho aminoácido eompita
con los sustratos por un miemositio de unión.

Efecto del RHen la actividad de la Biruvato quinaea hegótica tipo Men au­

sencia x en Efesencia de alanina z fenilalanina.

Teniendo en cuenta que la inhibición por fenilalanina de la pi­

ruvato quinaea de músculo esquelético depende marcadamente del pH del me­

dio de incubación, se consideró de interés estudiar si el efecto inhibi­
dor de la alanina y fenilalanina en la isoenzima Mde hígado es también

dependiente del pH.

Coneste fin la actividad enzimática se midió a una concentración

de 0.15 mu de PEP y 1.5 de AUP.Los niveles de alanina y fenilalanina se

eligieron do manera tal de obtener aproximadamenteun 50; de inhibición y

fueron de 1.0 a 0.5 mHrespectivamente.

Los resultados de este experimento se han expuesto en la Fi5.25-A.

Se puede apreciar que variaciones en el pH del medio de incubación no modi­

fican el efecto inhibidor de estos aminoácidos en la isoenzima n de higado.

En efecto, cuando los datos fueren representados comoporcentaje de activi­

dad se vió que el mismofue constante en todos los valores de pH indicados

(ri¿.25-B).

Por el contrario, cuando co efectuó un estudio similar con la en­

zima de músculo esquelético en presencia de fenilalanina, se observó una

diferencia bien clara con los resultadou obtenidos con la isoennima mde hi:
gado.

Efecto de la alanina Mtreonina en la inhibición por fenilalanina de la pi­

ruvato guinaea hepática tipo H 1 de mfieculo eeguelético.

Debidoa que la alunina revierte la inhibición por fenilalanina

de la piruvato quinasa de músculo esquelético y que la alanina también inhi­
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Fig. 25-A. Efecto del pH en la actividad do la piruvatc quinaea hepa­
tica tipo Men ausencia y en presencia de alanina y fenilalanina. Las
condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas en 1a Tabla
8, exoepto el pH del burfer que varió como se indica. “BS-TNAy TES-TNA
se emplearon como bufferes a una concentración de 100 mM.El primero de
ellos se lo utilizó para las determinaciones en el rango ácido y el otro
en el alcalina. El nivel de alanina y fenilalanina fue de 1.5 y 0.5 mm
respectivamente. B. Porcentaje de inhibición de la actividad de la isoeg
zima Mde higado y de músculo sequelótico por la alanina y fonilalanina.
a diferéntes valores de pH: (X) Efecto de la fenilalanina en la enzima de
músculocsquelotico. (Á) y efecto dc la alanina y l'cnilalanina en
la isoonzima H de hígado.
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be a la icoencima L de higado se consideró interesante efectuar un estudio

comparativo con estos aminoácidos entre ambas enzimas tratando de estable­

cer otras diferencias. Tambiénse estudió el efecto de la treonina en la

actividad de las miamas. Las condiciones de incubación y el nivel de amiig
ácidos fue igual a las empleadas en los experimentos OlpU‘UtOSen la Tabla

Ue

En la ri¿.26 se han expuesto los resultados obtenidos. se puede

ver que la alanina y treonina revierten la inhibición por renilalanina en

l s dos enzimas pero en el caso de la isoenzima ü de higado, la reversiónn)

fue parcial. Este eXperimentoconstituye una evidencia de que los aminoáci­

dos que modifican la actividad de la isoenzima hepática ejercen su efecto

unióndose a un sitio alostárico común, comose discutirá mas adelante.

Efecto de la serina z cisteIna en la inhibición de la giruvato guinasa

hepática tigo h Ber al¡unos aminoácidos.

Comese demostró anteriormente, la eerina y ciuteIna no modifican

la actividad de la isoenzima A de hígado. Sin embargo, el hecho de que ambos

metabolitos sean eS'rueturalmente similares a la alanina, su¿irió que si bien

no actuaban comoinhibidores podrían revertir la inhibición producida por QE

nilalanina, alanina y otros aminoácidos.

Conviene mencionar que en la piruvato quinaea de músculo esqueléti

co (comose demostró en este laboratorio) la alanina, serina y cisteína re­
vierton totalmente la inhibición de esta encimapor fenilalinina.

La actividad enzimática se midió en ausencia y en gresencia de al­

gunos aminoácidos y en presencia de 2.0 “H de serina y cisteIna.

Los resultados de este exyerimento Se muestran en la Tabla 9. Se

puede ver que la presencia de cerina y cisteIna no modifican en absoluto la

actividad de la enzima, mientras que otros aminoácidos tal comoalanina, fe­
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TABLA JA

Eiccbo dc la u;rinu y cistcína cn la inhiLición dc la piruvato quinasu

hcnfiLicu Tiyo J nor albumes aminoácidos

Las condiciones CZQOEiMUHLalCSfueron iguulus u las encrip­

tas en la Tabla La

Aminoácidos Concentración —-— 2 ml Scrinu 2 m” CiuLcInu

ConLrol -- 100 103 93

Alanina io 4 5 64 04

Fcnilalanina b 8 54 70

Valina b 56 72 72

Valina lO 29 79 72

Treonina 5 94 68 65

Treouina lO 49 65 79

Proliua y 50 86 61

a La actividad o“ uuscuciu dc aminoácidos fue dc 7.0 mu mol‘s dc pl
ruvato formado por minuto.
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nilalanina, prolina, valina. y troonina producenuna inhibición de la ac­

tividad enzimática de un 40-905. Por el contrario, el agregado simultáneo
de los mismoscon serina o cisteina revierte totalmente el efecto inhibi­

dor de los mismos.
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Pirdvato quinasa de corteza renal

Comose señaló en la introducción, en le corteza renal de rata

también se demostró la presencia de ieoenzimas de piruvato quiuasa (104­

107,120). din embargo, y a pesar de que las mismaspodrían representar

un sitio importante de regulación metabólica, sus propiedades cinéticas

no han sido estudiadas hasta el presente. Debeademás destacarse que al­

gunos resultados previos obtenidos con extractos crudos en diferentes la

boratorios, no son coincidentes respecto al efecto del EDPsobre la act;
vidad de estas ieoenzimas (105,107).

Considerando que la corteua renal es el otro tejido en el cual

se efectúa la ¿luconeogenesis en los mamíferos, el objetivo de este tra­

bajo fue también estudiar algunas de las propiedades reguladoras de las

isoenzimas presentes en este tejido, tratando por otra parte de estable­
cer si las mismastienen carzcterísticac similares a las de la piruvato

quinaea hepática tipo L y tipo E descriptas anteriormente.

áegaración de las iuoenzimae de piruvato guinasa de corteza renal.

Debidoa que la separación de la piruvato quinasa hepática tipo

L y E a partir de un sobrenadante de 100.000 15 de este tejido se puede
efectuar mediante cromato5raría en columnas de DEAE-celulosa, se decidió

utilizar este métodopara establecer la presencia de iuoenzimas en la coa
taza renal. El homogenato de cute tejido fue preparado del mismomodoque

el de hígado como se indicó en Materiales y métodos con excepción de la

concentración de ¿DTAde la solución buffer utilizada, que fue de 5.0 un.

Luego de la centrifugación a 100.000 Ig las sales y compuestos de bajo

peso molecular se los eliminó por cromatograiía un columna de Sefadex 6-25

equilibrado a pH 7.5 como se indicó en Materiales y Aétodos.

El sobrenadante de corteza renal que contenía en total 22 mili­
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gramos de proteína con una actividad especifica de 1.8 unidades/m5., fue
adsorbido a una columna analítica de DEAE-celulosa de 12 mm. de diametro

y 150 mm.de altura equilibrada con una solución buffer igual a la emplee

da en la columna dc Jefadex c-25 (ver ¿atoriales y «¿todou). Después de

la aduorción, la columna se iavó con 50 ml. de la solución LUIÏBI de eqdi
librio.

La elución se efectuó haciendo pasar un gradiente lineal de CiK

entre 0 a 250 mm,con la solución buffer de equilibrio. El flujo dc la cg

lumna se ajustó en 2 ml. por minuto. Los volumenes correspondientes al la

vado y gradiente se recogieron Cu oo fracciones de 2 ml. cada una. La ac­

tividad enzimática se midió coiorimótricamcnte.

El perfil de elución cromatográfica de este exyorimento se mueg

tra en la Fig.27. Comose puede ver, el primer pico de actividad o piruvg

to quinasa I eluye-de la columnacon la solución buffer de equilibración

y representa un 70%de la actividad enzimática. Esta fracción es completa

mente separada del segundo pico o piruvato quinasa II, el cual eluye a

120 mmde Clk. Las características cromatonráficau de estas enzimas es e;

milar a las descriptas por uanaka J col. (107) para la piruvato quinasa
hepática tipo L y tipo M. Sin embargo, la relación de actividades entre
las enzimas de Corteza renal es distinta a la descripta en el hígado (107).

Eeniondo en cuenta que en el higado las isoenzimas de piruvato

quinaaa difieren marcadamentereapecto de la activación por el FDP, se eg
tudió con esta mismapreparación el efecto de este metabolito sobre las

formas I y II de corteza renal.

.Con este fin la actividad del perfil de ambostipos se midió a

un nivel de 0.8 mk de PEP, a pH 7.5 en anuencia y en presencia de 0.1 mm

de FDPe

Se puede apreciar que ambas enzimas tienen propiedades distintas
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pues el FDPúnicamente produjo activación en la forma II (Fi¿.28).

El resultado de los dou experimentos presentados (Fig.27 y 28)

indica claramente que en la corteza renal existen dos formas de piruvato

quinasa, las cuales tienen aparentemente algunas caracteristicas semejag
tes a las de las isoenzimas de higado.

Es importante destacar que simultáneamente con este experimento

se efectuó otro en condiciones similares con médula renal, la cual es un

tejido predominantementeUlucolItico (158). El perfil cromatográfico de
la columna de DEAE-celulosa demostró únicamente la existencia de un solo

pico que eluye comola forma I de corteza. El FDPno tiene efecto sobre

esta enzima, y cuando se incubó la zona del gradiente correspondiente a
la zona de elución de la forma II de la corteza en presencia del metabo­

lito mencionado, tampocose detectó actividad (resultados no expuestos).

Este resultado sugiere que la presencia de isoenzimas de piruvg
to quinasa regulable por FDP(igual que la forma L de higado) puede estar

relacionada al proceso gluconeogénico.

Efecto del ATPy el FDngnrla actividad de la piruvato quinasa de corteza

renal I x II a distintos valores de pH.

Conel fin de establecer otras diferencias entre los picos I y

II de piruvato quinasa de corteza renal, el efecto del ATPy FDPse est!
dió a distintos valores de pH. Debodestacarse que en el higado de rata

únicamente la isoenzima L modifica sus propiedades por variaciones en el

pH del medio de incubación.

El nivel de PEP en este experimento fue de 1.0 mm.La actividad

se midió en ausencia y en presencia de 1.0 mmde ATP y 0.1 mMde FDP a pH

5.9 y 7.5 respectivamente.

Los resultados obtenidos se han presentado comorelación de ac­
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191g.28. Efecto del MDPen la actividad (le la piruvato quinasa
de corteza renal I y II. Las conaiciones experimentales son las
descriptas on L’iateriales y luótodos, excepto la. concentración de
PEP que fue de 0.8 mm.La actividad enuimática se midio colorimg
tricaxncnto en ausencia y en presencia de FDP0.1 mL].
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tivación, inhibición y reactivación, Comose indica en la Eic.29. Se puede

apreciar que a pH 5.9 el ATPy el EDPcarecen de efecto sobre la actividad

de estas enzimas. Por el contrario a pfi 7.5 estos metabolitos producen una

marcada inhibición y activación del pico II. La presencia simultánea de FDP

y ATPbloquea el efecto inhibidor de este último. Los mismos no modifican

la actividad del pico I.

Proniedades cinética: de la piruvatc quinaga de corteza renalh;_1;ll._—.—_—

Las características cinéticas de ambasformas de piruvato quinasa

de corteza renal con roupecto al PEP se estudiaron en ausencia y cn presen­

cia de ATP y EDP.

Coneste fin las enzimas se prepararon por fraccionamiento con sul

fate de amonio. La forma I precipita entre 55-703 de saturación, mientras

que la forma II entre 30-453. Luego se las purificó mediante cromatografía

en columna de DEAE-celul sa (forma II) y CM-celulosa (forma I) respectiva­

mente, comose indicó en Kateriales y ¿6todos para las isoenzimas de hígado.

Los resultados obtenidos se expresaron mediante la ecuación de

Hill y se los ha eInuesto en las 116.30 y 31. Se puede apreciar que las ca­

racterísticas cinéticas de la formaII son similares a las de la piruvato

quinasa hepática tipo L. En efecto, a pu 7.5 la encima tiene un marcado e­

fecto cooperativo homotrópico gara el PEP. En presencia de 2.0 un de ATP

la interacción con el suutrato aumenta marcadamente. Los valores de nfl ob­
tenidos en estan condiciones fueron de 2.98 y 3.4 respectivamente. El agre­

gado de 0.1 mMde Fr? anuia el efecto cooperativo para el PEP y el valor de

nB fue do 1.0. Aston metabolitos también modifican la afinidad de la enzima

por este sustrato, lo que se ve por cambios en el valor de la constante 50.5
comose indica en la Fig.30.

Los resultados obtenidos con la forma I (libre de anolasa) se ex­

pone en la Eig.3l. ¿e puede ver que esta enzima tiene efecto cooperativo ng
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Fig. 29. Efecto del ATPy MDPen la actividad de la piruvato quinasa
de corteqa renal l y II a pH 9.9 y 7.5. Las condiciones experimentales
son las doscriptas en Materiales y Métodos, excepto el pH del buffer y
la concentración de PEP que fue de 1.0 mM.El nivel de ATPy EDPfue de
2.0 y 0.1 mMrespectivamente. Los datos obtenidos so han representado
mediante las relaciones de inhibición, activación y reactivación, ias
cuales so expresan comose indica.
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Big. 30. Variación de la actividad de la forma lI de piruvato quinasa do
corteza renal en función de la concentración de PEP en ausencia y en presqg
cia de ATP 2.0 mMy FDP 0.1 mMcomo se indica. Las COJdiCiOHGSexperimenta­
les fueron iguales a las descriptas cn la Fig. 12. Los datos obtenidos han
sido graficados de acuerdo a la ecuación de Hill.
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Fig. 31. Variación de la actividad de la forma I de piruvato quinasa de
corteza renal en función de la concentración de PEPen ausencia y en pre­
sencia de AEP 2.0 mn y EDP0.1 mma pH 6.8 y 7.5 como se indica. Las con­
dicionos experimentales fueron iguales a las doscriptas en la Pia. 12, QE
cepto que en una de las curvas el pH fue 6.8. Los datos obtenidos han si­
do ¿ruficados de acuerdo a la ecuación de Hill.
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motrópico para el PEP. El valor de nH fue de 1.8.

Por el contrario a lo ouservado con la forma II, el agregado de
ATPy EDPno modifica la interacción de la forma I con su sustrato. En e­

fecto, el valor de nH en presencia de estos metabolitos fue el mismo. Tam
poco hubo cambios en la afinidad de esta enzima por el PEP.

Debido a que a pH 6.8 la forma II no tiene efecto cooperativo ng

motrópieo para el PEP (como se verá más adelante), se determinó si cambios

en el pH del medio de incubación modifican la interacción de la forma I con

este sustrato. El resultado de este experimento también se expone en la Fig.

31. Se puede apreciar que a ph 6.8 y .5 el valor de nfi fue i¿ual, modifican
dose solo ligeramente la afinidad de esta enzima por el PEP.

Experimentos realizados previamente al estudio cinético mencionado

demostraron que la alanina inhibe la actividad de la forma I y II de piruva­

to quinasa de corteza renal. El efecto de este metabolito sobre las caracte­
risticas de las curvas de saturación para el PEPde ambasenzimas fue estu­

diado.

Los resultados obtenidos se eXpresaron de acuerdo a la ecuación de

Hill y Be los ha expuesto en la Tabla lO. oc puede apreciar que el agregado

de alanina aumenta marcadamentela interacción cooperativa de la forma II

con el PE . El valor de nH obtenido en ausencia y en presencia de este aming
ácido fue de 2.98 y 3.7 respectivamente. La afinidad de la enzima por el sui
trato también disminuyó en presencia de este metabolito ya que el valor de

la constante So 5 aumentó de 1.7 a 3.4 m3.

La adición de 0.1 mEde EDPrevierte completamente ol efecto de la

alanina sobre la forma II. En estas condiciones la enzimano tiene efecto

cooperativo homotrópico para el PEPy su afinidad por este sustrato aumenta

marcadamente. El valor de nB fue de 1.3 y el valor de la constante So 5 fue
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TABLA A

71-0,¿iccto de la alanina y FD? en la curva do saturación del PEPde las formas

I y II do piruvato quinuca de corteza renal

Las condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas

on la F15.15. La concentración de aluuinu fue de 0.2 m“ y 1.0 mupara luu

formas I y II respectivumcnte. Estos niveles producen un efecto do un 50;

al valor do SO r para el PEP do cada una de las isoonzimas mencionadas.o)

Ectubolitos forma I”É Forma II2

“o. 5 (mI-1) “11 “o. 5 (mi-í) "11

Control 2.1 1.72 1.7 2.98

+ Alaninu 3.6 1.96 3.4 3.7

+ Alaninu 4 MDP 3.6 1.96 0.13 1.3

g Los datos expuestos fueron calculados ¿ruficundo los resultados obteni­
dos según la ecuación de Hill.
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de 0.13 mErespectivamente.

Los resultados expuestos demuestran que la alanina y el A”Ppro­

ducen cambios similares en las propiedades de la forma II de piruvato qui­

nasa de corteza renal, los cuales son revertidos completamente por el FDP.

Por el contrario, la alanina no aumentala interacción eeeperati

va de la forma I con el PEP ya que los valores de n11obtenidos en ausencia
y en presencia de este aminoácido fueron casi iguales. Sin embargo, la ala
nina disminuye ligeramente 1a afinidad de esta enzima por el sustrato. El

valor de la constante aumentó de 2.1 a 3.6 mH. El agregado de 0.1 mmC‘

“0.5
de FDPcomose vió anteriormente no tiene ningún efecto sobre la actividad

de esta enzima.

Los datos expuestos permiten concluir que las formas I y II de

piruvato quinasa de corteza renal también difieren en su comportamiento

frente a la alanina. Por otra parte, el fecto de este aminoácidosobre la
forma II es similar al descripto por Schonery col.(91) con la piruvato

quinasa hepática tipo L.

Efecto del RHen las propiedades reguladoras de la forma II de la piruvato

guinasa de corteza renal.

Teniendo en cuenta que el pH intracelular del riñón varía entre

6.7 y 7.4 (159,160) fue de interés estudiar si cambios similares en los va

lores del pH del medio de incubación producían modificaciones en las propig
dades de la forma II de piruvato quinasa de corteza renal con respecto al

PEP. Tambiénse estudió las características cinéticas de la inhibición por
ATPen condiciones similares.

Los resultados de estos experimentos se expresaron de acuerdo a

la ecuación de Hill y se los expone en la Tabla ll. Se puede apreciar que

a pH 6.8 y 7.3 los valores de nII fueron de 1.3 y 2.2 respectivamente, lo
cual indica que la interacción cooperativa con el PEPes Haer con el au­



TABLA ll

Propiedades reguladoras de la NormaII de piruvato quinasa

de corteza renal

A. Las condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas en la
€13.15, excepto el pH del buffer que fue 6.8 y 7.3 comose indica.

B. Las condiciones experimentales son las descriptas en Materiales y mg
todos, excepto ol pH del buffer que fue de 6.8 y 7.3, la concentra­
ción de ADPque fue de 0.6 mmy el nivel de PEP que fue de 1.0 mm.

C. Las condiciones experimentales son las descriptas en Materiales y Hg
todos, excepto la concentración de ADPque fue 0.6 mmy el nivel de
PEP que fue 1.7 y 4.0 mMrespectivamente.

Li¿ando Variable Condiciones 'E S
H 0.5

A. PEP pH 6.8 control 1.3 0.89

pH 6.8 + FDP 0.1 mM 1.2 0.15

pH 7.3 control 2.0 1.40

ph 7.3 + FDP 0.1 mm 1.0 0.18

b
n1" II 0.5

B. ATP pH 6.8 2.0 1.37

7.3 1.0

C. A‘L‘P PEP 1.7 mí-l 1.2 0.24

4.0"¡L1 2.0

a Los valores presentados han sido calculados expresando datos experi­
mentales sebún la ecuación de Hill.

B Los valores presentados han sido calculados expresando datos experi­
mentales eegún la modificación propuesta por Jensen y Nester (133).



— 106 ­

mento de pH. En presencia de U.l mn de tur no hubo UÏBCMOcooyoritive homo­

trópico y la afinidad de la enzima por ol sustrato aumentó marcadamente.

Las variaciones fisioló¿icss cn cl pu del medio de incubación tag
bién modifican las características cinéticas de la inhibición por ATP.A ph

7.3 la cinética de inhibición por ste mctabolito es Lichaoliana. Por el

contrario, a pH 6.8 la ensima tiene un marcado efecto cooperativo nomotró—

pico para el ATP.Los valores de nn obtenidos en estas condiciones fueron
de l.0 y 2.0 respectivamente. Tambiénse observó variaciones en el valor de

la constante lo.5 la cual fue un DU}menor a ph 7.3 comose indica cn la
Tabla ll.

También se observó que a pa Y.) cambios en cl nivel de PEP de la

mezcla de incubación modifican las características de lu inhibición de la

forma Il por ATP.Estos resultados también se exponen en la Tabla ll.

Los resultados presentados permiten concluir que la forms Il de

piruvato quinasa de corteza renal tiene propiedades bastante similares a la
ieoenzima L de hígado.
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IV DISCUSION

En el presente trabajo se han estudiado algunas propiedades

cinéticas de las isoenzimae de piruvato quinasa de hígado y de corteza

renal. Tal como se mencionó en la introducción, en los mamíferos estos

tejidos son los únicos cn los cuales ocurren los procesos ¿luconcobéni
COE.

El control metabólico de la piruvato quinasa en el hígado y

en la corteza renal tiene, comose vió anteriormente, especial importan
cia ya que cambios recíprooos en la actividad de esta enzima J de las

que participan en la formación de PEPdeterminarán la dirección del flu
Jo de este metabolito en el sentido de la ¿lucólisis o ¿luconoogénesis.

Por este motivo se consideró de ¿ran interés estudiar y com­

parar las características de regulación de las isoenzimas presentes en
estos tejidos.

El estudio de las propiedades cinéticas de la piruvato quing

sa hepática tipo L y tipo Mse efectuó con mas profundidad, mientras que

el de las isoenzimas I y II de corteza renal fue hecho con el fin de es­

tablecer si las mismastenían características similares a las de las isg
enzimas L y M de hígado.

En el curso de este trabajo se encontró que existe una gran si

militud entre la piruvato quinasa hepática tipo L y la forma II de corte­
za renal.

La isoenzima H de hígado tiene algunas propiedades semejantes

a las de la enzima de músculo esquelético pero presenta importantes dife­
rencias.

La forma I de corteza renal tiene características comunesa las



de la piruvato quinasa hepática tipo L y a la enzima do músculo esquelético.

De esta manera, la forma I representaría un tercer tipo de ieoonzima que ton
tativamente puede ser denominada LM.

Por razones de claridad los resultados obtenidos en esta investiga

ción serán discutidos en forma separada.

uRiruvato guinasa he ¿tica digo L

Consideraciones cinéticas generales.

Los estudios cinéticos efectuados con la piruvato quinasa hepática

tipo L indican claramente que es una enzima alostérica cuyas propiedades son

marcadamente modificadas por variaciones en el pH del medio de incubación.

Esta interpretación está apoyadapor los si¿uientes resultados experimenta­
las:

l) Cuandola actividad enzimática se midió en función de la concentración de

PEPa valores de ph superiores a 7.0 (a niveles saturantes de ADP)ee ob­

servó la aparición de curvas eigmoidee indicando que la enzima tiene efes
to cooperativo homotrópico para dicho sustrato. En presencia de FD?las

curvas de saturación se transforman de eigmoides en hiperbólicas (nïg.4_A

y 12).

Por el contrario, a pHácido la cinética de la enzima para el lnP es
Eichaeliana. La preuencia de EDPno modifica sus caracteristicas y carece

de efecto activador (Fig.4-B).

El hecho de que los cambios en las curvas de saturación sean produci

dos por un metabolito estructuralmente diferente a los sustratos, comoes

en este caso el FDP, indica que su interacción con la enzima es indirecta

o de naturaleza aloatórica (161).

2) Los cambios provocados por las variaciones en el pH del medio de incuba­

ción en la interacción de la enzima con el PEP, fueron claramente demos­
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trados 2er ln estrecha correlación entre los distinto; valores de H
1

con los obtenidos para el coeficiente n y la conutante SU, (hig.lU-A).All 0')

En erecto, en cl ran¿o de pH comprendido entre 6.0 y 7.0 el valor de nH
fue uiempro cercano a lu unidad, lo cual contrasta marcadamente con el

aumento lincul que nc observa con el incremento en el gfl del medio de

incubación.

En forma paralela con estos cambios, también se vió que el valor de

la constante SO aumenta upreciablemontc indicando que la enzima dismi­
muyomarcadamente la afinidad por el PEP a valores de pH superiores a

7.0.

Debido a que además so pudo determinar la presencia de un grupo ig

nizable de pK 6.9 (fii5.lÜ—B) se indicó que los cambios en la ionización

del mismo, producido por las variaciones de ph del medio de incubación

estarían asociados con los distintos grados do interacción de la enzima
.11­ucon el PEP. Sin embargo, dado que posible considerar al protón como

un efector alestérico, 63‘03 cambios pueden interpretarse en forma dig­

tinta, comose discutirá mas adelante.

El resultado de diferentes experimentos también permite concluir que el

ATPos un inhibidor cloutórico de esta enzima, comotambién demostrar

que las características de la inhibición por este metabolito son marcada
mente modificadas por las variaciones de pH. En efecto se pudo ver que:

a) a pH7.5 y on distintas condiciones, la inhibición por ¿“P es reverti

da completamente por concentraciones muybajas de EDP(Fig.7 y 8), in

dieando que lu unión del inhibidor con la enzima no ocurre en cl sitio
activo de la misma.

b cuando la actividad se midió u ph 7.5 en función de la concentración
\—"

de ATPu niveles relativamente altos de PEP (Fig.10) se o nervó la

aparición de curvas sigmoides, las cuales demuestran que la enzima t‘g

ne efecto cooperativo homotrópicopara el inhibidor. Por el contrario,
a un nivel bajo de lEP la inhibición es Michaelimna.
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o) la curva de inhibición por ATPa niveles bajos de PEP, pero en pre­

sencia de concentraciones muybajas de FDP, también es sigmoide. Se

demuestra también así que en estas condiciones la enzima tiene efes
to cooperativo homotrópico para el inhibidor (Fig.8). El hecho de

que los cambios en el nivel de P3P y que la presencia de FDPprovo­

que modificaciones en las características de la inhibición, demues­
tra la existencia de efectos heterotrópicos del sustrato y activa­
dor en la interacción de la enzima con el ATP.

d
V cambios apreciables en el ph del medio de la incubación modifican

marcadamente la forma de las curvas de inhibición por ATP, siendo

únicamente sigmoide a pH ácido (Fig.l4-A).

Ve el ATPaumenta la cooperatividad de la enzima para el PEP, efecto

que es completamenterevertido cn presencia del activador (Fig.l2).

Esto demuestra también que ambos metabolitos (¿Tr y EDP) tienen

efecto heterotrópioo en la interacción de la enzimacon su sustrato.

¿a V Variaciones en el pH del medio de incubación en el rango fisiológico ig

tracelular hepático, producen también cambios apreciables en las curvas

de saturación del PEP y ATPde manera tal que los mismos podrían repre­

sentar un mecanismode control que modificaría la interacción de la en­

zima con los metabolitos efectores (Fig.l5 y 17).

Teorías x modelosde reúulación elostérica.

Las primeras observaciones que permitieron dar una base molecu­

lar a las propiedades cinéticas de las enzimas cuya actividad es modifica
da por metabolitos, fue provista por el trabajo de Gerhart y Pardee (162).
Estudiando las propiedades de la aspártico transcarbamilasa estos autores

encontraron que cuando la enzima era sometida a ciertos tratamientos (calor

y urea) se perdía el efecto inhibidor del CTP(producto final de la vía mg
tabólica de las pirimidinas) conservandointancta su actividad catalItica.

Por otra parte, estos tratamientos producían la pérdida del efecto coope­
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rativo del aspartato y una disminución en el coeficiente de sedimentación

de la enzima.

En base a estos resultados postularon que la enzima poseía si­

tios independientes y especificos para el sustrato y el metabolito efec­

tor. La acción de este último sobre la enzima produciría cambios en su con
formación, los cuales se traducirIan en una menorafinidad por su sustrato.

Posteriormente este hipótesis fue apoyadapor los trabajos de

Changeux con la treonina deaminasa (163,164) y por Mansour con la PFK (69,

70). Em.la actualidad existen numerosos ejemplos de enzimas reguladoras e!
yo comportamientoha sido explicado mediante la hipótesis propuesta.

La prueba concluyente que permitió comprobar estas ideas fue ob­

tenida por Gerhart y Schachman(165) quienes mediante el uso de P-cloromer

curibenzoato consiguieron disociar la aspártico transcarbamilasa en dos ti
pos de subunidades:

l) SubunidadcatalItica: que tenia actividad enzimática, no era inhibida por
CTPy la cinética para el aspartato era Michaeliana.

2) Subunidades reguladoras: que tenian ol sitio específico al cual se une
el efector pero sin actividad catalItica.

La reasociación de la subunidad catalitica con las reguladoras

daba lugar nuevamentea la aparición de una cinética alostórica para el sus­

trato, como también a la inhibición por CTP(165).

Actualmente dado que os un hecho general que no existe en la majo­

ríe de los casos similitud estructural entre los sustratos y los metabolitos

efectores, resulta obvio que para explicar las propiedades cinéticas de las
enzimas reguladoras es necesario aceptar que en la molécula proteica existen

sitios reguladores capecíficos a los cuales se unen los efectores metabóli­
cos distintos del sitio catalitico a los cuales se une el sustrato.

Debido a que las propiedades de estas enzimas no se podian ex­
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plicar por los postulados de ia cinética Hichacliana clásica fué necesario
formular nuevas teorías que permitieran dar una interpretación adecuada a
las mismas.

Honod, Hymany Changeux (166) han propuesto una teoría para ex­

plicar el comportamiento de las enzimas reguladoras. La mismaestá basada

en las siguientes suposiciones:

l) Las enzimas aloutóricaa son proteínas formadas por dos o mas oubunidap

dos idénticas llamadas protómeroa, las cuales están asociadas entre sI

de tal forma que ocupan posiciones aimótricas en la molécula. Esta dig

posición implica además que la conformación de cada subunidad está con
dicionada por su asociación con las otras.

2
V Cadasubunidadposee un sitio específico para el sustrato y otro sitio

específioo para el efectcr alostérico (negativo o positivo).

3) La enzima puede existir por lo menos en dos estados conformacionales

interconvertibles entre si, denominadosg 3.2 que en ausencia de efec­
tores se encuentran en equilibrio (R: T) el cual se expresa.median­

te la constante alcutórica L (L a RO/ T0).

4) La unión do una molécula de ofector al combinarse preferencialmente con

alguno de los dos estados conformacionalec produce un cambio del equili­

brio entre ambos, do manera tal que la afinidad par; las nuevas molécu­

las de ligando que se unen a la proteína aumenta.

De acuerdo a este modelo, Monod, ¿yman y Changeux (166) demostraron

matemáticamenteque el li¿ando (sustrato o efector) tendrá efecto coope­

rativo que se evidenciará por la aparición de curvas de saturación sig­
noides.

5) La transición entre los estados H y T ocurre en todas las subunidades en

forma concertada do manera tai que la simetría de la molécula se conser­

va. Esto significa que los cambios de configuración de las subunidades
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son simultáneos en todas ellas.

Comoconsecuencia de esta teoría es pasible suponer que en ausen­

cia de ligandos la distribución de especies moleculares reflejaría la enor­

gía libre relativa de los distintos estados conformacionalee, los cuales en
definitiva estarian directamente relacionados con la interacción de las sub­
unidades en cada estado conformacional.

Ademásde esta teoria, Koshland y col.(l}l,167-169), y Atkinson

y col.(170,l7l) han propuesto independientemente dos modelos que difieren
marcadamentedel anterior.

El modelo de koehland y col.(l3l,167-169) tiene comofundamento

el concepto de "Induce fit", según el cual el cambio conformacional que ocu­

rre en una proteína flexible dependede la estructura del metabolito que se
une a la misma. De esta forma:

l) Cuandoun efector se une a una subunidad el cambio de configuración pro­

ducido en ella se transmite a las otras, cuyos sitios eeuán libres, afeg

,tando de este modola estabilidad relativa entre las subunidadee adyacen
tee.

2) Si la interacción entre las subunidadee es débil, el cambio de conforma­

ción sólo ocurrirá en la que el efector ee une, sin modificar la config!
ración de lae otras. De este modola proteina puede tener estados confoï
nacionales híbridos y el principio de simetría de la molécula no se con­

serva. En esta situación, ol cambio de configuración en las subunidades

no es concertado y por lo tanto difiere del modelo de Monod, Wymany

Changeux.

3) En los casos en que la unión de un efector a una subunidad modifica mucho

la estabilidad de las vecinas, éstas pueden cambiar parcial o totalmente,
adquiriendo una conformacióniüual o diferente que la que tiene el ligan­
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de unido. De esta forma, la entrada de un ligando a su sitio especifico

produciría un cambio de configuración que puede aumentar o disminuir la

afinidad del ligando por otro sitio.

V4 Cuandotodas las subunidades adquieren la mismaconfiguración al unirse

un efector a una de ellas, el cambio es de tipo concertado. En este caso

este modelo no difiere del de Monod, hymany Changeux, y por lo tanto eg

te último constituye un caso límite del modelo de ñoshland y col.

Atkinson y col.(170,171) han propuesto un modelo que también di­

fiere en forma apreciable del de Honody col. El mismode basa en la exis­

tencia de cambiosprogresivos en la interacción de los sitios de un ligan­

do. De esta manera, la unión con un efector a un sitio de la proteina pue­

de aumentar o disminuir la afinidad del efector por el segundo sitio. Este

modelo es en cierto modoaproximado al de Koshland y 001., pero la inter­

pretación matemática en amboscasos es diferente.

Aplicación de la teoria de Llonodl wlgan E Changeuxa la piruvato quinasa

hepática tipo L.

Si bien los datos cinéticos que se obtienen con una enzima alosté

rica permiten una evaluación de sus propiedades reguladoras, los mismosno

constituyen un elemento de juicio suficiente comopara distinguir claramen­
te a cual de los modelosanteriormentefdiscutldos esta se ajusta.

Los resultados obtenidos con la piruvato quinasa hepática tipo L

fueron compirndoe con el modelo de Monod, dyman y Changeux (166) comprobán

dose que los mismosse podian explicar en forma cualitativa y en algunos
casos cuantitativauente en base a esta teoria.

Aunquela elección de este modelo para interpretar el comportamien

to cinética de 1a isoenzima L de hígado fue arbitraria, ha resultado de gran

utilidad debido a que proporcionó una hipótesis de trabajo y una forma sis­

temática de estudio, ya que permitió predecir muchosde los experimentos ex­
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puestos.

En el caso de la piruvato quinasa hepática tipo L es posible su­

poner de acuerdo a este modelo, que tanto el PEP como el FDPal unirse a

la enzima actuarían desplaaando ul equilibrio dc las especies moleculares

hacia el estado R. Por el contrario, el ATPfavoreceria el desplazamiento
hacia el estado T.

Los resultados expuestos anteriormente demostraron que las propig
dades cinéticas de esta enzima se modificaban apreciabloaente por variacio­

nes en el ph del medio de incubación. La interpretación de los mismosde

acuerdo a este modelo indica que a pH ácido el equilibrio estaria desplaag
do hacia el estado Amientras que a ph alcalina se desplazaria hacia el es­

tado T. Esta suposición está apoyada por los experimentos mostrados en las

Fig.4 y 12, ya que los cambios de pu actuarian en la enzima comolos efectg

res metabólicos (¿Tr y FDP).

En efecto, a pH ácido la curva de saturación del PEP es hiperbó­

lica y el FDPno modifica su característica. Por otra parte en estas conii
ciones la inhibición por ATPes de tipo cooperativo, igual que cuando se la
estudió en presencia de concentraciones muybajas de FDP.

Por el contrario, a pl alcalino en el cual la curva de saturación

de PEP es sigmoide, la presencia de FDPla transforma en una hipérbola. Apg
rentomente el efecto del pH alcalino j del “TP son similares,si se tiene en

cuenta que tanto el aumento de pH comola presencia de este metabolito pro­

ducen un aumento en la signoicidad de la curva del PEP. El hecLo de que los

valores obtenidos para el coeficiente nH J la constante S a pu 6.15 en0.5
ausencia del inhibidor y a pH7.5 en presencia de ¿”P sean similares, con­
firma esta conclusión (Fi¿.13 y lü-A).

Los hechos discutidos hasta ahora permiten concluir que los resul
tados experimentales obtenidos con la pirqvato quinasa hepática tipo L están
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de acuerdo cualitativamente con el modelo de Eonod, Hymany Changeux.

Para verificar si los mismospodían además ajustarse en forma

cuantitativa e este teoría, algunos datos experimentales fueron express
dos según la ecuación de Eonody col., la que se expone en forme simpli­

ficada en las Fi¿.32 y 33. Para ésto, además se supuso que la enáima po­

see tres sitios para el Par. Los valores de la constante alostérica n
fueron elegidos arbitrariamente para cada caso.

En las Fig.32 y 33 se puede ver una perfecta coincidencia entre

las curvas teóricas calculadas y las curvas experimentales expuestas en

las F15.12 y 4.

El hecho de que los resultados expuestos cumplan en ambos aspeg

tos, cualitativo y cuantitativo, con esta teoria, ha permitido concluir
que la transición alestérica de la piruvato quinasa hepática tipo L ocu­

rriría comose expone en la €13.34.

Influencia del 2h" en_l¿a_senzixlxaQJLQQAladores.

Las modificaciones de las propiedades de muchas enzimas regula­

doras por variaciones en el pH del medio de incubación, es un fenómeno big

lógico general.

Los resultados eXpuestes has.a ahora parecen derostrar que los

cambios observados en las propiedades ciuéticae de la piruvato quinasa he­

pática tipo L y en la forma II de la corteza renal, ocurren en forma cuaki
tativamente similar en otras enzimasalostéricas de distinto origen.

nos datos recopilados en la Tabla 12 parecen apoyar esta conciu
sión. En la mismase han presentado los valores del coeficiente de Hill de

ceda enzima para su sustrato, obtenidos en eendieiones extremas de pH. Estos

han sido extraídos directamente de la literabura y en oar e casos se los

calculó a partir de los resultados experimentales publicados (119,172-177).
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' L'+(7+o<)77
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Fig. 32. Los resultados expuestos en la Fig. 1.2 se han gráfiqado comoÏ
én función de cx(concentración de PEP/:3 r) junto con las curvas teoricas
calculadas a partir de la ecuación de ¡.¿oñgd y _c_9_L_L_.(166) como se expresa.
en la. figura, considerando n = 3.0 y diferentes valores de L’comose in­
dica. (o) Control, (Á) en presencia de ATP2.0 mny (C) un ¿u-esencia de
ATP 2.0 mid y de FDP 0.1 mM.
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Fig. 33. Los resultados expuestos en la Fig. 4 se han gráficado comoÏ en
función de 0((conccntracion de PEP/SOr) junto con las curvas tuoricas cal­
culadas a partir de la ecuación de Monody col. (166) comose expresa en la
figura, considerando n = 3.0 y diferentes valore de L'comose indica. (")
a pH 8.15 on ausencia (lo EDP, (D) piI 8.15 en presencia de FDPy a
pH 5.9. '
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P/ru vato Ou/nasa
(R )

FDP

PEP OH“ ATP

H-I­

Piru vato Quinasa
( T)

Fig. 34. Esquemade la. transición alostérica de la piruvato qu;
nasa hepática. tipo L.
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TABLA All

Efecto de; pH un Las prupiudadcs uioutéricuu de unJimas de

diferente ori¡en

Enzimas Origen pH nH Sustrato

Aspartico E. Coli 6.1 8.6 1.2E 4.0i ¿apartato (119)
transcur­
bumilasa.

'l‘reonina. chudura '{.5 9.o 1.2 3.o 'l'roonina. (172)
deaminasa.

Isocitrico Semillas 6.4 8.0 1.0 2.9 Isocitrato (173
dchidroge- (174)
nasa.

Deoxicitidi_ Bam 6.5 8.o 1.o 2.9 D-Citidina. (175)
lato amino- monofosfa­
hidrolasa. to

Glutamato ig Blautoclí 8.0 M10 1.0 3.0 Glutamato (176)
hidrogenusu. didla

Piruvato qq¿ Hígado 5.9 8.3 1.0 3.0 PEPEste trabajo
nasu tipo L.

Piruvato qq; Corteza 6.8 7.5 1.2 3.0 PEPEste trabajo
naaa Forma II renal

2_ El cóeficiente de Hill se calculó a partir de los datos experimentales



- 121 _

oe puede ver claramente que:

Va la aparición de efecto cooperativo homotrópico ocurre únicamente a pH
alcalino.

b) el comportamiento Michaeliano de estas enzimas con excepción de la glu­

támieo dehidrogenasa es propio del pH ácido.

Datos no expuestos permiten también concluir que cambios en el

pH del medio de incubación producen modificaciones en la interacción de eg

tas enzimas con sus inhibidores y activadores alostóricos (119,172-177).

Algunas evidencias han señalado que.el protón actuaria comoun

modificador alostérioo. El hecho de que cambios en el pH de incubación no

produjeran ningún efecto en las propiedades cinóticas de subunidades act;

vas de la aspártioo transcarbamilasa (177), hemoglobina y mioglcbina (178,

179) sugerIan esta posibilidad. Consideraciones teóricas recientes efectua
das por Dalziel (180) basadas sobre el modelo de Monod, dymany Changeux

permiten asumir que el protón actúa comoun efector alostóricc.

En efecto, se cree que cambios en su concentración (H+) modifica

ria 1a constante de disociación entre las subunidades y por lo tanto en for

ma concertada la confiduración de las mismas. Dc esta forma se podría expli
car los cambios producidos en la transición R€&;; T, y la mayor o menor in­
teracción dc las enzimas con sus efectores metabólicos.

Esta hipótesis descarta cn cierto modo, que los cambios observa­

dos en las propiedades cinóticas de enzimas alcstóricas de distinto origen,
producidos por variaciones en el pH del medie de incubación sean debidos a

modificaciones en la ionización de ciertos grupos vecinos al centro activo,

o a los que sc unen los metabolitos efectores. Sin embargo, un estudio mas

profundo de este problema os necesario para aulararlc totalmente.

Es de interés destacar, que ademásde la piruvato quinasa hepáti­

ca tipo L y la forma II ¿e corteza renal, otras enzimas reguladoras de la
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glucólisis y gluconeogénesis tal comola PFK(118), la piruvato quinasa de

músculo (142,143) y la piruvato carboxilasa (90,91) también exhiben cambios

en sus propiedades aloetóricas comorespuesta a variaciones fisiológicas de

pH.

si hecho de que cambios en el pH dentro de los valores intracelu­

lares modifiquen ias propiedades de enzimas regulatorias de distinto origen,
permite concluir que bajo el punto de vista eVulutivo el pH representaría un

m canismo primitivo de control, el cual proveerIa las enzimas de una gran

flexibilidad para interactuar con sus efectores alostáricos.

Piruvato guinasa hepática Tino K

Consideraciones cinéticas ¿engrales.

Los resultados cinéticos obtenidos en este trabajo con la isoenzi­

ma H de hígado demostraron que la actividad de la misma es modificada por

distintos aminoácidos. La inhibición por alanina y fonilalanina fue estudiap

de con mayor detalle debido a que estos metabolitos ejercen su efecto ennivg
les próximosa los fisiológicos.

Aunquenin¿uno de los resultados obtenidos con la piruvato quinasa

hepática tipo Mdesestró le aparición de efectos cooperativos, la inhibición
de esta enzimapor aminoácidos puede ser considerada de naturaleza alostéri­

ce. En favor de esta conclusión existen los siguientes datos eXperimentalesx

l) Los aminoácidos que tienen efecto inhibidor, con excepción de la alanine,

son estructuralmente diferentes al PEP(Tabla 8).

2) La mayoría de los aminoácidos incluyendo a la alanina no inhiben completa­
mente la actividad de le enzima sin a concentraciones altas. Este hecho

es importante ya que indica que existen distintos sitios de unión para

los sustratos e inhibidores (Tabla 8).
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3) La serina y ciethna revierten parcialmente la inhibición por aminoáci­

dos. Por otra parte, el resultado obtenido cuando se estudió la acción
combinadade los inhibidores se puede interpretar considerando que la

alanina y treonina desplazan a la fenilalanina de un sitio alostórico

comúnpresente en la enzima, y por lo tanto producun su efecto inhibi­

dor (Tabla 9 y Fi¿.26).

Estudios previos efectuados en otros laboratorios (106,120) ha­
bían demostradola existencia de distinta movilidad electroforética entre

la piruvato quinasa hepática tipo My la enzima de músculo esquelético.

Sin embargo, el hecho de que amuas no podían ser distinguidas inmunológica

mente sugería que estas enzimas tenían propiedades similares.

Los datos presentados en este trabajo clarifican considerable­

mente estc punto, ya que se demostró que 1a isoenzima Mde hígado y la pi­

ruvato quinasa de músculoesquelético tienen propiedades cinéticas diferen
tea. En efecto:

l)

2)

3)

4)

Ambasieoenzimas se inhiben por algunos aminoácidos en forma distinta

(Tabla 8).

La inhibición de la isoenzima Mde higado por alanina y fenilalanina es

de tipo ïichaeliano (Fig.24). Por el conarario, este último aminoácido
es un inhibidor alostérico de la enzima de músculo esquelético (efecto

que se evidencia por la aparición de curvas siumoides) y la alanina no

produca sola ningún efecto sobre la actividad de esta última.

El efecto de estos dos aminoácidos sobre la isocnzima Mde hígado no se

modifica por cambios en el pH del medio de incubación, mientras que la

inhibición de la enzima de músculo esquelético por fenilalanina es pH de

pendiente (Fig.25-A y B).

La serina, cisteIna y alanina revierten parcialmente la inhibición prodg
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cid; por lu Fe ilalunina en ln actividaï ¿a 11 isoonzima h de higado

(Tabla 9 J Fig.2ó).

yi¿nifiggg¿en fisiológica de leu resultados ebtenideo con la piruvute gui­

nasa hepática tipo g í tipo L.

El estudio de las propiedades cinéticas de la piruanc guinaga

hepática tipo L y tipo Hha revelado la existencia de interacciones alos­
téricas que puedentoner significación fisiológica "in vivo". Si bien so­

bre la base de este tipo de estudios no se pueden extrapelar mecanismos

reguladores que operan intracelularmente, los mismosproporcionan un mar­

eo en el cual se pueden proponer posibles circuitos de control cuyo senti­

do será necesario probar "in vivo".

Las propiedades einétieau de mayorimportancia fisiológica de la

piruvato quinasa hepática tipo L son principalmente el efecto cooperativo

hometrópice de esta enzima para el PEP, la inhibición alestérica por ATPy

alanina, y la activación por EDP.

El efecto cooperativo para el PEPes de ¿ran importancia, ya que

de acuerdo con el valer de la constante 80.5 de la enzima para este sustra
te y al marcadoefecto de los inhibidores alestérioos sobre el mismo, la
isoenzima L de higado estaría virtualmente inactiva a la coneentración fi­

siológica intracelular hepática de PEP, a no ser que sea activada por FDP.

En realidad los niveles de FDPmedidos en diferentes laboratorios

(140,181,182) son suficientes comopara revertir el efecto inhibidor del
ATPy de la alanina y por consiguiente la enzima estaria siempre activada.

Sin embargo, los metodos convencionales para determinar FDPno permiten

distinguir entre el metabolito libre y el que se encuentra unido especifi­

camente a proteínas que disponen de sitios con alta afinidad por EDP,tal

comola aldolasa y la fructesa-l,6-difoefatasa.



Así, la situación del activador en la célula es considerablemen­
te complejay la relación entre la concentración de metabolito libro y li­

gado a estas proteínas, será un factor decisivo para modular la actividad

de la isoenzima L de higado. Este aspecto del problema es muyrelevante dE
rante la gluconeogénesis, ya que si la enzima estuviera activada continua­

mente (a los niveles de FDPconocidos) se produciría un corto circuito me­

tabólico que alteraría la dirección del flujo neto de PEPhacia la forma­

ción de glucosa.

Conrespecto al papel de la piruvato quinaea hepática tipo L y

tipo Men la regulación de la gluconeogenosis, conviene considerar dos si­

tuaciones diferentes, una a¿uda y otra crónica.

En el primer caso, comoocurre en todos los procesos de adaptación

rápida, los mecanismosque operan fundamentalmente son de tipo alostórico.

Así por ejemplo, la administración de glucocorticoides constituye un proce­
so gluooneogénico agudo que se establece en un tiempo relativamente corto.

En efecto, Schoner y col.(9l) han demostrado claramente que des­

pués de 6 horas de la administración de hidrocortisona se produce un aumen­

to en el nivel intrahepático de alanina, la cual actuarIa inhibiendo la isg
enzima L, y así favoreciendo la operación gluconoogónica "¿atillada" por di
cha hormona. Cabe destacarse que ol nivel de la PEP-carboxiquinasa también

aumenta marcadamente al mismotiempo en que varia la concentración de alani­

na.

Aunqueel ATPinhibe apreciablomente la isoenzima L, la constancia

del nivel intrahopático de este metabolito en diferentes condiciones fisio­

lógicas (140-145) parece indicar que su papel regulador os limitado. Algunos

resultados obtenidos en nuestro laboratorio han demostradoque cl efecto inn;
bidor del ATPy de la alanina (cuando so los estudia juntos) es de tipo acu­
mulativo.
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Los estudios cinéticos efectuados con la piruvato quinasa hepá­

tica tipo L también demostraron que su interacción con los efectores me­

tabólicos mencionadoses marcadamentemodificada por variaciones fisiolg
sicas de pH. El significado de este último factor en la regulación meta­

bólica, será aclarado cuando se disponga de determinaciones más precisas

del pHintracelular hepático durante la glucólisis y gluconeogénesis.

En condiciones de ¿luconeogénesis crónica, comola que se esta­

blece en la diabetes, o durante la alimentación con dietas hiperproteicas,
la adaptación se efectúa mediante una drástica modificación de los niveles

de la piruvato quinnsa hepática tipo L. En efecto, la relación de acti i­

dad entre la isoenzima L y Men condiciones normales es 3.0, pero en la

gluconeogénesis crónica este valor es a veces menor que la unidad a ex­

pensas do una disminución de la concentración de la isoenzima L (107).

Por lo tanto, en estas condiciones la regulación de la piruvato quinasa
tipo Madquiere gran importancia.

Aunquedurante la ¿luconcogénesis crónica el nivel intracelular

hepático de alanina y fenilalanina disminuye de 1.23 y 0.15 a 0.46 y 0.07

umoles/gramo de tejido húmedorespectivamente (183,164) es importante se­

ñalar que dichos aminoácidos inhiben la actividad de la isoenzima K de hí­

gado aun a bajas concentraciones.

Es importante ademásdestacar que la serina, que revierte la

inhibición de la enzimapor alanina y fenilalanina (Tabla 9) también dis­

minuye apreciablemente su nivel (1.65 a 0.32 umoles/¿ramo de tejido húmedo)

en el higado de animales diabéticos (184).

A pesar de que las conclusiones fisiológicas tomadas a partir de

los datos cinéticos obtenidos "in vitro" tienen bastantes limitaciones, es
posible suponer que cambios en la relación entre los aminoácidos inhibido­

res y reactivadores puedan modular la actividad de la isoenzima Men la cg
lula hepática.
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Piruvato guinasa_de_ggrteza ¿enel FormaI

Los resultados expuestos han demostrado claramente que en la

corteza renal existen dos formas de piruvato quinasa con distintas prg
piedades cinéticas.

En efecto, el perfil eromatográfico en columna de DRAE-celu­

loea reveló la presencia de las formas I y II, las cuales eluyen con dig
tinta fuerza ionica (Fig.27). La separación de estas isoenzimas también

puede ser efectuada por precipitación fraccionada con sulfato de amonio.

La forma I tiene aparentemente propiedades cinéticas comunesa

las de la piruvato quinaBahepática tipo L y tipo h. Esta interpretación
está apoyadapor los siguientes resultados experimentales:

l) Las curvas de velocidad inicial de lu reacción en función de la conceg
tración de PEP a pH 7.5 es uigmoide, en forma similar a la que se ob­

tiene cuandose estudia la cinética de saturación para este sustrato

con la isoenzima L de hígado. En efecto, en esta; condiciones el valor

de nIi fue de 1.8 (Fig.3l).

Cabe destacarse que durante los estudios efectuados con la forma I

purificada alrededor de 30 veces se tuvo la precaución de determinar

que las preparaciones de esta enzima no contenían enolasa, lo que des­

carta totalmente que las curvas aigmoideeobtenidas fueran un artifi­
cio experimental.

2) En contraste con las propiedades de la piruvato quinaoa hepática tipo

L, la forma I no modifica su comportamiento cinético por cambios en el

pH del medio de incubación, o por la presencia de ATPy EDP(Fig.3l).

3) La inhibición por alanina de la :orma I sólo modifica ligeramente el

efecto cooperativo de esta eniima para el PEP, el cual no es revertido
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en presencia de EDP.Los datos obtenidos por ¿choner y col.(9l) en

la isoenzima L de higado con estos metabolitos son marcadamente di­

ferentes.(Tabla lo).

4) Debido a las características cromatorráricas de la forma I en DEAE­

celulosa y Ci-celulosa, comoel rango de precipitación con sulfato

de amonio, y la falta de efecto del ATKy EDPen su actividad, se

puede suponer que esta enzima tiene propiedades similares a las de la

piruvato quinasa hepática tipo M.

De acuerdo a la separación cromatográfica en DEAE-celulosa la

forma I representa el 70-803 de la actividad total de piruvato quinasa

de la corteza renal. Este hecho indica en cierto modoque esta isoenzi­

ma está muyrelacionada con el control mutabólico dc la ¿LHCÓliSiBy

gluccneosénesis en este tejido. Sin embargo,la significación fisiológi­

ca de los resultados obtenidos con la forma I no es clara, debido al ng

cho de que el valor de la constante 80.5 para el PEP es alto en compara
ción con la concentración intracelular de este metabolito (159).

Por otra parte, el PDPque es un activador de la piruvato qui

naaa hepática tipo L y de la forma II de corteza renal, no tiene ningún

efecto sobre la actividad de la forma I. Estos hechos cuestionan la fun

ción de esta isoenzima en la corteza renal. Sin embargo, los datos obtg

nidos no permiten descartar la posibilidad de quo otros metabolitos pus
dan actuar comoactivaucres de la forma I aumentando eu afinidad por el

PEP. Tampocose puede descartar que exista algún mecanismode intercon­

versión entre las formas I y II de piruvato quinasa de corteza renal.

La idea de que la forma I podría representar una enzima hibri

da (tipo LM)está apoyada en ¿ran parte por los datos publicados por

Tanaka y col.(107), los cuales habian sugerido que en el riñón de rata

existiría una sola forma de piruvato quinasa con propiedades inmunológi
cas comunes a las de las isoen4imas L y k de hí¿ado.
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Piruvuto 'uinasa de Corteza Renal Forma II

Los resultados obtenidos con la forma II de piruvato quinaaa

de corteza renal han demostrado que esta enzima tiene propiedades sin;

lares a las de la isoenzima L de hígado. En efecto, la curva de saturg

ción para el PEPes sigmoide y esta caracteristica cinética es marcaig
menta modificada por cambios en el pH del medio de incubación o por la

presencia de ATP y FDP.

También se demostró que en forma similar a la descripta con

la isoenzima L, el ATPes un inhibidor alostérico de la forma II de oq;

taza renal. Por otra parte se vió que la alanina aumentala cooperatiwi
dad de esta ensima para el PEPen forma igual a la encontrada en la pi­

ruvato quinaaa hepática tipo L por ¿choner y col (91).
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