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RISCUITEN

i ¢l prosente trabajo se han estudiado aigunas propiodades
cinfticas de la piruvato quinasua heop8tica tipo L y tipo H. Por consi-

guiente, se puedon considerar dos aspectos en esta investipgacién:

Piruvato guinasa hopdtica tipo L: la iscenzima L do hfgado de rata fuc

purificada aproximadaiento ontre 40 a 60 veces. Butudiando la variacién

de la velocidad iaicial deo la reaccién en funcién de la concentraciédn de
PEP, Bse observé que a pH 7,5 la onzima tiene un marcado ofecto cooperati
vo homotrépico paru dicho sustrato. iin prosoncia de I'DP las curvas de sa
turacién ce transforman do sigmoides en hiperbélicas, aumcentando marcada

mente la afinidau do la enzima por ol PEP,

Por ¢l contirario, el AYTP ropgula la actividad do la isoenzima L
de hfgado on gsentido opuesto comportindouoe co:o un inhibidor alostérico.
A pH 7.5 y a niveles bajos de PEP la curva de inhibicién por ATP es hiper
bblica, convirtiéndose on marcadawente sigmoide en prcsencia de concentra
ciones muy bajas de iDP (0,002 wii) o a niveles muy altos de PEP, El ATP a

su vez, ta.bién ejerce un marcado efecto heterotrépico negativo sobre la

curva ue saturacién de c¢sta enzima para el PEP.

Las propicdades reguladoras de la piruvato quinasa hopftica ti-
po L son marcadamente modificadas por variaciones ea ¢l pil del modio de
incubacién. A valores de pl inferiorcs a 7.0, la curva de saturacién para
el PEP es hiporbélica, el i'DP no tieno efocto activador y la cinétioca de

inhibicién por ATP es sigmoide.

A valorus de pll suporiores a T.0, ¢l ofecto cooperativo homotxrd
pico de la iscenzima L de higado con respecto al PLP aumenta marcadamente
a medida que so incremonta ol pll del moedio de incubacién. En cstas condi-
ciones la cinética de inhibiocién dJe¢ la enzima por ATP es de tipo liichaelia

no y ol FDP tieno un marcado ofecto activador,
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Lotos cawmbioa ta.bién se apreciaron cuando se los estudié en

el rango de pll intracelular hepdtico.

Lot datos cinéticos obionidos con la piruvato quinasa hoepitica
tipo L fuoron interpretados de acuerdo al modelo propuesto por iionod, ly=-
man y Changoux. oo discute la ciguificucidén {isioldgica de los zesultados

oncontrados,.

Piruvato yuinasa hopdtica tipo iis la igoonzima li de hfgado do rata fue Pu

rificada aproximadamente 10 veces. Latudiando ol cfecto do difcrentes meta
bolitos sobre la actividad de esta enzima so observé quo la misma c¢s narca
damente inhibida por los siguicntes aminodcidos: alanina, fenilalanina,

triptofano, tirosina, prolina y troeonina, Lste comportamiento difiere apre
ciablomente del do la piruvato quinasa de misculo esquelético, cuya activi
dad es especilficamcnte inhibida por fenilalanina, fenémeno que doponde del

pll del medio de incubacién,

La cinética de inhibicién por alanina y fenilalanina de la isoen-
zima M de hfgado fue estudiada con mayor detalle, domostrindose que estos
ainino4cidos son inhibidoros del tipo mixto con rosjpecto al PEP. adends, las
curvas de actividad enzimdtica en fuucidn do la councentracién de a.anina y
fenilalanina son hiperbélicas. 31 ofecto de ostos dos aminodcidos es inde-

pendiente del pll del medio de incubaciédn,

Se concluy8 que. osta cnzima tione propiedades cinéticas distintas
a las de la piruvato quinasa de mécculo esguelético. La significacidn ficio
16 ica de los resultados obteaidos con la isoenzima I1 de hfgado on condicio

nes de gluconcogénesis crénica también se discuten.

Con {ines comparativos so ostudié adewds las propiedades cinéti-

cas de las isoenzimas presentes en la corteza renal. A partir de extractos
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crudos de ousto tojido oo purificé parcialmontc dos focrmas de piruvato qui-
nasa a4 las (uc se donominé I y Il. Esta dltima se encuentra en monor pro-
porcién y tiono caracterfsticas roguladoras similarcs a las do la isoonzi-

ma L de hfgado.

La forma II ticnc propicdades cinéticas comuncs a las de la piru
vato quinasa hepftica tipo L y tipo i, ya quc sc obscrvé que la misma tie-
no eofecto cooporativo homotrépico con rospecto al PEP, poro su actividad no
es modificada por la prescncia de ATP y IDP. Taubién se demostréd quo cambios
en ol pH de incubacién (6.8~7.5) no producen variaciones en la coopourativi-
dad do las curvas de saturacién de esta onzima para cl PLP., Adcnds, la ala-
nina inhibo marcadamentc¢ la actividad de 1la forma II, pero oste efccto no

ea rovertido por el FDP.

Se concluyo que la forma II de piruvato quinasa de corteza renal
tione propiedadec similares a las descriptas en este trabajo para las iso-

enzimas L y i1 de hiiado,
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I INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas importantes que poseen todos los
organiemos vivientes es la capacidad de coordinar su actividad celular ase
gurando un balance adecuado entre los procesos degradativos y blosintéti-

cos necesarios para su supervivencia (1,2).

En los dltimos alos se han efectuado numerosos progresos en el co
nocimiento de los mecanismos de control metabélico. Distintos estudios han
permitido establecer que en las cédlulas existen circuitos muy complejos cu~
ya funcién es la de regular la velocidad del flujo de intermediarios en las

diferentes vias metabSlicas, as{ como también la biosintesis de macrouoléou

las (3).

En la actualidad es generalmente aceptado que la regulacién del

metabolismo celular ce efectda por medio de dos mecanismos fundamentales
(4)s

A) Control metabblico de la actividad enzimdtica
B) Control en el nivel de las enzimas (5)

Junto con estos mecanismos, la interconversidén de enzimas en for
mas mas o menos activas representa otro sistema de regulacién metabélica,
El miswo ha sido muy estudiado en las enzimas que participan en la sfntesis

y degradacién del glucégeno y en la glutamina sintetasa (6),

En los mamfferos, en los cuales la complejidad celular es mayor,
la ocoordinacién de estos mecanisuos entre los distintos tejidos es asegura

da por el sistema nervioso y hormonal (7).

En un sistema metabdlico compuesto de vias sintéticas y degrada-
tivas relacionadas entre sf, la regulacién de ciertas enzimas estratégicas
es crftica para el mantenimiento de un balance adecuado enire estos proce-

808,



Lag primeray observaciones sobre la existencia de sitios do con-—
trol en el mectabolismo fue provista por Dische, quien demostiré el efecto

inhibidor del 3-PGA en la fosforilacidén de la glucosa (8).

La regulacién del flujo de intermediarios en las vias matabdli-
cas biosintéticas por el producto i{inal de las mismas, [ue inicialmente
propuosto por lLovick y Jsilard (9). Posioriorucntce, los irabajos de Unbar
ser (L) vy Yatos y Pardoo (1l1) estudiando la biosfntesis do la isoleucina
Yy de las pirimidinas respectivamcnte, desostraron que esic mocanismno de
control sc efectia por inhibicién de la primera onzima de¢ la sccuencia me

tabblica. Ll mismo puede ser ouquematizado de la siguionte maneras

PN

v

N

C—D—2>E—F—

En la actualidad, ol ndmaero de enzimas cuya actividad se regula

de osta iorma es comnsiderable (12,13).

La conmpruncién de los mecanismos de conirol se hgce was diffcil
a modida quo awnenta la conplojidad de las secuencias metabélicas, ya sea
porque una via da lugar a la [orwmacién de cos productos finales; porgue
presonta rumificacionoes o un producto cowin a muchas de ellas, o bien cuan
do dos procesos opuestos (catabdlico y anabflico) utilizan en counin caziias

que catalizan roacciones reversiblea,

11 control de una vi{a metab8lica que da lugar a la {ormacidén de

dos productos finales se cfectda pocr:

1) Inhibicién concortada, on la cual es necesario que los dos productos fi




nales estén presentes para que &sta se produzca.

/E—
\)F =5

hiN
vy
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O

2) Inhibicién cooperativa o sinergictica, en la cual lz presencia de los

dos inhibidores produce un efecto mayor cque la suma de los efectos ais

lados.

3) Inhibicidn acumulativa., En este caso la presencia de los dos inhibidores

produce un efectc igual a la suma de los efectos aislados,.

/E——J
> 50—
A B e D\‘F

k!

En algunos casos, la primera reaccién de estos caminos metabdli-

cos es catalizada por isoenzimas cuya censibilidad a la inhibicién por los




productos finales cos distinta (14). BEn general, c¢ustos nccanis.oo de con-

trol bhan sido estudiados en las vias quce sintetizan aminodcidos.

Los ejemplos presentados han sido demustrados con la asparto-
quinasa (4%), glutamina fosforibosiipirolfosfato awidotransferaca (16) y

la gilutamina sintetasa (17) respectivamente.

Cuando variaz vfas metabdiicas estdn cunectadas por wi inter-
mediario comdn, el flujo del mismo cn log difercentes caminous dependerd
de su disponibilidad, la cual sc encucnlra bajo un esiricto conilrol. Un
ejompio tipico de &sto es la posicidn del G-6-P en el metabolismo de los

hidratos de carbono.

SINTESIS DEL
GLUCOGENO

\J CICLO DE

LAS PENTOSAS

GLUCOLISIS ¢e—— G=-6-P

La activacién de la dltima enuimwa de una socuencia metabdlica
por el precursor de la misma es otro mecanismo de regulacién importante,
La misma representa una forua de conirol positivo de sentido opucsto a la

retroinhibicién (18,19).

La caracteristica principal de ecte tipo de control es que la
activacién ocurre en una etapa en la cual el nivel de sustrato intermedia
rio es limitante para la reaccién. La activacién de la glucé;eno sinteta-
sa por el (-6-P deucubierta cn misculo y on hfgado por Leloir y col.(20,21)
y el efecto activador del citrato en la acetilcoa carboxilasa demostrado

por Louenstein (22) czon ejemplos tfpicou de este fenémeno.



Gluooneo:8nesis y gluoblisis.

La gluconcogénesis es un proceso metabvdiico de yran importancia
fisiolésica ediante el cuai 88 torma slucoga a partir de otros precurso-
res tala3s como awirodcidos, lactato, umarato, cuccinato y prorionato. zn
loo wamfferos ocurre c¢n el tejico acpdtico y e.. la corteza renal y consti
tuye uno de logs mecaxniumos que as. urd un aporte conitante de glucosa al
sistema nervioso central {Z3,24;. ror otra parte, en los tejidos menciona
dos, la glucdlisis ©s un prucoso metabblico importante bajo ¢l punto de
vista eucregético y anavblico, Intizamente vinculauc al cesto del metabolis

mo celular (24), .

La lucllisis y gluconsogénesis constituyen dos procesos uetavd-
dicos opuestos eu los cuales ra rejuracidén del riujo de intermecdiarios en
la seouencia de reacciones os ufs complejo que en ias vifas mwetebSlicas sim
plos como se mencioné anteriormonte. almbos se caracterizan por tener enzi-
nas propias a ocada uno de ollos quu cataiizan rezcciones fisiold,;icamente
unidireccionales y por utilizar ea comin enzimas que catalizan reacciones

ravoersibles,

Dado la Intima relacidn quo existe en el aufgado y en la corteza
renal ontre aabos p.ocesos (glucblisis y gluconco.énesis), el evstudio del
control do las enziwmas guc particinan si los mismos cebe ser considerada

on conjunto (26).

La secuencia de reacclonss quue conducen a la sfntesis y degrada

cidn de la ;;lucosa se wuestra en la 'ige.l.

Bl cardcter unidireccioanal de las ruacciones propias de cada uno
de eestos procesos "in vivo" estd asegurado por el hecino de scr altamente
exergénicas on una gsola direccién. ®n 1a yglucélisis, la fosforilacién de

la giucosa y del r'=6-P constituyen reacciones pricticaumente irreversibles
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Fige le Vias de la glucblisic y gluconcogénesis en el higado y en la

corteza rcnal.




en condicionss fisioléyicas (27).

Por el contrario, c¢n la gluconeogénesis, las barreras termodi~
ndnicas mencionadas sou sorteadas mediante reacciones fuertemente axergé

nicas de sentido opuesto como la hidrélisis del F=6=P y el G-=6-P,

La presencia de ests tipo de reacciones involucra nsocesariamen—
te la existencia de un ostricto oontrol de las mismas, ya quo en ausencia
de 8ste ocurrirfa su acoplamiento dando lugar a la fcruacién de corto cir

cuitos metabblicos gue producirfan un gasto coniinuo de la energfa celular

(28).

Las evidencias esxperimentales presentes han deuostrado que estos
corto circuitcs son controlados y el sentido final deli flujo de intermedia
rios en estas vias estd asegurado por la regulacién de la actividad de las

enzimas que catalizan reacciones unidireccionales de sentido opuesto,

Identificacidn de los sitios de control de le giucdlisis y gluconeogénesise.

El estudio de la identificacién de los sitios do control en am-

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

La aproximacién mas directa para reconocer las etapas de ocontrol
de la glucélisis y gluconeogénesis ha sido basado en la comparacidn de la
actividad catalftica mdxima de las enzimas que participan en estos proce-~

sos8 en condiciones experimentales cercanas a las éptimas.

Krebs (23,29) seiial§ que por lo general las enzimas que constitu
yen puntos de control metatélico, tienen menor actividad catalftica que

aquellas sin funcién reyguladora.

Sin embar,o, este wétodo tiene ciertas restricciones, ya que por
lo general las determinaciones de actividad se efectdan 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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kn la Tacvla L se han oxpuestvo rosultades obtenido: con las on
zimas glucolfticas y gluconovoiéuicac do higado y corveza reonal do rata,
recopilauos por Zcrutton y Utter (32) y alpunus calculados a partir de
datos vublicados por seber y col.(30). Le pucdo apreciar que la hexogui
nasa, glucouuinaca, r.%, piruvato carboxilasa, rYub-carvoxiguinaca, Iruc
tosa-l, 0=diiosfatasa y geucosa-0-Losfatasa tienon wenor activiuad cata-
lfiica que aquoallas enzimas que catalizan reaccione: reversibles en con-

diciones fisiolé icas.

Las reaccionec cutaiizadas por la piruvalo carboxiiasa, Prre
carboxiquinasa, iructosa-l,b6-difosfatasa y glucoca-6=-fosfatasa son sitios
izmportantcs de control en la gluooneogenesis. Lstas enzimas eitan presen

tes dnicamente on cl hfzado y on la corteza renal (33).

Utro auv los critorios eumpirendos para identificar las enzimas
que catalizan reacciones unidireccionales, es eutablccer la velocidad de
cada reaccién en ambos sentidos, catab8lico y sintético (34). Pfara calcu

lar ésto, es necesario conocer:

a) Velocidad m4xima y la Xm aparente para cada suctrato en los

dos sentidos de la rcaccién.
b) La concentracifn dc los sustratos en el estado estacionaric.

Zn las enzimas que catalizan reacciones reversibles, las veio-
cidades en uno u otro sentido no difieren wmucho y ¢l sentido neto de la

reaccién depanderf de la concentracién de sustrato (34,35).

Por el contrario, en las enuzimas que catalisen reacciones uni-~
direccionales, la velocidad de formacibu: de producto en amboe sentidos es
marcalamente diierente (3 ordones de magnitud). Eote m&todo ha sido muy
dtil para determinar que en los tejidos glucoifticos la hexoquinasa, la
PFK y la piruvato quinasa cataii.an an condiciones fisiologicas, reaccio

nes unidireccionalos (36-4l). kn la Tabla 2 se exponen datos obtenidos
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lisis y gluconcogénesis cn el hfizado y on la corteza renal de rata

LOSs datoc oxpuccitos han sido exirafdos de Lla recopilacidn viec-

tuada por Ucrutton o Utier (22) y calculados a particr de los publicados

por ueber y ¢ol.(30).

i rlucusa-b-iosiutasa

a La actividad enzi.dtica ha

nado por minuto por grawo de¢ poeso hilmcdo a 3(°C.

A

— .
Enzinase iif;;ado itiuén
llexoquinasa 0.7 19
Glucoquinasa 443 -
Glucosa=6-isoncrasa 13y -
PiK 3.3 Se
Aldolasa 10 i0
‘Iriosafociato iconerasa 560 -
Gliceraldehido-3-fosiato 170 200
dehidrogenasa
r'osfuglicerato quinaca 1,0 170
nolasa L 53
Piruvato quinasa Y0 50
Lactato deuidro;,enasa 230 170
Iiruvato carboxilasa 0. Hed
PEP-carboxiquinasa 6.7 6.7
fructosa=1,6-dilostatasa 1y 1

1y 13

nido cxpresada on u moles de producto for



TALLA IT

Volocidad de formacién de producto c¢u ambos sentidos do la reacoidn

de aljunas anzimas glucolfticas on c¢é8lulas de tumor aucftico

Enzimas Glucosa a Piruvato
Piruvato— GlucosaE
H 2 r -4
ilexoquinasa. 27 10
Hexosa Isomerasa. 180 150
_ -2

PIK 27 10
Gliceraldehido-3 140 82
-foafato dohldro
LeONAaca.
I'osfoglicerato 55 l.2
quinusa.
Posfoglicerato 61 3.4
nutasa,.
Enolaca. 440 390

. . } -3
Piruvato quinasa. Y4 10

e

Los datos han sido expresados en um moles de producto formado X
segundo 1, y fueron obtenidos de Hess y Brand (34).
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con células de tu.or ascft.co (34). lio obstante, la aplicacién de este
criterio en el hfjado y en la corteza renal es limitada, debido a la
existencia de dos procesos metabdlicos opuestos (26). Sin emoargo, ac—
tualuente se asume que en los tejidos gluooneogénicos, las en.imas glu-

cbliticas menoionadas cata.izan roacciones unidireecionales.

Otra de las propiedades presentes en lac enzimas reguladoras
0s aue su cosportamicnto cinétice se aparta del quc predice la ley clé-
sica de liichaclis-ienten. Por lo tanto, la identificacién "in vitro" de
enzimas cuya cinética es de naturaleza alostérica indica, en general,

que esatac proteinas constituyen sitios de conirol en el metabolismo cee

Enzimas reguladoras de la g2lucélisis.

a) Hexoguinasa.

La hexoquinasa cataliza la siguiente reacciéni
gt
ATP + glucosa =———=—2 G-6-P + ADP

Crane y Uols demostraron que la hexoquinasa de tejldos de mami
fero es inhibida por el G-6-P (42). Este metabolito es un inhibidor alos
térico de esta enzima (43) y su efecto es revertido especfficamente por
el Pi, el cual aotua aumentando la Ki para el G-6-P (44,45). Zl ALP tam-
bién modifica el valor de esta constante pero en sentido opuesto (45,46)
¥ por lo tanto ambos metabolitos (Pi y ATP) podrian tener funciones regu
ladoras modulando el eiecto del G-6-P sobre la actividad de la hexoquina
sa. Bl glicerofosfato también revierte la inhibicién por G=6=P (45). Por
¢l contrario, el AMP y ADP son inhibidores de esta enzina (47).

La inhibicién por 3~-PGi y 1,2-PGA de la fosforilacién de la glu

cosa descripta por Dische (&) no ha uido estudiada en detalle en la acti-



vidad do la hoexoquinasa,.

En ol higado de rata existen cuatro isoenzimas de hexoquinasa
(45)e E1 tipo I y III son especfficamente inhibidas por el G-6-P (49).
Una de éstas, llamada glucoquinasa, se oaracteriza por tener un valor de
«m alto para la glucosa (50,5L) ¥y no se inhibe por G-6-P (52). Bl nivel
de esta enzima doepende del estado hormonal y nutricional, ya que la ad-

ministracién de insulina o de glucosa produce un marcado aumcento del

mismo (53554).

La importancia en los mamiferos de la h-:zoquinasa como sitiio
de control de la glucdlisis, ha sido derostrado por experimentus de re-

constituecidén con sistemas enziudticos por Lyeda y dacker (95).

So cree que la actividad de la glucoquinasa es un factor impoy

tante en la regulacién de la glucemia (56).

b) Fosfofructoquinasa.

Esta enzima -a1tuliza la siguiente reaccidni
Mg++
AP + D'—6-P ———) Fpp + ADP

Distintos estudios efectuados con la PFK obtenida de diferentes
frontes, han demostrado que es una protefna cuya actividad es modifioada
por distintos metabolitos (56,64). La enzima tiene efecto cooperativo ho-
motrépico para el F-6-P y es marcadamente inhibida por el citrato y el
ATP, Por el contrario, el Pi, F-6-P, FDP, AKP y el 3°5°AlP ofclico, re-
vierten la inhibicién per ATP y citrato. El NH4+ y el K+ Unicamente tie

nen efecto activador en ausencia de estcs metabolitos.

La cinética de interaccién de la PiK con los sustratos, activa-

dores e inhibidores es muy compleja y se ha postulado que la misma tiene



do siete a dooe sitios para sus efectores (63). La existencia de un si-
tio catalftico y regulador par-: el ATP en la PFK ha sido demostrada por
el hecho de que el GTP y el ITP que pueden ser sustratos de la reaccién

no son inhibidores de esta onzima (61l.65).

La inhiticién de la PiK vor el ATP se produce por un aunento
en el valor de la :m puara el -6-2. Dobido a cue el efecto del Pi, AlP
¥ 3°5°ANP ciclico es aumentar el valor de la ki para el ATP se puede
concliuir que la reversién de la inhibicién por este metabolito ocurre
por cambios en la afinidad con aque se une al sitio regulador de la enzi
ma. 3in embargo, bajo ciertus condicionecs, como por ejemplo cuando el ni
vel de AT? no es suliciente para inhibir a la PrK, los metabolitos men-
cionados actdan dnicamente como activadores. Por lo tanto, la reversiéa
o la activacién dependerd del grado de unién del ATP con el sitio regula

dor y de las variaciones en la concentraciédn intracelular del mismo,

Los cambios on el nivol de F-6-P taubién modifican la accién
de loc inhibidores y activadores sobre la PiK. Asf, a una concentracién
alta de este sustrato, ninguno de los metabolitos mencionados tienen efec

to en la actividad de esta enziua,

Recientemente Salas y col.(66), y Lorenzon y kKansour (67) han
desensibilizado esta enzima al ATP y otros efectores. Eu interesante tam
bién serialar que distintos estudios han deiostrado que la PFK existe en
dos formas interconvertibles (68-71). El nivel de esta enzima en la célu

la hep4tica aumenta marcadamente después de la administracién de insuli-

na (72)0

c) Piruvato SJuinasa.

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

en forma detallada, was adelante.
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Enzinas roguladoras do la giuconco.8nesis. -fntecig del AP a partir de

piruvato,

a) Glucosa-6-fosiatasa:

Esta enzina se cencuerntra lLocaslsada en los microconas., sstudios
e¢fectuados por arion y .ordiie (73) y stetten y wTalt (74) kan deuostrado

que la jlucosa=b6=fo:ifatasa cataliza tres reacciones diferentest

1, Pri + H20 —» 2 Pi Pirorostataiy
2. PPi + glucosa >» G~-6-F + Pi IFosfolransierasa
3¢ G=b6=-P + HO = _lucosa + Pi Hidrolaau

El ATP y el ¥i inhiben la actividad de hidrolasa (75,76). Este
dltino metabolito es un inhibidor competitivo con respecto a la hidréli-
sis del G=6-P. La actividad de fostotransferasa es inhibida por el CO3H-
(77)e Debido a ¢uoe la hidrélisis del G-6-P e3 la dltima etapa de la glue
coneogénesis, ecta enzima ocupa un sitio importante en la regulacién me-

tab8lica ya gue su actividad pernite mantenor en esas condioiones un nie

vel adecuado de ¢lucosa en ls sangre,

En la cctualidad se conoce muy pvoce sobre los mecanismos de
control de la glucosa-6-i'osfatasa. Sin embargo, auncue no existen prue-
bas directas algunac evidencias sugieren gue la inhibicién de esta enzi-
na por el Pi actuaria canalizando el G-6-P hacia la formacién de glucé-

Jenoe

El nivel de esta enzima en los mamireros estd bajo control hor
monal y dietético (30). El svniido ficiolégico del caricter multifuncio-

nal de la glucosa~6-fosfatasa no se conoce,
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b) Fructosa-l,6—difosfatasa:

Esta enzima catzliza la siguiente reaccidén:

++

Ig
FDP + H20 » F-6-P + Pi

Los estudios efectuados con la lructosa-l,b6-difosfatasa de di-
ferente origen han demostrado que el AlP es un inhibidor alostérico de
esta enzima (78,79). La cinética do inhibicién por este metabolito no es
competitiva con respoecto al FUP sugiriendo que el AlF se une al sitio re
gulador de la enzime modificando su actividad catalftica (79,80}. En efec
to, el tratamiento de la misma con papafna elimina la inhibicién vor AMP
sin alterar la actividad enzimAtica. Concentiraciones muy altas de FDP tam

bién tienen efectc imhibidor (78,81-83).

La inhibicién de la iructosa-l,6~difosfatasa, y la activacién
de le PFK por AMF es de sran importancia, pues provee de un estricto sis

tema de control recfproco entre ambas enzimas.

Estudiando los niveles de metabolitos con homogenatos de higa-~
do Krebs (84) demostré que on ausencia de lactato el agregado de AliP pro
duc{a una acumulacién de ¥DP. Xste resultado es consistente con la inter
pretacién de que en ausencia de lactato, el AlMP inhibe a la irTuctosa-l,6-
difosfatasa. &n presencia de lactato o de otros precursores gluconeogéni
cos esta inhivicién se revierte. Y¥n efectu, por oxidacién de lactato a
piruvato el NADH disponible aumenta, porwitiendo reducir el DHAP en o=ili
cerofosfato, lo cual deunlazarfa el equilibrio emtre el i'DP y las triosas
fosfato hacia la formacidén de estas dltimas, De esta forma el efecto inhi-
bidor del FDP sobre la iructosa-l,6-disfofatasa disminuirfa apreciablemen-

to,

Por otra parte, la oxidacién del lactato por via del ciclo de
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Krebs (aocoplado a la fosforilacidén oxidativa) aumentarfa la conversién
del AMP en ATP, disminuyendo el efecto inhibidor del primero sobre la
fructosa-l,6-difosfatasa y permitiendo canalizar el flujo de metaboli-
tos en el sentido gluconeogbnico. Estos efoctos quodan aun por verifi-

cerse '"in vivo".

En la actualidad existen evidencias que indican que la fruc-
tosa-l, 6-difosfatasa puede existir en dos estados interconvertibles en
tre sf. La conversién de las distintas foruwas de esta enzima no involu
ora camnbios de asociacién o disociacién de sus subunidades. El paso de
inactiva a activa es dependiente de la temperatura y del pH del medio
de inoubacién y se inhibe por I'DP (85). La significacién fisiolégica de

este fendmenc no se conoos.

La conversién del piruvato on PEP en el higado y en la corte-
za renal puede ocurrir hasta el presente por tres caminos metabdlicos

distintos que Be exponen en la lig.2.

Distintas evidencias indican que en los mamiferos los mecanis

mos I y III tienen poca importancia fisiolégica en la gluconeogénesis

(86-89).

l) La actividad de la piruvato quinasa en ol sentido de la formacién de

PEP es muy baja, como se seiiald anteriormente,

2) El valor de la Km de 1la piruvato quinasa y de la enzima m4lica para el
piruvato y CO H- respectivamente es superior a la concentracién fisio-

k)
l8gica de estos metabolitos en los tejidos wenoionados (86-89),

Por el contrario, ol rol fisiolégioo del mecanismo II e¢stf apo-
yado por la presenclia de la piruvato carboxilasa y PEP-carboxiquinasa aen

el hfgado y en la corteza renal. El valor de la Km para los sustratos de
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I Piruvato + ATP ¢ Piruvato Quinasa o s pp . pep

GDP + C02
PEP
Carboxiquinasa
GTP

I Piruvato+ATP+C0, ¢Flruvato Corboxilasay s pp+pj+ 0AA

NADH
Mala to

dehidrogenasc

NAD

I Piruvato+ CO,+NADPH ¢Enzima Malica > NADP +Malato

Fige 2. Mecanismos posibles para la sintesis de PEP.
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estas onzimas esti por debajo de la concentracién fisiolégica de los mis-
mos on estos tejidos (86=89). La importancia de la piruvato carboxilasa
couwo enzima potencialmente gluconeogénica est4 apoyada directamente por
el heoho de que los tejidos que no tienoen esta funcién carecen de la mis

ma.

El mecanismo II requiere dos equivalentes de ATP (ATP + GTP)
para la sintesis de PEP, mientras que el mecanismo I requiere uno solo,
De acuerdo a ésto el mecanismo I es altamente enderyénico en el sentido
de la gluooneoénesis y constituye una barrera energética, El mecanismo

I1 es exergénico y por lo tanto no presenta ningin obst4culo energético,

c) Piruvato carboxilasa:

En el hfgado y en la corteza renal la piruvato carboxilasa se

encuentra localizada en la mitocondria y cataliza la siguiente reacoidn:

ATP + CO + Enzimg esmeasweds ADP + Pi + Enzima-CO

2 2

Enzj.ma.-CO2 + piruvato emes———3 Enzima + OAA

++

ATP + CO, + piruvato —8 > OAA + ADP + Pi

La enzima tiene un requerimiento absoluto de Acetil-CoA para
que la primera etapa de la reaccién oourra (89,90). Este metabolito es
un activador alostérico de la misma y su efecto depende marcadamente del
pH del medio de incubacién (90,91). Utter y col.(89) y Krebs (29) han se
fialado que la aotivaocién de la piruvato carboxilasa por el Acetil-CoA es
un meocanismo de control muy importante en la sintesis de OAA a partir de
piruvato. En efeoto, el OAA es un intermediario necesario para la oxida-
cién del Acetil-CoA en el oiclo de Krebs. Por otra parte, la oonversién

de piruvato en OAA es el mecanismo principal de la sfntesis de intermedia
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rios dei ciclo tricarvoxfiico y constituye un sitio de contirol par:s ia
formacidén de sustratos a pariir de dichos intermediarios, como por ejen

plo el rov.

Bl AVP ey un inhibidor competitivo de esta enuima con roespecto
al AT (88). aunque el sentido f'isioléiico de osta inhibicidén no se cono
ce, aljunas evidencias indicarfan que cambios sn la relacidn AUP/ADY on
la nitvocondria wodificarfan la actividad de la piruvato carboxilasa. Ll
nivel dec esta cnzima se eacueaira bajo control borumonal y nutricional.(52,

93).

d) Fzi-carboxiguinasa:
Bota enszima cateli.a ia siguiente reaccién:
=
O (3
OAdA 4+ (NP comemmememedy P + GDP + C02

5l nivel de esta enzima fiuctda marcadamente en distintas cone
diciones noruonales y nutricionales (89,94,95). Hasta el prescnte no se

conooe ninglin tipo de control de su actividad por mstabolitos,

La distritucién intracelular de esta enzima varfa senin la es-
pocie (26, Ln el higado y en ia corieza renal de rata est4 localizada en
el citoplasma de las células (36,97, mientras que en el af udo de palowa
es intramitocondrial (94). in oiros casos esta enzima puede estar en ambas

fracciones celulares (96).

Jebido a la distinia distiribuciédn intracelular de la piruvato
carbvoxiiasa y la PLlP—carboxiquinasa on el hfgado de rata, y a sue la mi-
tocondria ¢s inpermoable al CAa, Lardy y cole(99) ¥y Haynes (100) han pro-
puesto la existencia en este tcjido de un mecanismo por el cuar el CAA se

ransfiere al citoplasma p:rmitiendo el acoplamiento de las reacciones que
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catalizan las ensim:as mencionadace Estoe hecho permite a la célula tenor

otros sitios suceptibles de control metabélico (99).

En las especles en lav cuales la piruvato carbozilasa y la PEP-
carboxiquinasa se encuentran on la mitocondria, se creo que el PEP sinto-
tizado por estas enzimas atraviesa libremente la membrana (1l0l). Sin em-
bargo, no se puede descartar quo exista un sistema especffico de transpor

te para esto metabolito (102).

itejrulacién de la glucélisis y gluconeogbnesis.

Atkinson seiialé que la regulacién de las etapas unidireccionales
de la ;lucdlisis y gluconeoyénesis mediante la clausura total de una u
otra via metabblioa, segin la direccién del flujo de intermediarios eu las
mismas, ropresentarfa un sistema de control muy eficaz que evitarfa el aco
plamiento entro las rouoclones de distinto sentido con gasto do la enor;fa

celular (28),

Sin embargo, existon ovidencias que indican que la supresién de
la actividad de una vfa moetabélica cuando funciona la opuesta no cs total,
¥y el flujo neto de intormodiarios en uno u otro sentido parece ectar e u-
lado por los casibios recfprocos en la actividad de las onzimas que catali-
zan reaccionec opuestas. De esta forma las vIias motabdlicas tendrfan un

cierto funcionamiento basal (26).

Cambios recfprocos on la actividad de la P¥K y la fruclosa-l,6-
difosfatasa puoden modificar a csto nivol ol flujo do intermediarios en uno
u otro sentido del metabolismo (l'ige.l). ELl hocho deo que la PFK sea rogula-—
da por varios inhibidores (ATP y citrato) y activadores (AiP y Pi), le da
mayor capacidad de control que a la [ructosa-l,6-difosfatasa, la cual es
solamente inhibida por AlP. De cute modo, ol gasto de eneriia por el fun-

cionamiento basal de esctos corto circuitos metabélicos estd compensado por
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una mayor flexibilidad en la regulacién de la actividad enzimdtica (26),

Cuando so compara la relacién entre la actividad mé&xima de las
enzimas que catalizan las reacciones unidireccionales de la glucélisis y
gluconeogénesis {calculados a partir de la recopilacién de Scrutton y
Utter (32) o de loo expuestos por .eber y col. (103)) se puede ver que la
actividad de las enzimas que catalizan las dos dltimas etapas de la gluco

neogénesis predomina sobre lu de las onzimas glucolfticas:

¢lucosa-6-fosfatasa = 3.0 (32), 5.0 (103)

hexoquinasa + glucoquinasa

[ructosa-l,b6-difosfatasa
PFK

= 4.55 (32), 4.0 (103)

PEP-carboxiquinasa + Piruvato carboxilasa ]
3 0.27 (32), 0.04 (103)

Piruvato quinasa

Por el contrario, la relacién entre la suma de la actividad de
la PEP-carboxiguinasa y la piruvato carboxilasa con la piruvato quinasa
es muy pequeiia, indicando quo la actividad de esta dliima enzima es mucho

mayor que la de las otras dos.

Como consecuencia de gque la relacién entrc estas onzimas es tan
desfavorable en el sentido de la gluconocogénesis, todo el PEP formado por
la vfa oetialada anteriormente (Iig.2) serf nuevamente convertido en piru-~
vato dando lugar a un corto circuito metabdlico continuo con el gasto de

un equivalente de ATP (GTP).

El control de la glucédlisis a nivel de la piruvato quinasa en
el hfgado y en la corteza ronal es un sitio estratégico de regulacién, ya

que cambios reciprocos de la actividad de esta cnzima y de las que parti-
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cipan on la sfntesis de PEP doterminarin la direccién dol flujo de oute

mctabolito en el ventido de la glucbllisis o de la gluconcogbnosio,

Piruvato Guinasa

Esta enzima cataliza la siguiente reacoién:

. .’.+
kigg

PEP + ADP - > Piruvato + ATP
K

De acuerdo a lo gquc se mcncioné anteriormente, nucestro interés
ge dirigié al oestudio de las propiedades cinéticas de la piruvato quina-
ca hopdtica. 'rabajos efectuadouy on distintos laboratorios han demostra-
do que en el hfgado de rata existen dos isocenzimas denominadas tipo L y

tipo M (104-106).

Ambas formas de piruvato quinaca han sido caracterizadas en ba
50 a sus propiedades inmunolégicas y a su movilidad electroforética., Los
anticuerpos especificos preparados con la enzima de misculo esquelédtico

neutralizan dnicamento a la isooenzima M (107).

La separacién de ambas formas de piruvato quinasa hepitica puede
sor ofectuada mediante diferontes procedimientos tales como electroforesis
en distinlos sistomas, precipitacidn [raccionada con sulfato de umonio y
cromatoisraffa en DEAE-celulosa y Cii-colulousa. Ademds, estudios efectuados
en nuosiro leboratorio han permitido desarrollar un nucvo método de purifli
cacién de la isoonsima L on columnas de Cll-celulosa basado on la olucién

selecliva de la misma por sus efoclores alostéricos (108).

La piruvalo quinasa tipo L ropresonta un 66-70,. de la actividad
total y sc¢ la considera tfpica del hfyados Por el conirario, la isconszima

i1 parece estar presonto en todos los tejidos, y su nivol en dicho Srgano



es oonstante. La relacién entro la concentracién de la forma L y la forma

M en condiociones normalss es aproximadamente 3,0 (107).

Sin embargo, debido a que el nivel de la piruvato quinasa hep4-
tioa varfa en diferentes condiciones dietéticas y hormonales (72,108-112)
a expensas de cambios en la concentracién de la isocenzima L el valor de la

relacién de actividad entre ambas formas (L/M) no es oconstante (107).

Asf por ejemplo, durante el ayuno prolongado, la alimentacién
hiperproteica (dietas ricas on ocasefna) y en la diabetes, el nivel de la
isoenzima L disninuye apreciablemente y la relacién L/M es cercana o menor
que la unidad. De esta forma el 50-60/, de la actividad total de piruvato

quinasa hep4dtica estf representada por la isoenzima M (107).

Por el contrario, la alimentacién con carbohidratos o la admi-
nistracién de insulina aumontan apreciablemente el nivel de la piruvato

quinasa hep4tica tipo L.

El hecho de que la concentracién intracelular de esta enzima sea
uodificada en forwa muy marcada por distintos factores zugiore que la mis-
wa es una protefna reguladora, cuya actividad posiblemente también sea con

trolada por metabolilos activadores e inhibidores (1lu7).

Aliunas de las propiedades cinéticas de la isoenzima L encontra-
das independientemente en nuestro lalioratorio y en otros, antes de la ini-
ciacién del estudio que comprende esta tesis, serdn comentadas en la si-

¢uiente secoién.
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Mnalidad de la presento investigacién

Toniendo on cuenta quo en el higado la regulacién de la acti-
vidad de la piruvato quinasa tipo L y tipo M repréaenta un importante
sitio de oonirol metabblico, el interés de la presente investizacién fue

estudiar las propledades cinétioas de estas isoenzimas.

Resultados previos obtenidos en nuostro labératorio y simulté-
neamente en otros (106,113-115), domostraron que la isoonzima L tiene
propiedades distintas a las de la piruvato quinasa de mdsculo esquoléti-

Q0 ¢

1) La ourva de velocidad inicial de la reaccién en funcién de la concen-
tracién de PEP es sigmoide, indicando que la enzima tiene un maroado

ofecto oooperativo homotrépico para dicho sustrato (106,113-115).

2) En presencia de I'DP la enzima se activa marcadamente y la curva do 1Y
turacién para el PEP se transforma en una hipérbola. En ostas condicip
nes, la cinética con rospecto a este sustrato es liichacliana y la afi-

nidad de la enzima por ol mismo awnenta apreciablemente (113-117),

}) Tanaka y col.(114) cncontraron que el ATP inhibe a la isoenzima L de
higado, pero las caractoristicas oinéticau de este fenémeno no fueron

eatudiadas detalladamonte,

De acuerdo a ostos resultados la regulacién de la piruvato qui-
nasa hopitica tipo L se efectuarfa por cambios en el efecto cooperativo
homotrépico para ol PEP on precencia de ofoctores alostéricos nogativos o
positivos, Sin embargo, un aspecto do la rogulacién motabblica de conside

rable intorés, tal cowo la influoncia del pll on el comportamiento cinéti-
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co de esta enzima no habfa sido atin estudiado.

I'rabajos efectuados en distintos laboratorios con enzimas alos-
téricas de diferente origen han demostrado que el pll es un facior de gran
importancia en la modulacién de su actividad, como también en la respuesta

a los efectores alostéricos,

Asi por ejemplo, Trivedi y Danforth (118) encontraron que la PIK
presenta cambios notables de actividad co.o respuesta a pequenas variacio
nes en el pll del medio de incubacién. Por otra parte, Gerhart y Pardee
(119) estudiando las propicdades d¢ la aspArtico transcarbamilasa deuostra

ron que las mismas se modificaban drédsticamente a diforentes valores de pH.

llesulta relevante también mencionar que en ostudios preliminares
efoctuados en nuestro laboratorio con la isoenzima L de hfgado de ratédn
(115) se demostrd que la activacién de esta enzima por el IDP dependfa mar

cadamonte del pl del medio de incubacién.

Por consiguiente, resulté de gran interés estudiar detalladamen—
te la influencia del pH sobre el comportamiento cinético de la piruvato

quinasa hep4tica tipo L.

Como se mencioné antoriormoente, en condiciones normales la rela-
cién de actividad eantre las isoenzimas L y M es aproximadamente 3.0. Sin
embargo, durante la gluconooZénesis extrema esta relacidén es menor que 1,0
indicando quc la mayor parte de la aclividad de piruvato gquinasa hep4tica
out4 representadu por la isoenzima M, de manora tal que el control metabé-

lico de la misma es de primordial importancia.

Con el fin de disponer de un panorama completo sobre el conirol
de la actividad de la piruvato quinasa hepitica, result$ también de inte-

r8s ostudiar las propiedades cinéticas de la isoenzima M,



En la corteza ronal, ol otro tejido gluconovoi:énico de los mami-
leros, lumbién se ha demostrado (modiante procedimiontoc electroféréticos)
la presencia de isoenzimas de piruvato quinasa (104-107,120). Sin embargo,
les propiedades cinéticas de las mismas no han sido aun estudiadas. Aden4s,
algunos resultados previos obtonidos con extractos crudos no son coinciden

tes respecto a la aclivacién per I'DP (105,107).

Por lo tanto, nuestro objotivo también incluyé el estudio de las
propiedades cindticas de las isoenzimas de corteza renal, con el fin de
aclarar las contradicciones mencionadas y comprobar si las mismas tienen
caracterfsticas similares a las de la piruvato quinasa hep&tica tipo L y

tipo M,
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lleactivos,.

EL ATP, UiP, GTP, H' AP, 3'Y' AlIP cfclico, H' UiP, UG, DLIAP,
¢-PGA (sal do burio), 3-PGA (sal de bLario), u-6-P, i'DP, P-croatina, carba
nil-P, FADH, ‘i'ris (baso libre), LDPA, licil_ licina (buse libro) y amino-

4cidos vo obtuvieron de Si_ma Chomical Company (EE,UU,).
El ADP y PEP fueron obleaidos do Boehringer y Soehne (Alemania).

El ditiotreitol, iXES, 1ES y HEPES se recibieron de Calbiochem
(BE,UU. ), EL hidréxido de A lo fue de 'The British Dru_ Houses (Gran Bre

tafia).

La Cl—celulosa y la DEAE-celulosa fueron obtenidus de Bio-Rad
Laboratory (¥E.UU.) y de Scrva (Alemania) respectivamonte. lLa Sefadex G-25

{fue adquirida en Pharmucia (Alomunia),

Todas las otras dro.as cmplouadas fueron de ori_cen diverso y de

un alto _rado de pureza,
Enzimas.

La lactato dehidro_onasa, piruvato quinasa (de mdisculo osquclé-
tico utilizada en al_unos experimentos como enzima auxiliar), cnolasa,
triosafosfato isomorasa, aldolasa y lu licerofosfato dehidro_onasa, pre-
paradas a partir do diferentes fucutes se obtuvieron de Ligma Chemical

Company (EE,UU, ),

lidtodos analfticos.

l, Protofnase.

La daterminacién do protefnas e efectud de acuerdo al método

de Loury y 00l.(121) deupuds do precipitar coa 5,0 de 4cido tricloro-
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&CétiCOo

2., Intercambiadores iénicos,.

La DEAE-celulosa y Cli-celulosa fueron lavadas y ajustadas al
pil al que se las utilizé, de acuerdo al método de Peterson y Sober

(122).

: +
La Dowex-50 (H') se lavé previamente con ajua destilada para

eliminar impurezas coloreuadas solubles,

Ensayos enzindticos.

1., Piruvato gquinasa.

a) Método colorimétrico.

Durante el proceco de purificacién la actividad de piruvato
quinasa se 1idié por la foruuacién de piruvato do acuerdo al méto-
do descripto por Friedemann y Haugen (123) modificado por Leloir
¥y uoldemborg (124). bLa mezcla de incubacién contenfa Y'ris-HCl 100 mM
pll 7.5, ClK 100 mii, SO4H5 10 mM, ADP 3,0 mii, PEP 3,0 muM y enzima en
un volumon final de 0,150 ml. En los blancos de reaccién se omitié

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

3 minutos. La deasidad éptica sc midié a 520 mu

Los resultados de las distintas etapas de purificacién do las
isoeonzimas L y li se expresaron on unidades de actividad de piruva-

to quinasa por miligramo de protefna (actividad ospocffica).

La unidad de actividad so define como la cantidad de onzima que
cataliza la formacién de un micromol de¢ piruvato por minuto en las

condiciones especificadas de ensayo.

b) l18todo espectrofotométrico.

En los ectudios cinéticos efectuados, la actividad de piruvato
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quina:ia se midid acoplando al sistoma lactato dehidro,cnaga y liadil

do acuerdo al wétodu de nuchor y rFleiderer (125).

uva mezcla de incubacidu contenfu Tris-ialeuto 1GG .y pll 749,
Cli 100 mli, 504Mg 10 mli, ADP 240 wi, PEP 2,0 ml, NADH 0.2 wmii, exce
so de lactato dehidrogenasa, en un volumen final de 0,H unl, excep-
to en ciertos ensayos on los cuales el Tris-iialcato se rueuplazd
por olroa bufferes scgan se indica en los expecimentos. La rcaccidn
se¢ iniclé por ol agrejudo de enzima y la oxidacidén del LADI [ue re
Listrada a 340 mu on forma continua en un especilrolotémetro uilford
iodelo 2000 con caimbiador automdtico de mucstras. Las incubaciones
se ofectuuron a 30°C, Los resultadou obtenidos se expresan en mili-
wicromoles de piruvato foruados por minuto, calculados luecgo de 20

segundos de iniciada la reaccidn.

La unidad de actividad se def'ine ooinio la cantidud de enzima que
cataliza la oxidacién de 1 umicromol de IADH por minuto eu lac condi

ciones espaecificadas de enuayo.
2. Enolasa.

La actividad de euolasa so detoriind de acuerdo al método dos-—
cripto por Grisolfa (126) para la estiuucién de 2-3-PuA con algunas Lo
dificacionos (127). La mozcla de incubaciéi contenfa I'ris-lICl 100 wmii,

BIL 745, CLL 400 mliy 50 i 10 wily ADP 200 wiiy 2=PUA 120 mbiy LAUL 042wy
exceso do piruvato quinasa y lactato dehidrog;cenasa en un volwnon de

0.5 ml. La roaccidn se inicié por el agregado de enzima y la oxidacién
dol NADH ve midié co.io se indicé anteriormente, Las incubaciones se efec
tuaron a 30°C. El1 2-PGA sal dc bario fue convertido anles de utilizarse
en forma &cida por pasaje a través do una coluna de Dowex-5H0 (H+). El
elufdo e neutralizé con hidréxido de sodio. La concentracién de 2-PGA

fuu detorminada valorando el féusforo total oesterificado de acuerdo al
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método de 'iske y Uubbarou (128).
3¢ Aldolasa.

La actividad de aldolasa se detorminé do acuerdo al método des
cripto por iandl y MNeuberg (129) para la estimaciédn de FDP, con algu-
nas modificacioness La umozcla do incubucién contenfa ‘'ris-~iiCl 100 mli,
pH Te5, FDP O.l mll, [ADH 0.2 nlly oxceso do triosafoslato isomerasa y
glicerofosfato dohidrogenasa on un volumen de 0.5 wl. La reacoién se
inicié por el agre,ado de enzima., La oxidacién del MNADI se midié como

oo indioé anteriormente y la temporatura de incubacién fue de 30°C,

4. Fructosa-l,b6=-difosfatasae

La actividad de fructosa-l,6-difosfatasa se determiné de acuer
do al método descripto por Pontromoli y col. {130) con algunas modifi
caciones. La mescla de incubacién contenfa Uris-HCl 100 mM, pl 7.5,

IFDP 1.0 mif, Clzhg 1.0 mii en un volumon final de 0,2 ml. La reaccién se
inioié por ol ugrégudo de onziwa y la actividad so widid por liberacién

del Pi foriuado de acuordo al método de Fiske y Subarro. (128).

Purificacién de la piruvato quinasa hepftica Tipo L y Tipo i

Los métodos empleados cun la preparacidn y purificacién do ambas
formas de piruvato quinasa hepdtiica con excepcién de algunas modificacio-
nes que ge indican, fueroa cimilaros a los descriptos on la literatura

(106,107,115).,

1. Preparacidn del sobrenadante do 100,000 x& conteniendo ambas formas de

piruvato guinasa hepitica.

Se utiliué ratas .uistar de 150-200 gramos, alimentadac con una
dieta balanceada y ajua ad libitum, Los animales fuoron sacrificados

por decapitacién y se los dojé desaunyrar cexhaustivamente. El hfgado fue
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répidamncnte extrafdo, pesado y humogeneizado c¢on un volumen y medio de
una solucién que contenfa buffer Tris-lClL 25 mnM, pll 7.5, EDI'A 1,0 mli,
ClK 150 ml y sacarosa 250 mii, En el curso do esta etapa y on las subsi

guientes la tempcratura se mantuvo a 4°C,

El extracto crudo, por lo general de un volumen de 200 ml, fue
centrifuzado a 8000 xg durante 20 minutos para eliminar rostos de teji
dos. El sobrenadante obtenido fue nuevaaonte centrifugado a 100.000 x¢

por 60 minutos, ea una centrffuja preparativa Spinco Hodelo L,

Despuds de esta etapa el sobrenadante de 100.000 xg fue utili-
zado indistintamente en la purificacién de la piruvato quinasa tipo L
y M segin el procedimiento que se indica a continuacién para cada una

de ellag.

Piruvato quinasa hep&tica tipo L.

El sobrenadante de 100.000 xi;, aproxisadamentc 100 ml fue frac
vionado con solucién de sulfato de amonio entre 30-45,) de saturacidn,
El precipitado obtenido se suspendié en un pequeiio volumen (aproxima¢g
rmente 10 ml) de una solucién quo conlenfa Uris-lCl 29 mM, pl 7.5, EDTA
1,0 mM y sacarosa 2950 mil, Para eliminar ol sulfato de amonio, la prepa
racién onzimiAtica fue cromatografiada por una columna de Sefadex u-=2:,
de 30 mm de diamotro y 350 mm de altlura. Esta fue proviamente equilibra
da, haciendo pasar 1,000 ml de la solucidén ulilizada on la resuspensidn
del precipitado. La ausencia do sulfato de amonio en cada una de las

fracciones reco_ idas fue determinado con solucidédn de hideéxido de bario.

Esta preparacién (20 ml), que contenfa unos 800 miligramos de
proteinas fuc aplicada a una columna de DEili-celulosa de 20 mm de dia-
metro y 250 um do altura, cquilibrada de ijual forma que la columna de

Sefadex G-25, Después de absorbida la preparuacidn, se lavé exhaustiva-
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mente hucicndo pausar 500 nl de la solucidén do equilibrio.

lia olucién de la onzima so ofectud de acucrde a Sutor y Hubter
(106) haciendo pasar un gradienlo Llinoal do una solucién de buffor Yris—
HCLl, pll Te9 entre 25 y 300 il quo ade::ds contenfa EDIA 1,0 mli y sacarosa
250 mils Ll flujo de la columna ifue do 3 wml por minuto. Los volwicenes co-
rroespondientes al lavado y al ¢radiente se recogieron ea 60 {rucciones

de 1% ml cada una,

En estas condiciones la onzima eluyo en forma de un pico simét;£
co a partir de una concentracidn de 120 wii de Tris-lCl. Estac caracteris
ticas fueron roproducibles en todas las cromatogralfas efectuadas y el
srado de purificacién alcunzado [luctud entre 10 y 1Y) veces con respecto

a la fraccidn do Sofadex G=2% que 3¢ aplicd a la columna.

Lot resultados dol proceso de purificacién de la onzima se axpo-
nen en la Tabla 3. 5S¢ puedo aprociar yuo dospuds de las cualro ctapas
descriptas la purificacidén alcanzé H0 veces y ol porceastajo de recupora
c¢ibii fluctud entre 2-45 eu la mayorfa de los casos. Las prcparacionos
obtenidas ostdn libres de aldolasa, onolasa poro contienen fructosa-l,6-

difosfatacae

Durante la purificacién de la piruvato quinasa hcpdtica tipo L
a partir de higado de rata, so observé que la onzima pierde actividad
si se la guarda a 4°C sin ninguna proteccién. Aunquo la inactivacién ocu
rre en todas las etapas, la misma es mucho mas marcada dospués de la cro
mutogralfa en DEAE-Cclulosa, on la cual la concentiracién do proteinas os

wonor.

La estabilizacidn do la onzima on la dltima ctapa de purifica<
cién so consiguid durantoe 84 horas por ¢l a, regado de sacarosa 2950 mli y
de ditiotreitol 1.0 ml. buste rocultado tawbién ha sido obscrvado por

Tanaka y col. (107) con la dilcrencia de que adends de este reactivo, la



TABLA I1I

Purificacién do la piruvalo quinasa hep&tica “ipo L

r'raccidn Volunen | Proteina Actividad ractor de iecup o~
/ 1l e tolal mge eopacliica | purificac.] racidn

iionogcnato 220 23.7T x 103 0.2 1.0 100

" —~ ) B 3 s Ly t
100,000 xg 100 58 x 10 0.42 240 H0

. . 7y ’ [ 3 . pe
seladex G=2% 20 UeGO x 16 Us'(0 3.9 12
VEAE=Celulo- ou U984 x 10 10 Y0 2
sa

a La actividad asi.ccifica se cxpresd cn unidades de piruvalo quinasa por
wiligramo de wrotelna.
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preparacién enzimftica fue protegida en presencia de 0.5 mli de PEP y

ADP reaspectivanente,

Piruvato quinasa hepdtica tipo ll.

La purifiocacién de la piruvato gquinasa hepdtica tipo Ii se efec
tué a partir del sobrenadante de 100,000 x;, el cual se obtuvo como se
indioé anteriormente. iio obstante, convionc dostacar quo el voluwen del

homogoneizudo que se prapard cou este fin fue menor.

Bl sobronadanto fuo fraccionado con solucién doe sulfato de amo-
nio entre 55-70,. de saturucién. El procipitindo obtenido fue resuspendi-
do en un pequeiio voluiien do una solucibén que contenfa bulfer Tris-lialea

to 10 mil, pi 6.0, EDTA 1,0 mii y ditiotreitol 1.0 uil,

El sullfato do auonio preseonte en la preparacidén fue eliminado
por cromatograffa en Sofudex G(-25, La colwanu ocuplcada lue de 25 mm do
diametro y 200 mm de altura y se la equilibré haciendo pasar TOO nl de
la solucién con que se rosuspendié ol procipitado. iLu ausencia do sulfa
to de amonio on las fracciones recogidac so deteclé coumo se indicé ante

rioruente.

La preparacidn obtonida, do unos 200 miligramos de protefna, fue
aplicada a una columa de¢ Uilecolulosa do 16 mm do diametro y 200 mn de
altiura equilibrada del miswmo modo quo la columna de Yefudex (=29, Ter-
minada la adsorcidn, la resina so lavé haciendo pasar Y0 ml de la solu—~
cién do equilibrio. La elucidn se olectud aplicando un gradieante linoal
entre O y 160 m} do una soiucidn de ClK que ademds contenfa los reacti-
vos pcroesentes en la solucidn. Los volumencs correspondientes al lavado
¥ al gradiente fueron recogidos en fracciones de 2,0 ml cada uno. Duran
ta esta otapa de purificacidu, la enzima pierde mucha actividad. 3in em
bargo, ésto se pudo provenir ofectuando lu cromatograffa rdpidauente,

ajustundo el flujo de la colwuia entre 6 y 8 ml por minuto, En estas con
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diciones la enwzima eluyc en lLoirma do un pico simétrico a una concen—

tracidén de 70 mii de ClX.

Bl grado de purificacidn alcanzado dospués de la cromatograifa
eu Cii=Celulosa fue do 8 a 10 veces rcupecto de la fruccién de Sefadex
G-~25. Eote valor ha sido considoerado coumo cl grado tolal de purilica-
cién, ya quo el valor obtonido despuds de la cromato,ralffa on Sefadex
G-25 no puode scr comparado con rospecto al homogonato, si se conside—
ra quc en 6ste la isocnuzima )5 s6lo represonta menos de la toroora par-
to de la actividad tolal de piruvato quinasa hepdtica. Dobido a la inesg
tabilidad de las preparaciones se las utilizé 24 Loras despubs de olLte-~
nidas, Las mismas fuoron libros de aldolasa, onolasa y fructosa-l,6-di

foafatasa.
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I1I quBoULl'alos

Piruvato quinasa hepftica 'W'ipo L

Estudios previos c¢lfoctuados cu nucstro laboratorio con proepara
ciones dc piruvato quinasa hepftica tipo L obtenidas a purtir de hfiado de
ratén deuostraron que la aclivacidn do esta enzima por el I'DP depcnde del
pll del moedio de incubacién (1ll5). Esto fendmeno fuc estudiado en ol preson
to trabajo ¢n forma mucho mas detallada con la onzima purificada a partir

de hizado de rata,

Activacién de la piruvato quinasa hepdtica tipo L jor ol [PDP c¢n funcién do

la concentracién de PEP y del pll.

La activacién por i'DP so dotermind a concontraciones do 0.2, 1.0
Y 9.0 mii de PEP y a difercntes valores de pli de la mezcla de incubacién. La

actividad enzimdtica so midid en ausencia y on prosencia de O.l1 nii de I'DP,

Logs resultados obLtenidos eon este experimento se exprosaron colo
P P

reiacién de activ.cién, lu cuul cutd dada por la sigsuiente expresién:

Vi + A
Relacién de activacidn =

Vi - A
donde Vi + A ¢s la volocidad inicial de la rcaccidén en prescncia del activa
dor.
Vi - A ¢s la velocidad iniciad do la roaccidéh en augsoncla del auctiva—

dor.

De esta forma se pusde comparar enire sf ¢l efecto del 1P’ eun ca-
da una de las condiciones indicadas,

Cowo se indica en la 1'ig.3, a pll 5.9 el valor de la relacidén de

activacién a las tres concentraciones de PEP empleadas fue 1.0, demostran-~



Vi-FDP

1501 \gE 45|
£

J: ) '

) 30|
100\, 2E

SESL ’
L &
‘”— % 0 1 1 1
5 6 7 & 9
pH

B rer 02mMm
(] PeP 10mM

G PEP 50mM

RELACION DE ACTIVACION _Vi+FDP

A

50 68 70 72 75 815 835

PFige 3 Activacién de la piruvato quinasa hepdtica tipo L por el I'UP en fun
cién del pH y a difcerentes niveles de PP, Las condiciones experimentales son
las descriptas en Materiales y [.8todos, cxzceplo ci pH del buifer y la concen-
tracién de PEP que varié como sc¢ indica. La actividad se midié en auscncia y

en presencia de 1'DP G.l mli. Los resultados mediante la relacién de activacién
como sc indiéd en ¢l texto.
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do quo a osto il ol asrepado de ul no wodifica la actividad ernsimllica,

For =l corirario, a valores do pi superiorct a (o6 y a un nivol
bajo do ki’ (02 i, la rclacibn do activacidén wumcnté aprociablomente al
canzando el :dximo al pil mas alcalino. e pucde apreclar gque a csia con-—
centracidn du sucirato y a pi Ge3) ol valor oulenido fue de 150, lo cual
indica un marcado efecto acivivador del DP sobre la piruvaic guinasa he-—

pAtica tipo L,

Es intercsunle doslacas aue a win nivol alto de Pl (H4C mii) ol
valor de¢ la relucidn de aciiv.eidn fuo de 1,0 y no varid a ningwio do los
valorvus de pii en lou que ec ercctiud las detlermiuaciones. ddends, a una con
coniracidn intersiedia do Phy (1.0 i) ol . UF actliva Gnicanienlc a vilores
de pi supcriores a $.0.

hite expeviuento denuciirie wue las variaciones del ofocto activa
dor dol r'DP a dilcrenles valores de pli 8¢ dobo o wi wmarcado cawbio o la

afinidad de la enzina por ol FLi y no a modificaciones en la velocidad wd-
xima de la roaccién, ya quo a un nivel préximo a la saluracidén (.0 i) no

hubo camnbios en lua relacidn do activacidn.

Vauwbién so muesira ('ige3) quo Lliu curva de pli Sptimo de la enziwa

fluctla entro Ve.v y 7.2

de la concentracién do PBP y ALP a dilcrontes valores de pli.

El experimoente vigieclo oir la #ige.3 demcstrd que la activacidn de
la piruvato guinasz hepdtica tipo L por ol 1I'DP depende marcadamente del pil

del muedio de incubacién,

La posibilidad de quo esto lactor tawbién modilicuase las propieda
des cinéticas de ecta enzima con rcceupecto al PEP fuoe estudiadua.

kn la Fig.4-A se pucde vor que a pli .1y (o un nivel saturantie

de AP, 2,0 w.i), la curva do volocidud inicial de la reaccién on funcién de
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Fige 4e Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hepitica tipo
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experimentales son las descriptas cn llateriales y liétodos, excepto el pH
del bufier como se indicas
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la concentiracidén de PLEP os sigwoide, indicando que la onzima tieno un mar-

cado ofeclo cooperativo homotrédpicou para onle sustirato.

Por ol contrario, cuundo ol mismo experimoento so efoctud en pre-
soncia Je 0.1 nil de !'VP, lu curva do saturacién del PLEP se transforma de
signoide en una hivérbola iichaeliana. o puode vor adends que 4 niveles
altos de PEP (2.9 mii) el iDP c¢u necesurio paru alcanzar la velocidad mé&xi-
ma, Cabo moncionar quo la disninucién de la velocidad méxima obicrvada on

prescncia de este metabolito no t'uo obilenida eu otros oxporimentos,

La curva de saturacidéa dol PuP a pH H.Y es distinta., Como 5@ obe—
soerva on la rige4-i, la wisma tieno forma hiporbélica y el agregado de (.l

mii de 'DP a la mozecla de incubvacién no tiene afoecto activador,

Para cuantificar los resultiados de exporimontos cinédticos obteni-
dos con oenzimas re,uladoras, sc utiliza la ecuacién de Hill (12), la cual
ostd dada por la sijuionto oxprosidn:

v

log ( )= n log 5 - log K
Vv
donde v ¢s la velocidad inicial do la reaccidn

V os la velocidad ndxinma de la roaccidédn

4

S os la conceatracidn del li,ando cuyo cfoclio sc¢ ostudia
L ¢ una constanto
nu es un valor que depende del j;rado de interaceidén y del nducro de
sitios intoraciuantos.
Cuando existe una [uorte inieraccién cnire los rccoptores, el va-—
lor de la pondiente gue sc oblicne doupués de gralicar los datos oxperimen-—
tales sopin esta ocuacidn, sc aproxima al nimoro de sitios que tiocno la en-

zima para ol ligando (12).

Suando las ensimas cijuon una cinética cldsica, la constantc do
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‘ichaelis (@) y la veloeidad .éxima (Vmax) son suficientes parc rolucionar
la velocicad inicial de lz reaccidén ca funcién de la concentracién de sus-

irato.

¥or cl conirario si la cinética ce siguoice Unicai.cnie es aplica
ble lc vizax. =n estos casos, lua coenceitracidn de sustrato accusuria pura
ovtoner lu witad do le Vrax se la ha designudo constunto ;b 5 (131). E1 va~

.
lor de la misra se obtlicne ralicaundo la ecuacid: de dill,

Los ruselicdos exserincrnvales rostirados o la 21ge.4-A y I ce hizn
rcpresentado de acuordc a dicha ecuaciéne kn la F¥ig.5 se puede ver que a pl
£l el valor del cceficiente n. 0 de 24 lo cual indica una ikarcada coonc
ratividad de la enziwa para el PiP. ia presencia de I'DP wodifica la respueg

ta do la wisuwa y el valor de 1, outenido fué de 1l.19,

A pil H¢9 no hay cooveratividad para este sustrato, £l a_regado de
0.1 =) de i'DP a la neucla de incubacidén no produce ningdn caibio en la ca—
racterf{stica de contirol de la ocnzima wor el PEP, El valor de nH fue de 1,03

en auseoiicla y en presencia del activador,

A partir de los misnoc datos ce catculéd la afinidad anarente de

la cazima pare el PiP, Z1 vaior de SU 5 ottenido o pll 5.% en ausencia y en
*

precsencia de IFDP fuo de 0,32 ile & Dl Gl 19 la «linidad do la enzima por el

0.5 qu< @ octuvo on ostas condicionos fue de 2.1 mil. El
L ]

a,resado de 0.1 mii de FDP aumcnta noviadlezente la wfinidad de le enzina por

PEP es i.caor y el O

el sustrato. EZn presencia del activador el valor do SO - ‘ue de 0423 idis
o)

Para deteriiinur si cauwbios en ol pi del rmodio de incubaciéi wmodi-
licaban ta:.biéa la rosouccta de la canzima « variaciones c¢n lu concentruciédn
de asP se efoctud un oxperirento cimilar al exjpuosto en lus fijuras 4-A y 3

poro a un nivel saturanto de i'Zl {940 :mli).

Los rosultados olLtenidos ¢ lLan oxpresado de acuerdo a2 la ecuacidn
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de Linowoeaver-ipurk (13¢). Como e pucdo aprociar on la i'ige6, lou misuoz
dun una rclacidn linecal tanto a pli 8e1Y y 549+ Los valores do Xm calcula
dos o pacrtir do log uismos datos {ucron de 0.9 y L.4 il respectivamonte,
¥l g, rc,ado do I'DP no tuvo ciccto aclivador, aun a concentraciones bajas

do ADP (0.2 mi),

Estos resultados indican que las variaciones en ol pH del medio

por ¢l PLP,

Couportamiento de la piruvalo quinasa hcpftica tipo L cou diustintos

buffores.

Los experimentos oxpucstos on las 1ig.3, 4 y 6 se eicctuaron
utilizando bufter Tris-:.uloaloe. Con el fin do denostrar que el ofecto del
pH sobrc las propiedades de la enziiua no depende del bufi'er ompleado en ol
medio do iacubacibn, se ostudié la activacién por el I'uP a pH 5.9 y 8415
en presencia de difcrentes bufferes, La concontracién do PEP que se oligié
para este exporimento fuo de 0.2 miie ln ostas condiciones y a pH alcalino

la activacién por el P ¢ wuy marcada (1'ige3 ¥ 4—~i)e

Los resultados de la T1abla 4-A cxprcoados modiante la relaciédn
de activacidédn domucsiran que aunque la actividad do la cnzima varfa segin
los diferentes bufferes enplcados, ol cfocto activador del IPDP dnicaumente

ocurre a pll 8,15,

Tammbién sc dewostré que pequeiias variacionos d:l pH del modio d:
incubacién modif'ican totalmente la activacién por esto metabolitoe. lin efoc
to como se ve on la Tabla 4-B a pH 6.8 ol I'DP no modifica la actividad de

la onzima,

Por ol contra.sio a pl 7.2 la activacidén es aprcciuble. Loco rosul
tados obfonidou demuoestran gque los cambios cn lacs propiosades de la enzima
expuectos anteriormeante (I'ig.3 y 4) dopenden dnicamento del pll del medio

de incubacidn y no dcl bufier cmplcado ea ol miswo,
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Fige 6. Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hepitica tipo
L en funcidén de la concentracidn de AP a pil U.1YH y HYe9. Las condiciones
oxperimentales son las descriptac en laleriales y 1i6todos excepto el pil
del buller y la concentracidén de PP que [uc de 5.0 nmil,
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CALba IV

Comportamicnlo de la envima con distinlos buffcregs

Las coauvicliones cxnesinmentales son lay acueriptas cn lialocia-
leu s l8todos con cicepeidn de los buffcres cmpleacos y de la concentra

cibn de PLP y ADP que fuo de 0.2 240 mii respectivamonic,
Y P

Buffer (100 mil) pll Actividad cnzimflica Relacidn de
- 1P + KpP aclivacién®
A "Yris-kalcato He9 23 23 1.00
Cacodilato He9 67 71 L.06
Tris-ilalcato 0.1 0.89 78 38,0
Glicili;licina el 1,76 96 H1e0
Tris-HC1 8.1 0.71 78 110,0
B ‘P'ris-lialcato 6.8 Y 36 1e33
Pris-lialeato 702 93 4065 T.65
PHS 6.8 38 50 1,31
P 7.2 99 5445 9.2
HETLS 6.8 35eY 61 1.73
MEPYS 7.2 13.1 50 3.84

a  La relacibn we activacién ce cul:ulé cowo cn la iige3.
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Jeversibilidad del eiveclo del pii sobre las propiedades de la piruvato

guinasa hcp&tica tipo L.

Ante la posibilidad de que lua pérdida do scenuibilidad de Llu en
zima al "D¥ a pii H.Y l'ucra debida a una wodilicacidn dol sitio al cual se
une ol actlivador, o bicn a cuwbios reversibles en las propicdades ulosté-

ricas de la misma, s¢ efcctuaron dos oxpewvincentos dileronies,

Uno do ollos consistid on iomar alfcuotas do wuna misma piepara-—
¢ién enzimdtica cuyo pi inicial iue do T.% y se las oxpuso a pU Y49 ¥y CG.15,
La actividad de éstas se midié inmcdiatamente en las condiciones descriptas
en el experimento antorior (i'abla 4) y al mismo pii [inal de ias wmucstras,
kEstas se dejaron a 4°. durante 20 minutos y lucgo el pli fue nucovamente rca-
justudo con solucién de dcido muleico o de 'I'ris, de tal forma que a la alf
cuola que cstaba a pll fcido se lu llevd a pil .19 y a la quu estaba a pl
alcalino se la llové a pli H.9. La aclividad enzimdtica se midié nucvamente

en las condiciones mencionadas;,

Como se observa c¢n la labtla 5-A y B, el tratuamionto previo de la
onzima a pll 5.9 no wodifica la propiedad do ser activada por el I'DP cuando
la actividud enzimitica se midié a pll d.1Y%. Del mismo modo, cuando el pil de
la enzima fue inicialmente ajustado a 8415 y luego 30 reajustéd a pll H.9, la
aclividad de la misma no so modificé por ol agregado de ('DP a la mezcla de

inculbacidn,.

Ademds, se puede apreciar quc cuando ¢l pl de la ensiua iue modi
Licado por doc tratamicentos sucecivos a 4°C durinte 20 minutos a pii dcido
v luogo alcalino y por dltiwo ajustado a pll 5.9, el "D no tuvo efecto acti
vador. Despubs de estus cawbious de pu la ouziva pordié un 60,0 do actividad

si se compara este resultado con ol dltimo dol nismo experimonto.

Bl otro experimento elcctuado consistidé en cambiar ¢l pl de la

preparacién enzimftica on forma mcnos brusca, dialiszando alfcuotas igua -



TADLLA V

Roversibilidad del efecto del pil sobre la aclividad

do la onzina

En los esporimentos A 5 I el pif de la preparaciéu enzi.dtica
fue rdpidamcnte ajustado a los valores indicados agregando pequciios vo
lunicnes deo §cido maleico o de solucidén de Iris 2.0 lis Al pli final indi
cado la actividad se midid en las nismas condiciones quo se describié
en la tabla 4. Luego la onzima se dejé a 4°C durante 20 minutos antes

del siguiente cambio de pil.

n los experimontos C y D ol cawbio de pll se efectusé en for-

na radual mediante dialisis de 2 horas contra la solucién apropiadae

pil de proincubacién Actividad enzimé&tica itelacidén
de
de la onzima =1"DP +i"DP L Activacién
_A_ 7'5 —"509 1005 10.25 0.97
Te5=>5.9—> 8,15 0448 15425 32
Te5=>549 = 8.15 > 5.9 Deb 940 0.90
B 7.5—08.15 OeT 29.0 41
[e5=>341525,9 12 12,8 1,06
C Te5>5.9 13.6 14.2 1.04
75— 5.9 —>8,15 0621 3.8 18
D T.5—>8.1Y 042 8.2 41
TeH=> 8.15—55.9 l 12,1 J 14.7 1l,2




les oontra soluciones bufferes cuyo pH se indica en la Tabla 5-C y D. Las
determinaociones de actividad enziidtica y el efecto del FDP fueron efec-
tuadas en la misma forma quc en el experimento anterior (comecntado en esta

Tabla ) .

Los resultados obtenidos en los dos experimentos son cualitativa
mente similares o lndican claruionte que el efecto del pH sobre la activie

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

Efecto del ATP y del i'DP ein la actividad de la piruvato quinasa hup&tica

tipo L en funcién del tiompoe.

La inhibioidén de la piruvato quinasa hepitica tipo L se estudié
en funcién del tiempo en ausencia y ean presencia de 0.l mi! de FDP, Con este
fin la actividad enzimftica se nidié a una concentracién de PEP y ADP de

0¢3 ¥ 04 mli respectivamento,

Los resultados de este experimento se exponen en la Fig.7. Se pug
de apreciar que tanto la inhibicién como la activacién producida por el ATP
¥ el FDP son debidos a caubios on la velocidad iniciual de la reaccién. La
adicién de 1.0 mii de ATP produc: un 76;: de inhibicién, la cual es totalmont:
revertida (5 winutos despuss) por el acregado de O.l1 mli do FDP. La adioidn
simultinea de ambos metatolitos, o s86lo del activador, produce Unicamcnte
un aumento de 17 veces de la actividad onuinmdtioa. Este experimento descar-
ta la posibilidad de que el ofecto inhibidor del ALP fuora debido a la inagc

tivacién de la cnzima.

Variacién de la ictividad de¢ la piruvato quinasa nep&tica tipo L en funcién

de la oconcentracién de ATP, Caracterfcticas cinéticas de la inhibicién.

Las caracteristicas de la inhidbicidén por ATP de esta cuzima fuo-
ron eatudiadas. Como se observa en la big.S, la curva de actividad en fun-
cién de la concentracidnu de ATP a pil 7.5 cn ausoncia de FDP es hiperbélica,

lo qu2 indica que ea estas condicionuss la cinética de la inhibicién es de
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Fige To lifecto del ATP y I'DP en la actividad de la piruvato quinasa
hepdtica tipo L en funcién del ticmpo. Las coudiciones experimentales
son las descriptas en ilateriales y iliétodos excepto la coucentracién de
PEP y ADP que fue de 0.3 y 0.4 nil respectivanente. Los metabolitos se
agregaron cowo se indicaj; A: ATP 1.0 mii, B: Control y C: AYP 1.0 mil y
FDP O.1 mile La reaccién se inicié por el agregado de PEP. A los 4.5 mi
nutos se agregd I'DP O.,1 nll a las curvas A y B.
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Fige. 8. Variacién de la actividad de la piruvalo quinasa hepdtica tipo
L en funcién de la coucentracién de ATP en auscncia y en presencia IFDP,
Las condiciones experimentales son las descriptas en Materiales y Métodos
, excepto la concentracién de PiP y ADP que fue de 0.5 y 0.3 mM respecti-
vamente, E1l nivel de FDP fue de 0,002 y 0.1l mlM como se indica.
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tlpo irichaeliano,

Por el contrario la proseacia de concentraciones muy bajus de
#DP (0,002 mif) modifica las caractorfsticas de la izhibicién por ATP. la
curva obtenida c¢s de tipo si nmoide indicando que la onzima tiens efecto
cooperativo homotrépico para el inhibidor. La concentracidén necesaria para
obtener un efecto del 505 fue muy alta (5.0 =zil), En preseucia de un nivel
28s alto de DP (0.1 xli) el ATP no tuvo efocto inhibidor de acuerdo a lo

que se dexostré antoriormente (rige7 ).

Es interesante aderds destacar que en las condiciones de este
experimento 0.002 mi: de FDP revierte totulmente la inhibicién producida

por una concentracidén de ATP 10U veoes superior (Ce.2 mH).

Bl cooficiente de interaccién ny para el ATP fue doterminado. &n
los casos en que la inhibiciéu no alcanza el 100/ el cdlculo del mismo se
efoctud de acucrdo cou la wmodificacién dc la ecuaciéu ori,inal de kill, pro
puesta por Jensen y Nester (133), la cual estd dada por la oi, uiente expre-
sién:

vi - Vsut

log ( )= logr = nloglI

vo - Vi

donde vi es la velocidad inicial de la reaccién en presencia del inhibvidor
vo e8 la velocidad inioial de la reaccién en ausencia del inhibidor
Vsat es la velocidad inicial de la reaccién a concentracién saturante

del inhibidor

I as la concentracién del inhibidor cuyo efecto se estudia,

Zn este caso se ha desigmado como constante IO.S la concentracidén
de li.ando necesario para producir 50,5 de inhibicién.

Los resultados :ostrados en la Fig.8 se han representado de acuer
do a esta ecuacifén. En la Mig.Yy ze vo gque el valor nH en ausencia de FDP es

de 1,15, resultado quou so obtiene cuando lu cindética de¢ la inhivicién es de

tipo .’ichaeliano.
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Mige 9 Grafices de Hill calculados a partir de los datos experi-
mentales expuestos en la Fig. 8 segin la modificacién propuecsta por
Jensen y Nester (133). (A) Datos vbtenidos por interpolacién.




Por el contrario, ea prosencia de 0,002 mni! de I'DP ol valor de n,
fue de 2.9, Bste resultado denuocstlra que concentraciones muy bajas de acti
vador son suficientes para quo se expresc el efecto cooperativo de la oenzi

wma para el inhibidor,

A partir de estos resultados se calculd la concentracidn de ATP
necesaria para obtener un 50,) de la inhibiciéu mixima. Los valores obteni-
dos de 10.5 Tueron de 0,15 y 0.9 mi en ausencia y en presencia de 0,002 .l
de I'DP respectivamente,

La cinética de la inhibicién por ATP se estudié a tres niveles de
PEP, En la 1"ig.l0 se puede ver que cuando la actividad enzim&tica se midid
a una concentracién de 0.5 mil do PLP, la curva de inhibicién por ATP oc de
tipo idchaeliano couwo on ol oxperimoento anterior (1'ig.8). A nivelos mas al-
tos de sustrato tal cowno 2,0 y 4.0 mli se obtuvo curvas de tipo sigmoide que

domuestran el ofeclto cooperativo howolrépico de la onzima para el inhibidor.

Los valores del cocficicntoe de interaccidén para cada una do las

curvas fue de 1.0, l.5 s 2.4 couo e observa en la i'ig.ll.

A partir do estos datos también se determind la constante IO.S'
Se puede ver que a 0.5 mli de PEP ol valor obtenido fue de 0,11l mll aumentan-
do a 0.75% y 1.9 mli cuando la curva do inhibicidén por ATP se efoctiud en pre—
sencia de 2.0 y 4.0 mii de PLP respectivamonte. Lstos resultados demuccstran

quo la inhibicidén por ATP no sSlo es rovertida por el I'DP sino quo tawbién

os narcadamnente dicminufda o nivelos altos de PP,

Variacién do la actlividad de la piruvato guinagi hepdtica tipo L en funcidn

de la concentracién de PEP en prosoncia de ATP y DP,

Las caracteristicas cinélicas de la enzima con rospecto al PEP se
estudiaron on proesencia de AIT? y i'DP, El valor do pil elogido para este oxpe

rimento fue do T7.5. Mn csta: condieiones, la interaccién del suatrato con
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Ige 10, Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hepdtica
tipo L en funcidén de la concentracidén de ATP a tres niveles diferen-
tes de PEP., Las condiciones experimentales fueron iguales a las des-—
criptas en la iig. 8, excepto la concentracién de PEP que fue de 0.5,
240 ¥y 4.0 nii respectivamente como se indica.
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Fig. 11. Grificos de iill calculados a partir de los datos experimentales
expuestos en la Iig. 10 segin la nodificacién propuesta por Jensen y liester
(133). ([O) Datos obienidos por interpolacién.
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1o enzimy no ee ndxzima y por lo tanto periite evidenciar canvios ¢n lu coo-

veratividau gara el PuP en presencia del inhibidor,

Como gSe amrecin i lo ifei2 lo curva de actividad cenziaftica en
funcidr de 1l concentraciéa de PEY sin adiciones ¢s de tipo sigroide. En
presoencia de 2.0 mii de ATr, la sigwmoicidad de lan curva wauicnta wpreciable-—
imente, Bl a,rogado sisultdneo do fUZ y del inkitidor a la me.cla de incuva-
cién wodifican totalimente la ruspuesta de le enzima al PP, La feraa s3i,moi

de deo la curva ve iransfor:u un una hipérbola riochaovliana.

a8tos dutos ban sido exprogsadou de ucuerdo & la ccuacidn de Hill,
In la i'i.l3 se puede ver que cn zusencia de adiciones sl valor de n}I fuo
de 1l.9. En presencia de 24,0 :.il de ATP, la interaccién cuvopcrativa de la en-
zima con ¢l PEP aumenta zlcanzando un valor de 2.4. La adicién cimulidnea
de 0,1 ml de DP y del inhibidor wodifican el coeficiente de interaccién y
el valor obtanido en estas condicicnes fuc de 1,20,

Manibién se ovo.rvd variuciones de la constuinte & e Lo valores
i_).)

otienidos fueron de 1.0 y lo) on cusencia y en presencia de ATI rospectiva-
mente. Bl asregado simultdnco de FLP y del inhibidor producen Unicumento un
aunento de la afinidad de la cpsikma por el PLP, El valor de So 5 en actas

.
coundicionos {uc de 0634 iile

Juriicidn de la aciividad do li siruvato quinasa henfivica tipo L er funcién

de la concentracidn de ATE a PH He9 ¥ GColSe

Los experiiientos expuwstos on las Fig.C y 10 ce efectuaron a »il
Te5. Las caracteristicas do le inhibicién por ATY taibién se estudiuron a
distintos vaiores do »nil, Como st ve cn la lMig.l4-A a pE 5.9 y a un nivel de
0.5 r.i de PEP la curva de uactividad en iuncidén de la conceuntracién de ATF es
sigmeide, dewostrando que en cutas condiciones la enziuwa tieno efecto coopo

rativo houotrénico paru el inhividor,

A pH 6,195 l1le cinética do la iihibiciéu es i‘ichacliana. En la mig-
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Fige 12, Variacién de la actiividad de la piruvato quinasa hepdtlica tipo
L en funcién de la concentracién de PBP a pll (.Y en ausencia y en prescn-—
cia de ATP 2,0 mii y ["DP Q.1 mii coumo se indica. Las condiciones experimen-—
tales son las descriptas en liateriales y liétodos.
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Mige 136 Grificos de ilill calculados a partir de los dalos experimenta
les expuestos en la i'ig. 12.
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Fige l4~As Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hcpdtica
tipo L en funcién de la concentracién de ATP a pH 5.9 y 8.15. Las con-
diciones oxperimontales {ueron iguales a las descriptas en la lig, 8,

excopto el pH del buffer que vario como se indica. Be Graficos de Lill
calculados a partir de los datos expuostos en A segin la modificacién

propuesta por Jensen y Noster (133).
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ma "igeld=B s0 ha roprescatado estos datos scegdn le ecuacidn de Lille Se
obaserva quu a pi 4cido la iateruccibn con cl AP us warcadae Bl valor de
n, obteuido fue do 3.l. rPor cl coutrario, a pli Gel', en el cual la cnzima
no ticne efccto coo,crativo pura ¢l AP el valor do “n fuo do Ll.1%,

Efecto do lag variaciounes fiziolé dicas de pH en las propicuades re ulado-

ras doe la piruvato guinata hopdlica tipce L.

Los ostudios preccdontes demostraron gue cambios apreciables
en ol pH del medio de incubacibn producen modificaciones en las propieda

des cindticas de la enzii.a.

Debido a que el pl intracelular del hfjiado fluctda entre 6.8 y
T¢3 (134-136) co determiiné si en condiciones semojantes a las fisiolégi-

cas la ensiua tiene cambios on sus caracteristicas de rejulacién.

Con oste fin la actividad dc¢ la onzima so ostudié cn [uncién de
la conceuntracién do PiP a tres valoros difrontos deo pll: 6435, 7409 ¥y Te2Ye
Dobe dostacarse gque parda quu lot datos oblonidos fucran estrictamente cou-
parables se utilixzd una miuia preparacién encingtica. También se iuvo la
precaucién de medir el pH del wedio de incubacién antes y dospués de cada

determinacién.

En la i'ig.l5 se ve gque las curvas obtenidas son mas sigmoides
cuando el pl auwienta, En efocto, a pil 6.85 la curva es hiperbSlica isdican
do yue en estas condiciones la cinéticu de la enzima pura cl PuP es do ti-
po ilichaeliano. Por el contruario, a pll T.05 y Te25 las curvas son sigmoides
¥ la aotivacién por I'DP ca mas notoria que a pll w.8%. Lou datos de ecle ex

perimento son cualitat. vamcnlo siniluares a logs expuostos en la i'igede

bBistos resultados denueslran claramento quo las variacionos fisio
logicas de pil, que adends son cercanas al Sptimo do la enzima (1'ig.3), wodi

fican apreciablecmente el efecto cooperativo homotrépico pura el PLP

Los resultados experimcntalcs oxpuestos on la Iigel5 se han expro
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Tige 15, Variacidén de la actividad de la piruvato quinasa hepdtica
tipo L en funcién de la concentracién de PEP a pl 6.89, 7.05 ¥y T+25
en ausencia y en presencia de I'DP 0.l mbM. Las condiciones cxperimen—
tales fueron iguales a las decscriptas en la Fige. 4, cxcepto el pH del
buffer que varié como se indica.
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sado de acuordo a la ecuacién de Hill. En la }'ig.16 se puede ver quo a pH

6.3% el valor de n, fue de 1.27.

Por el conltrario, a pH 7.05 y 7.25 el valor de nH fue de 1.5 y
1.8 respectivamente., La interaccidén cooperativa con el sustrato es mas mar
cada con el aumento de pH. En presencia de 0.l nml de FDP el valor de nH es

précticamente constunte y cercano a la unidad.

A partir de estos mismus datos se calould la constante SO.S' El
valor obtenido fue de 0.30, 0.47 y 0.64 ml{ a pll 6.85, 7.05 y 7.25 respec~
tivamente en ausencia de I'DP, kEstos resultados de.wuestran que el aumento
de pll en un rango fisiolfgzico disminuye la afinidad de la enzima por el PEP.
En presencia del activador e.i 80.5 fluctué alrededor de 0.2 mli en todos los
valores de plU mencicnadoa,

La inhibicidén de la actividad enzimftica en funcién de la conoen-—
tracién de ATP también se estudid cn un rango de pll fisiollgico, La concen-
tracién de PEP elegida par. este experimento fue de 0.5 mi. En la I'ig.lT7-A
se ve quo a pIl 6,85 la curva de inhibicidén por ATP es sigmoide., En ostas

condiciones la enzima tiene efecto cooporativo homotrépico para ol inhibi-

dor. A pH T.2Y la cinética de la inhibicidén os de tipo lichaeliana.

Loa datos han sido expresados se in la ecuacidén de ilill modifica-
da como ce indicd anteriormente (133). Se puode apreciar que el valor de n,
fue de 1.91 y 1.0 a pii 6.55 y T.2) respeciivauncnto (M'ig.l7-L).

Estos resultados demuenlran tawbién que pequeiins fluctuaciones del
M1 del medio de incubacién en un rango fisioldjico producen cambios aprecia

bles en las oaracteristicas cinéticas de la inhibiocién por ATP,

Variacién del coeficiente nII ¥ de_la constante S0 5 de la piruvato yuinasa

hepidtica tipo L para ¢l PEP en funcién del pl.

[ad

El valor dol coeficiente de lUill y de la constante Sy 5 para el

PEP gquc se obtuvo en los expevimontos precedentes y en otros no expuostos se
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Fig. 16, Graficos de Hill calculados a partir de los datos experi-
mentales expuestos en la [Mig. 15.




- 66 -

100
H 68
gH 191
72
,’,’[j 0
50 |
=3
log ATP

pH 725

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD

1 1 1

1
0 06 12 18 24

ATP (mM)

Fige 17=A. Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hepitica
tipo L en funcién de la conconiracién de ALP a pH 6485 y T.25. Las con
dicioncs cxperimentales fueron iguales a las descriptas en la I'ige 8,
excepto el pll del buffer que varié como sc indica. Be Crificos de Hill
calculados a partir de los datos expuestos en A segln la modificacién
propuesta por Jensen y lester (133).
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lo graficS en funcidén del pHe. Pn la Fig. 13-4 se ve unec correlacién de
anbos parf&retros con el aumento del pH del medio de incubacién. En efacto
el valor de n a pi! .9 fuc de 1,0, niovntras que a pii £.35 el mismo alcan

da

28 un valor de 3,0, Hste awaento estd asociado con el de SO 5 Ya que ambas

curvas son paralolas,

~

Loc valores de S5 5 para ¢l PEP en funcién del pll se ainlizaron
segin ¢l métodc descripto por Uixon y Webb (137), En la curva que so obtie
ne repregentando =log (30.5) en funcidén del pll, se trazé dos rectas tangen
tes con pendiontc do valor ¢ 7y 1 (rigeli-B). Estus coinciden con la curva
experimental y se cruzan en un punto cercuno al valor de pi 6.9, indicando

que en la interaccién cnzimae-custrato, participa un grupo ionizable gquc

tiene este valor de pkK.

Por otro lado debido a la estirecha correlacién que hay entre las

curvas de ng Yy de S n funcién de pH en el rango estudiado entre 5.9 y

. e
0.5
8.35 es posible sujgoner quo un grupo ionizable de ;K cercano a 6.9 puede

estar asociadc en el efecto cooperativo para el FEP,
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Fig. 18-A. Variacién de la constante So . ¥ del coeficiente de Mill
o)
de la piruvato quinasa hep&tica tipo L para el PEP en funcidén del pH.

Las condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas en la
Fige. 4, excepto el pH del buffer. Los distintos simbolos representan
datos obtenidos con preparaciones enzimiticas diferentes. B. Los uis
mos datos han sido graficados segin el méiodo de Dixon y Webb (137).
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Pircuvato ¢uinusa hopflica Tipo .

Co:..o se indicé anteriorieante en la Introduccién, en el hfgado
dc rata en condiciones fisiolégicas noriales, la relacidn entre la acti
vidad de la piruvato quinasa tipo L y tipo M es aproxi.adamente 3.0. Es
to si_nifica que ol 66, de La actividad tolal esta representado por la
priuwera de ellas, Sin oubargo, este valor no ¢s constanie si so tiene en
cueata que ol nivel de¢ la isoenvima L es modificado por factores nutri-

cionales y hormonu.es (107).

Bajo ciertas condiciones, tal cowo en la diabetes o durante la
gluconeogénesis provocada por ia ali..entucién prolongada con dioetas com—
puostas por un 96% de caseina, en las cuales el nivel de piruvato quina-
sa hep4tica tipo L disminuyc apreciablemeate, la reiacién de actividad

entre aibas isoenzimas fluctda centre 0.6 y 0.8 (107).

Teniendo en cucnta que cn ¢l hfgado do rata el nivel de la iso
enzima M no se mod.fica por lu accién de costos factores, el hocho do ue
la relacién entre la actividad de ambas isoenzimas sea cercano o Meilor
que la uiidad indica que enestas condiciones el 59-65% de la actividad

de piruvato quinasa hop4tica cslf ropresentado por la isoonzi.a M (107).

A poesar de que este hecho os de gran importancia fisiolégica,
las propiedades de esta enziuma y su regulacién por metabolitos no ha sido

aun estudiada,.

Hasta el presente, debido a que la isoenzima I tiene un compor
taniento cromato;rdfico e inuunoléigico idéntico al de la piruvato quina-
sa de mdsculo esquelético, cardiaco y corebro de rala, y aunyue existoen
ciertas discrepancias en cuanto a la movilidad electroforftica de las mis
mas (106,120) se ha aceptado que la isocnzima M tiene propiedades oinéti-

cas penejantes a las de las cunzi..as ncncionadas.
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T

Lo+ eustudios efsciuadoc con la piruvato quinasa de ridséulo
squelético han derostrado que el valor del Ki de esta enzima para el PEP

fluctda entre 0.06 y 0,08 mi (138),

Es importante tenor en cuenta que las wedidas efectuadas en dig
tintoas laboraterice han denostirado gue la cenrcentrucidn intracelular de
PEP en el nIgado de rata en condicionse de gluccneogéneeis fluctia tambidn

entre los valorces anteriormente menciunados (91,139,140},

S5i se acepta como vdlida la idea de que la isoenzima ' de rfgado
de rata tienc un valor de Im para el PEP similar al indicado para la piru-
vato quinasa de misculo esquelético, ¥y ce tienc en cuenta que ol nivel de
dicha enzima no fluctla durante la luconcogénesis, hay que cuponer que el
PEP sinteti:ado en estas co:ndicicrcs por la piruvato carboxilasa y PEP car

boxiquinasa serd convertido nuevarcnte en piruvato,

Bste razonamiento nos lleva a predecir que la isocenciria My, tame
bién debe estar sujeta a al in tino de control metabdlico, de manera tal
que la sfntesis de PEP a partir de piruvato sea efectuada permnitiendo al
organisio adaptarse a condicionws Tinioléricas o patoléiicas de gluconeo=

@énosis prolongadas (ayuno, diabetes.o dietas hiperproteicas).

Recienterente se observé que la fenilalanina es un inhibidor de
la piruvato quinasa de :uudsculo esquelétice (141). Trabajos efectuados en
nuzstro laberatorio demostraron que esta enzima tiene propicdades aloasté-
ricas (142,143). Fstudiando el cfecto inhibidor de la fenilalanina sobre
le actividad de esta onzima, se couprobdé qus bajo cizrtas condiciones la
inhibicién por e=te metabolitc es de tipo cooperativo y depende marcada~—
mente del pH del medio de incubacién., Cabe destacarse guc ¢l efccto de la

fenilalanina es conjpletacentc rovertiido por cistufna, serina y alanina.

Teniondo en cuonta lo expuesto hasta ahora, el estudio efeciua-

do con la isocnzima M de hfgado de rata tuvo el siguiente propésito:
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a) doterminar si la actividad de la misma es re_ulada por

netabolitos,

b) aclarar si esta enzima tiene propiedades distintas a las

de la piruvato quinasa de mdsculo esquelético.
Los estudios ef'ectuados fueron los siguientes:

Efecto del pil sobre la actividad de la piruvato quinasa hepdtica tipo M.

El pd Sptiwo de la enzima se determiné en presencia del bufier
Tris-waleato y a una cuncentracién de 2.5 mil de PEP y ADP respectivamen-—
te. Adem4{s la actividad se midié a una concentracién de 0.2 mii de PEP en

ausencia y en presencia de 0.1 mM de FDP,

Los resultados expuestos en la ['ig.l9 demuestran que el pHd 6p-
tiuo de la piruvato quinasa tipo i fluctla entre 6.8 y 7.2. Estos valores
estdn dentro del rango de pH intracelular hep&tico (134-136). Se puede
apreciar adenmds quc el agregado de rDP a la mezcla de incubacién no modi-
fica la actividad de la isoenzima M en ninguno de los valores de pH indi-
cados.

La falta de activacién de la piruvato quinasa hepdtica tipo M

por el FDP difiere marcadamente de lo observado con la isocenzima L,

Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hepdtica tipo M en fun—

0ién de la concentracién de PEP y ADP,

La posibilidad de que la piruvato quinasa hep4tica tipo M y la
enzima de misculo esquelético tuvieran propiedades cinéticas similares fue

estudiada.

La constante de llichaelis para el FEP de la isoenzima ii se deter
niné midiendo la actividad enzimdtica en funcién de la concentracidén de
este sustrato a pli 7.5 y en presencia de 0.4, 0.8 y 2.4 mi de ADP respeoc—

tivamente,
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Fige 19. Efecto del pl en la actividad de la piruvato guinasa hepdtica
tipo M. Lag condiciones experimentales son las descriptas en llateriales

y liétodos, excepto la concentracién de PEP y ADP que fue de 2.5 mil y del
pll del buffer gque varié como se indica. La curva ianferior represeunta al-
gunas determinaciones efectuadas a un nivel de PEP de 0.2 mll en ausencia
Y en presencia de I'DP O.l mils
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Los roesultados de este experin:nto se han graficado ea la Fige.20
de acuerdo a la ccuacién do lincweaver-Burk (132). Se puede ver que la re-
lacién sntre la inversa de¢ la velocidad inicial y de la concentracién de
PEP es lineal, lo cual iudica que¢ la cinética de la enzima para cste sus-
irato es lichaeliana. El valor de :rm que se obtuvo en estas condiciones fue
de 0.12 mi.

21l hecho de qua a couceniracioncc disuintar de Ab? el valor de la
2 para cl PEP sea coustante indica que la afinidad de la cnsima por eote

dltinmo sustrate no se wmodiiicu por cawkbios ¢n la concentrzcién del otiro.

Jebido a gquwe 1a Jleterwinacidn anterior de la wctividad enzimdtica
sc efectud en funcibén de la concentracién de 0,08, O,1, 042, Oe4 y 1.0 nmKk
de PEP y a Oe4y 0.8 y 2.4 wi. de ADP las curvas do velocidad inicial outeni-
das sc representaron en funcién de la concentracién de este dltiino sustra-
to pero on este caso a cinco niveles diferentes de PEP', obteniéndoss una fa
milia de cinco curvas, bstos rcsultados han sido expuestos en la Mig.2l so-
gin la ecuacién de Lineweaver-surk (132). En este caso la relacién entre la
inversa de la velocidad inicial y de la concentracién de ADP también fué

rectilfnea. El valor do la K para el ADP fue de 0.7 mil,

Loc valores de la K1 de la isoonziza M de higado para cada uno de
los sustratos fué taatién calculade a una concentracién infinita del otro,
obtaniéndose resultados similares a loz wencionados, Lsto se pucde apreciar

en las rectas que hun sido rarcadas coir lineas de puntos en las Fig.20 y 21.

36tos resultadoc esidn de acuerdo con un mecanic.ao secuencial de
reaccién, en el cual los susiratos cu uneun o la enzima en forma rdpida y al

azar.(144).

“fecto de distintos metavolitos en la actividad de la piruvato quinasa hepd-

tica tipo .

Xl efecto do difere:ites :ctavoliios sobre la actiividad de la piru-
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'ige 20, Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hepdtica tipo
Il en funcidén de la concentracién de PEP a diferentes niveles de ADP, In
lfneas punteadas se ha represcentado la curva a concentracién infinita de
ADP (calculada de la ordenada de la Mig. 21). Las condiciones experimen-
tales son las descriptas en llateriales y [l6todos, excepto el bulfer que
fue TES-THA 100 mii y la concentracién de ADP que fue de 0.4, 0.0 y 2.4
mli respectivamente como se indica.
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ige 21, Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hep&tica tipo
i en funcidén de la concentracién de ADP a diferentes niveles de PliP, En
linecas puntecadas se ha representado La curva a concentlracion infinita de
Py (calculada de la ordenada de la [ige 20). Las condiciones experinenta
les [ueron iguales a las deccriplas en la Iig. 20, excepto la concentra-—
cidn de PEP que fue de 0.08, 0.1, 0.2, 0s4 y 1,0 mi respectivamentie como
se indica.
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Valo quinasa ne. dtvica tipo o ue eoitudié en prece:cia de una coucenracién
de p5++, PSP g 0P ue 5,0, Oulh y Uoh wll res;.ectivauente, L. eleccidn del
nivel de a:zbos susiratos cercanos al valor de la am, oc.0 tarbién la con-
cenivracidn de Mg++, tuvo co..0 propésito detectar y mugnificar camvios en

la actividad de esia cnziica, producidos por la prese.cia de ios uetaboli-

tos 4. re;ados.

Los resultiacos de cove expsoinento se han oxuiuesto on la Tabla 6
Y han sido exprisados co..0 uorcentu, o we acltivicade ..¢ puede :preciar que
el a.,regado de 5.0 mi de iipP, Uir y J'P a la wosocla de incuvacién produce
w..a irnibicion de la activiuad ui.e varfa cntre 40-60, dopendicndo del nue
ciebsido trifo:ato. 4 concentiracicnes do l.U all ninguno de ostos metabtoli
tos fueron innibidorec, nfectos mucho mono.es se otsaervaron para los e3ie—

res fosforicos y ¢l Pi,

=l agregado do 1.0 y 5.0 mil de Ca++ a’'la mescla de incubacidn,
produce un 44 y 797 de inhibicién respectivauente, mientras que el ciirato
@nicagente tuvo un 2fecto do un 41,  a una conceatracién de 5.0 ull, Debe ceun
iracarse que lou niveles doe citrato y &TP que ..roducen una inhibicid:. de la
isoenzima M de hfgado on estas condiciones son superioras a la concentracidéu
intricelular de los wiswos en cute tojido (140,145).

. o - . . . .
Bfecto del AP, cit.ato y Ca en 1. actividad de la piruvato auinasa nepé&-

- - - - . r ++
tica tipo I a difsrentes co::centracionec de .- .

us conocido por diferenteos trabajos que la inhivicién de la ac-
tividad de la enzima de indsculo czyuelético producida por el ATP y citrato

sc debe a una disminucién de la co..centracién de Hg++ libre (146,147).

- : ++ . .
Por otra parte Digrave (1l4{) de.ostiré que el Ca inhibe a dicha
enziza y a la piruvato quinacsu do céluias de tunor asc{tico en tforma compe-

- . v ++
titiva con rogspecto al I3 .

En base a estos aatos, se consider{ iamportante determinar si el
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TABLA VI

Lifocto de distintos metabolitos en la actividad do la niruvato

quinasa hopdtica Tipo N

Las condicionos experimontales son las descriptas on i:ateriales
g wétodos, excopto ol buifer quc fue TES-i-A 10U nil y la concentracién de

++
PEP, ADP y i.g que fueron de 0,15, 0.5 y H+0 rospoctivamente,

Lotabolitos Concentracidn (mli) Actividad (9))
Control — 100
ATP 540 40
UTP He0 49
GYP 540 62
AP 1.0 100
315 ANP cfclico 1,0 100
UDPG 1,0 36
UliP 1.0 95
DIAP 1,0 90
3-PGA 5.0 15
G=G-P 540 100
I'pp O.l 100
P-creatina 1.0 95
Carbamil-P 1.0 75
Pi 560 95
CO3HHa 10,0 90
Citrato 540 59
cat” 1.0 56
ca’”’ 5.0 25

a La aclividad on ausoncia do wmetabolitos fue de 15.0 mu moles de piruva
to formado por minuto.
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efecto de ecton metabolitos cobre la actividad de la isoonazina .1 do kfgado
de rata tiencn una explicacidn similar. Con cste fin el efecto do los mise—

4 . o . \ N4 ++
mos fué =studiado a tres niveles diferontes de iig .

Ln la Tabla 7 se puede apreciar quc la innibicidén producida por
pe . - + v - - ++ -
el ATy, citrato y Ca o8 wuy marcada a 0.5 wa do i .« &1 ausento de la
cencentracidn de este catién a 2.5 y 10 ml, rovierte marcadauente cl efuc-

to de eatos wmotaboliitos,.

Loy resultudos ex:uestos indican clarumente quo la inhibicién de
la piruvato quinasa hendtica tijo .. producidu por la prouencia ue estos me
tabolitos co debe principalmentu @ un disrinucidén en la conceniracidén de
. ++ . ~q 3 - ) "+ . N - .

Mg libre. =l cfecto del Ca 7 clitirato tiene inteorés bajo el punto de
victa rogulador, ya quo taubidn modifican la actividud de oiras enziwas Giu

coliticas tzl coumo la hexoauinasa (4%) y la P (149).

mtecto de distintos aninodcidos e¢n la actividad de la piruvato gquinasa he-

pdtica tipo . y de misculo esquelético.

‘‘¢niendo en cuenta ¢l hecho de que la enzima de misculo esquelé—
tico 8s inhibida especificauente cn forma alostérica por fenilalanina y que
esto fendmeno es revertido selectivamente por al unos aminodcidos (cistef-

na, serina y alanina) se consider$§ de interés:

a, determinar si estos metabolitos producen aliin cawbio en la

acltividad de la isoenziuma i de higado.

b) eutablecer posibles diferencias en el comportamiento frente a
los amino4cidos entre esta asnziima y la de micculo esquelético,

Las condiciones de¢ incubucién de este experiuento fueron siwila-
res en ambos casos con excepcidu deo la concentracién de ADP y PLP gque fue-

ron cercanas al valor de la xXm do cada una de las enzimas mencionadas,

La piruvato quinasa de misculo esquelético fue purificada por oro
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LA VII

on la actividad de la piruvato guinaca

hopitica Yipo :.

+-+

a dilorontes concoentracionas do [y

Las condicioncs axperiumentalos ifucron ijuales a las descrip-

: A . Lo H . . .
tas en la 'Tabla 6, excopto la concentracién de g gue 1uc de Gohy 2eH

Yy 10 mii respectivamentc,

iletabolitos
++ ++ .
g Control Ca AP Citrato
(mif) lmii Sl | lmi 5 mi 5 1l
0.5 | 100 (5e2)2 42 4 48 2 6
2,5 | 100 (13.2)* 58 31 84 20 62
10.0 | 200 (13.4)% 95 55 97 78 100

a La actividad en ausencia de melubolitos hu sido expresada
de piruvato formado pcr ninuto para cada concentracién de

en nu noles
rY ++
1.8 .
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natograffa cn coiurna de celadex G-25 de igual caracterfsticas (diuensio-
nes y solucién de equilibracién) aue la utilizada dur.:nte la purificacién
de la isoenziina 4 de hi;ado coro se indicé en ‘ateriales y i4todos, De
esta forwa se eliminé totalmente ol sulfato de awonio que c.ntienon las

preparaciones comerciales de esta enuima.

Los resuitados obtenidos se uan expuesto en ia “abla 6.y se ex-—
presaron coiio porcentajes ds activided euzimdtica. Coiio 86 pucede apreciar
los mismos deruestran an forwa clara dos nechos importantes. Uno de ellos
es que la presuncia do algsunos aninodcidos tal como la alanina, treonina,
valina, prolina, tirosina y triptofano inhiben marcadamente (50-70) la ac
tividad de la viruvato quinasa hecpdtica tivo I sin afectar a la de la enzi

ma de wisculo esqueldtico,

=l otro, demuuvstra qu- la fenilalanina es el ¥nico amino4cido
que inhibe la actividad de ai:bas enzimas en forwa apreciable, aungue a con
centraciones bajas del mismo tal como 1.0 wull solamente es inhibida la iso-

enzina 1 de higzado.

Por otra parte se vié que tanto esta dltima, como la piruvato qui
nasa de misculo esquelético no rodifican su actividad en presencia de amino
&cidos estructuralmente semejantes a la alanina, tal como la serina y cistef

nae.

El hocho de que auwbas ounzimas sean inhibidas en forma diferente
por a.gunos aminodcidos, sugiere junto con la distinta movilidad eiectrofo-
rética moncionada anterioriuente que en los tejidos de rata cxisten al menos

dos tipos de piruvato quinasa iie

Variacién de ia actividad de la vniruvuato guinasa hepdtica tipo i en funcildn

do la concentracién de PEP en presencia de alanina y fenilalanina,

El papel de la alanina y otros aaminodcidos como precursores gluco

neogénicos ha sido comprobado por numerosos trabajos de investigacién (150-

155).
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ALV 1 II

Lfocto de diferentes aminodcidos on la actividad do la piruvato guinasa

hepdtica Wipo Il y de msculo c¢squelético

Las condicionec experimcntales fucron i,juales a las desceripe
tas on la 1"i;e23 con cxccpeibn do la concontracidn de PuP y ADP que fuo

de 0.,1% y 1.5 mil reupectivaicaie,

Amino4cidos Concentracién lif;ado iidsculo
(mii) Tipo i Iipo M
Control? — 100 100
I'enilalanina 1 41 95
if'onilalanina 5 8 21
Alanina 1 53 100
Alanina 5 45 103
Valina 5 56 100
'roonina 5 53 98
Prolina 5 50 102
Tirosina 2.5 49 103
Triptofano 5 31 94
Glutamato 5 73 76
Serina 2 10 101
Cistoefna 2 10 100

a La actividad en suscencia do aminoaucidos fue de 8.0 y 33,0 mu moles
de piruvato formido por minuto para la enziwa dc higado y de mdscu
lo esquolético reoupectivainonte,
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1ecientemente, Schoner y col.(91) y Llorente y col.{l57) do..08=~
traron que la alanina es un inhibidor alostérico de la piruvato quinasa
hepdtica tipo L y propusieron que este metabolito podrfa conirolar la ac-
tividad de esta enzima "in vive" ya que bajo ociertas condiciones de gluco
neoénesis como después de la ad:iinistracién de glucocorticoides el nivel

de este aminofcido aumenta warcadaucnto {(91),

Consido:sando que la actividad de la piruvato quinasa hepdtica
tipo . es también inhibida por alanina (Tabla J) se consideré de interés
estudiar el efecto de e:to metabolito ea la cinética de esta enzima con

respeoto al PEP,

Por otra parte, dado quu la fenilulanina es un preoursor gluco-
neogénico y adeuds un inhibidor alostérico de la piruvato quinasa de miscu
lo esquelétice, se efactudé un estudio similar pero en presencia de este me

tabolito.

Con este fin la actividad on.iwdtica se midié a pH 7.5 ea fun-
cién de la concentracién de PiP a un nivel de 1.5 mix de ADP en presencia
de 1,5 mi. de alanina. La curva control sc¢ determiné en ausencia de este

aminoicido.

El e¢fecto de la fcuilalanina se estudié sevaradamente en condi-
ciones de incubacién similares a la anterior a una concentracidén 2.0 nM de

este metabolito.

Los resultados ovtenidos se han expuesto en las [Migz.22 y 23. Se
pueds apreciar que la cinética de la piruvato quinasa hepdtica tipo il con
respacto al PEP en auseancia y on prosencia de alanina o fenilalanina es
liichaeliana. Por oira parte, taubibn se domuestra que el a,.regado de estos
anino&cidos a la e ola de incubaciéu produce:. un marcado cambio en el va-—

lor de la ¥m y de la Vmax, indicando el cardcier mixto de la inhibicién
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Fig. 22, Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hepfdlica tipo
M en funcibn de la concentracién de PLP en ausencia y en presencia de 1.5
ml d¢ alanina. Las condiciones cxperimentales fueron iguales a lac descrip
tas en la IMig. 20, oxcepto la concentracién de ADP que fue de l.5 mli,
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Fig. 23, Variacién de la actividad de la piruvato quinasa hepédtica
tipo M en funcién de¢ la concentracibu de PEP cn ausencia y en presen
cia de 2,0 mii de fenilalanina. Las condiciones experimentales fueron
iguales a las descriptas en la I'ig. 20, excepto la concentracidén de
ADP que {ue de 1.5 ml,
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con ruopecto a dicho oustraito,

tn ofocto, en ausouncia de estos aminodcidos el valor de la :m
para el PEP fue de 0,18 mi. Por el counlrario e:n presencia de l.5 wil de
alanina y 2,0 mii de fenilalanina respectivamonte, el valor de la lun para

el PEP aunentd en ambos casus mis d¢ siste veces,

Variscidun de la actividad de la piruvalo quinasa hepidtica 1ipo « c¢an fun—

cién de la concentracién de alunina y fenilalanina,

La cinética de la inhivicién de la isoenzima I de higado por
alanina y fenilalanina iue estudiada widiendo la actividad enzindtica en
funcién de la concentracién de eslou metavolitos. Esto se considerd de
interés, ya que la fenilalanina es un innhibidor alootérico de la enzima de

misculo esquelético,

La concentracién de FEP y ADF elegida para este experimento fue

en el valor de ia iLm de la enzima para cada sustrato.

En la Fig.24 se muestra que las curvas de aciividad enzindtioa
en funciédi de la concentracidn de alanina y fenilalanina son hiperbélicas
indicando que la inhibicidén por estos aminodcidos es de tipo iichaeliano.
El nivel de alanina y fenilalanina necesario para producir un efocto del

50, de inhibicién fue de 0.06 y O.ll mii respeotivamente,

Los resultados expucstos contrastan marcadamnente con los obser-—
vados en este laboratorio con la piruvato quinasa de misculo esquelético,
la oual em estas condiociones tiocne marcado efecto cooperativo homotrépico
para la fenilalanina. ademds, el valor de I para este inhividor fue 10

0.5

veces mayor (1.0 mM),

Es importante destacar que la curva de inhibiciéu de la isoenzi
ma 4 por alanina no llega a un valor dol 100% aun a niveles my altos de

octe metavolito, El hecho de que la enzima sea parcialmente inhibida por
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Mige 244 Variacién de la actividad de la piruvato cuinasa hep&tica tipo
il en funcién de la concentracién de alanina y fenilalanina. Las condicio-
nes experimentales fueron iguales a las descriptas en la Tabla 8,
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alaninia indica que este efecto nu se dobe a (uo dicho aminofcido coupita

con los sustratos por un miemo sitio de unién.

Efecto del pH on la actividad de lua piruvato quinasa hopftica tipo Ji en au-

sencia y en prescencia de alanina y fenilalanina.

Tecniendo en cuenta que la inhibicién por fenilalanina de la pi-
ruvato quinasa de misculo esquelético deponde marcadamente del pl del mo-
dio de incubacién, se considerS§ de iuterés estudiar si el ofecto inhibi-
dor de la alanina y fonilalanina on la isoenzima il de hfi:ado os también

depondiente del pll.

Con oste fin la actividad enzimdtica ve midié a una concentracién
de 0,15 mll de PEP y 1.5 do ADP, Los niveles de alanina y foenilalanina se
eligiceron do manera tal de obtoner aproxiwmadamento un 50,, de inhibticién y

fueron de 1.0 a 0.5 mll respoctivamento,

Los resoultados do este exporimento se han expuesto en la Fig.25-=A.
Se puede apreciar que variaciones e¢n ol pH dol medio de incubacién no modi-
fican el eiecto inhibidor de estos aminodcidoc en la isoenzima li de hfjado.
En efecto, cuaindo los datos fueron representados cowo porcceutaje de activie-
dad so vié que el micmo fue constunte on todo:s los valores de pll indicados
(Fig.25-B).

Por ol contrario, cuando so efectud un ostudio similar con la en-—
zima de mlsculo osquulééico en prosoncia do fenilalanina, se obseirvé una
diferoncia bien clara con los resultadous obtenidos con la isoceunxzima it de hi-

gado.

fecto de la alanina y treonina en la inhibicién por fonilalanina de la pi-

ruvalo quinasa hopdtica tipo M y de mduculo esquclético.

Debido a que la alunina rovierte la inhibicién por fcnilalanina

de la piruvalo quinasa de misculo esquelético y que la alanina también inhi-
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Iige 25-A, Efecto del pl en la actividad de la piruvato quinasa hepa-
tica tipo M en ausencia y en prescncia de alanina y fenilalanina. Las
condiciones experimentales fueron iguales a las descriptas en la Tabla
8y excepto el pH del buifer que varié couo se indica. LES-TMA y TES-TMA
se emplearon como bufferes a una coacentracién de 100 mil. El primero de
ellos se lo utilizé para lac determinaciones en el rango 4cido y el otro
en el alcalino. El nivel de alanina y feunilalanina fuc de 1.5 y 0¢5 mll
rospectivamente, B. Porcontaje de inhibicién de la actividad de la isoen
zima M de higado y de misculo esquelético por la alanina y fenilalanina.
a diferéntes valores de pll: (X) Efccto de la fenilalanina en la enzima de
misculo csqueletico. (M) y (B3) cfecto do la alanina y [enilalanina en
la isooenzima i de higado.
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ve a la isoonzima |, de hisudo se considerd inleresuanic elfectuar un estudio
comparativo con estos awinodcidos enire awbas cnziuas tratando de ectable-
cor otras diforencias. “umbidén se estudid el efecto de la treonina cn la

actividad de lus wisuase bLas coadicionos de incubacidén y ¢l nivol de ami.go
deidos fue ijual a las capleadas on los oxporinentos expucstos en la ‘rabla

e

In la rige20 e han cxpucsto Los resuitauos obienidos. .0 pucdo
ver quo la alanina y treonina roviorten la inhibicién por ienilalanina on
las dos enzimas pero en ol caso de la isoenzima li de higado, la reversién
fue parcial. uste experimento constituyo una evidencia de quo los aminodoi-
dos que modifican la actividad do la isoonzima hopftica ejercen su efecto

uniéndose a un sitio alosldrico comin, coro se disculird :.as adelante,

Efecto de la sorina y cistefna en la inhibicién de la piruvato guinasa

hopdtica tipo [. por al _unos aminodcidos.

Como se de.ostrd antoriovmente, la scrina y civtefna no modifican
la actividad de la isoenzima .. de hiiado. 5in ombargo, el hecho de que arnbos
motabolitos sean oestructuraluonte similarcs a la alunina, susicié quo si bien
no actuaban como ialhibidores podrfan revertir la inhilicién producida por fc

nilalanina, alanina y otros uilnodcidus,

Convicene mencionar que oii la piruvato guinasa do uisculo cogueléti
co (cono go doiostré en oste luboralorio) la alanina, serina y cistefna re-

viosrten tolaimente la inhibicién do esta enuzima por ieuilal.uiina.

La actividad enziundtica se midié cu ausoncia y cn prosoncia de al-
gunos aiinodcidos y ca presencia do 2.0 nil do scerina y cictefuae

Lo: roesultudos do eutce axperimento se muestran en la Tabla 9. Ce
puedo ver que la pregencia do serina y cistofna no modifican en ab:oluto la

actividaud de la enzima, miontras que otros aiinodcidos tul como alanina, fe-
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VYige 26, ifecto de la alanina y treonina en la inhibicidén de¢ la
piruvato quinasa hep4tica tipo il y de misculo esquelético por fe-
nilalanina. Las condiciones experimentales fueron iguales a las
descriptas en la Tabla 8,
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[ 45 TATRIS T I Iy
il aA

biccio we tu sorina y cistefna en la inbiticidn de la piruvalo gulnasn

nesdiica Mpo . por al.unos aminodcidos

Las condicioues experimentales fucron ijuales a las decerip-

tas en la Yabla L.

Aminodcidos Concentracién | ——— 2 m.l Scerina 2 .. Cistednn
(:.;Elf)
Conlrol —_— 100 103 93
Alanina L0 43 64 04
enilalanina ) d 54 10
Valina 9 56 72 72
Valina 16 29 19 T2
‘'reonina o) H4 68 65
Treonina 10 49) 65 79
Prolina 5 50 66 61

a La actividad cu ausw.cia de avinodcidos fue de 7.0 1u moles de pi
ruvato formado por inuto.
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nilalanina, prolina, valina y troeonina producen una inuibicién de la ac—
tividad enzim4tioa de un 40-90,5. Por el contrario, el agregado si:multineo
de los mismos con serina o cistefna revierte totalmente el efecto inhibi-

dor de los mismos,
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Yiruvato quinuasa de corieza renal

Como se serialé en la introducecidn, en la corteza re¢nal de rata
también se dewostrd la presencia de isoenzimas de piruvato quicasa (LlU4-
107,120). sin embar¢o, y a pesar de que las mismas podrfun representar
un sitio iumportante de reguiacibéa metatdblica, sus propiedudes cinbticas
no nan sido estudiadas hasta el prescnte. Debe adends destacarse aue al-
sunos resultados previos obtenidos con extructos crudos e difercates la
boratorios, no son coincideates respecto al efecto del ~DP coure la acti

vidad de estas iscenzimas (105,107).

Considerando qu-» la corte:a renal es ¢l otro tejido en el cual
se ofectda la ;;luconeogenssis c¢cn los mamiferou, el obj:tivo de este tra-
bajo fue taubvién estudiar al un:c de las propiedades reguladoras de las
isoonzimas prescntes en cste tejido, tratando por otra parte de cestable-
cer si lac umismas tivnen car:cteristicac cimilares a las de la piruvato

quinasa hepdtica tipo L y tipo li descriptas anleriormente,

separacién de las isoenzimac de piruvato quinasa de corieca reial.

Debido a gue la sonaracién de lu piruvato quinasa hepftica tipo
L y It a pariir de un sobrenadaante de 100,000 1, de esie tejido se puede
efectuar nediante cromaticgraifa ea coluwmas de DIAE-celulosa, se decidid
utilisar este método par.i ostullecer la presencia de ivocenzimas en la cor
teza renal. 3l honiogenato de oute tejido fue preparado uel miswo modv que
el de hf;sudo cowo se indicé en idaleriales y liétodos con excepcidn de la
concentracidn de LUIA de la solucién buffer utilizada, que Tue de 540 rldi.
uuego de la centrifugacidn a 100.000 x¢ las salea y compussios do bajo
peso molecular se los elimi.:§ por cromatogra.fa un colurna de Sefadex U=235

equilibrado a pE 7.5 como se indiocd ei Materiales j; .:§todos.

El sobrenadante de cortoza renal que contenfa e: total 22 mili-
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gramos de proteina con una actividad especffica de 1,8 unidades/mg., fue
adsorbido a una columna analftica de DZAE-celulosa de 12 mm, de diametro
v 150 mm, de altura equilibrada c¢on una solucidén builer igual a lu emplea
da on la columna dc Jefadex G-29 (ver lateriales y ..8lodos), Despubs de
la adsorcién, la colu.na sc lavé con 50 ul. de la zolucidn ruffer de oqui

libria.

La elucidr: se efecctud nacinndo puasar un gradiente linoal de ClK
entre 0 a 250 mii, con la solucibi vuffer de vquiiibrioe sl flujo de la co
lumna se ajusté en 2 ml. por minuto. Los volumcnes correspondientes al la
vado y gradiente se recogieron cu o0 fracciones de 2 ml. cada una. La ace-

tividad onzim&tica sc midié coloriwmétricamente,

sl perfil de elucién cromutosrifica de ente experimeuto o mues
tra en la Fige.27. vomo se puede ver, ol primer pico de actividad o piruva
t0 quinasa I eluye de la colwma con la solucién butfer de equilibracidén
y représenta un 704 de la actividad enzim&tica. Esta fraccién es complota
mente separada del soegundo pico o piruvato quinasa II, el cual eluye a
120 mli de Clk, Las caracteristicas cromato,rdficas de estas encimas es si
milar a las desoriptas por Lanaka y col. (L07) para la piruvato quinasa
hep4tica tipo L y tipo ii. 3in embargo, la reiacién de actividades entre

las enzimas de corteza renal es diutinta a la deccripta on ¢l nfgado (107).

ieniendo en cuenta que en el higado las isocenzimas de piruvato
quinasa difieren marcadamente respecto de la aciivacién por el FDP, se es
tudié con esta micwa preparucién ¢l efecto de estc metabolito sovre las

formas 1 y II de corte:za roenal,

" Con este fin la actividad del periil de ambos tipos se midié a
un nivel de C.C m! de PEF, a pd 7.5 en ausencia y e¢n presencia de 0.1 mM
de IFDP,

S5e puode apreciar que anbat enzimas tiencn propiedades distintas
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pues ol I'DP dnicamente produjo activacién en la forma II (Fi;.28).

Ll rosultado de los dou experimentos presentados (iig.27 y 28)
indica claramente quo en la corteza renal existen dos formas de piiruvato
quinasa, las cuales tienen apurentemente algunas caracteristicas semejan

tes a las de las isoenzimas de higado.

Es importante destacar que simultédneamente con oste experimento
se efoctudé otro en condiciones similarcs con médula renal, la cual es un
tejido predowminantemente _lucolftico (158). El perfil cromato,rdfico de
la columna de DEAE-celulosa demostré dnicanonte la existencia de un solo
pico que eluye cowmo la forma I de corteza. Ll FFDP no tiene efoecto sobre
esta enzima, y ocuando se incub$ la zona del gradiente correspondiente a
la zona de elucién de la forma II de la corteza en presencia del metabo-

lito mencionado, taupoco se detecid actividad (resultados no expuestos).

Este rosultudo suygiore gue la presencia de isoenzimas de piruva
to quinasa regulable por I'DP (igual quo la forma I de hfgado) puede estar

relacionada al proceso gluconeoiénicoe.

Tfocto del ALP y el iDP en la actividad de la piruvato quinasa do corteza

renal I y II a distintos valores de pll,

Con el fin de ostablecer otras difereacias entre los picos I y
II de piruvato quinasa de corteza renal, el ofecto del ATP y I'DP se eetiu
dié a distintos valores de pll. Debe destacarse que en el hfgado de rata
dinicamente la isoenzima L modifica sus propiedades por variaciones en el

pH del medio de incubacién.

El nivel de PEP en este experimento fue de 1.0 mil, La actividad
se midid en ausencia y on prosoncia de 1.0 mM do ATP y O.l uM de iDP a pH

5¢9 ¥ 7«5 rospoctivamente,

Los resultados obtenidos se han presentado como relacién de ac-
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Mige 28 IEfecto del I"DP en la actividad de la piruvato quinasa
de corteza renal I y II. Las condiciones experinentales son las

deccriptas on Materiales y liétodos, cxcepto la concentracién de

PEP que fue de 0.8 mi. La actividad enusimdtica se midio colorime
tricamente en ausencia y en prescncia de IFFDP 0.1 mil.
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tivacién, innivicién y reactivacibén, couio se indica en lu ige29. Se puede
apreciar que a pid 5.9 el ATP y el P carecen de efscto sobre la actividad
de estas enzimas, Por el contrario a pi 7.5 estoc metavolitos producen una
marcada inhibicién y activacidén del pico II. La presencia simultédneca de FDP
y ATP bloguea ¢l efcctlo inhitidor de este Gltimo. Los mismos no nodifican

la actividad dei pico I,

Propiedades cinfticac de la piruvaic guinusa de corteza renal I y I1I.

Las caracterfsticas cinéticas de ambacz [ormac de piruvato quinasa
de corteza renal con racpecto al PEP se ectudiaron en ausencia y en proesen—

cia de ATP Yy rBP.

Con eate [in las enzimas se prepararon por fraccionaniento oon sul
fato de amonio. La forma I precipita onire 95-70,; de saturacién, mieniras
gue la {orma II enire 30-45%. Luejc se las purificé mwdiunie cromatograifa
en columna de DEBAE—celulosu (forma II) y Cii-coelulosa (forma I) respoectiva-~

nente, couo se indicé en iaterialoc y liétudos para las isoenzimas de hfgado.

Los rocultados obvenidos ce cebresaron mediante la ecuacién de
Eill y se los La ex;uesto en las [1ge3d0 y 31l. 56 puede aprsciar que las ca-
racteristicas cinéticas de la forwa II son similares a lasc de la piruvato
quinasa hepdtica tipo L. 5n ofecto, a pil 7.5 la eniima tiene un marcudo e—
fecto cooperativo honotrduicc paru el PEY, En presencia de 2,0 inll de ATP
la interaocién con el suntrato aumenta marcadamente. Lo valores de nH ob-
tonidos c¢n estas ccendiciones fueron de 2,98 y 3.4 respectivamento. &l agre—
cado de 0.1 mil de FuP anuiis el cfecto cooperativo para el P8P y el valor de
n, fue do 1.,0. -stos metabolitos tumbidn modifican le alinidad de la enzima
por este sustrato, lo quo se ve vor cauwbios en el valor de la conistante 50.5
como se indica en la Figl.30.

Los resultados obtenidos con la forma I (libre de enolasa) se ex-

pone en la r'ige.3l. Je pucde ver que ecta enzinma tiene efocto cooperativo ho
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Fige 29 Efecto del AYP y I'DP en la actividad de la piruvato quinasa
de corteca renal 1 y II a pl Y49 ¥ TeY. Las condiciones experimentales
son las descriptas en lateriales y liétodos, excepto el pH del buffer y
la concentracién de PP que fue de 1.0 mi, X1 nivel de ATP y I'DP fue de
2,0 y 0ol mi recspectivamente, Los datos obtenidos cse han representado
mediante las relaciones de inhibicién, activacién y recactivacidn, las
cuales sec expresan como s¢ indicae.
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Fige 30. Variacidén de la actividad de la forma 1I de piruvato quinasa de

corteza renal en funcién de la concentracién de PEP en ausencia y en presen
cia de ATP 2.0 mll y IDP 0.1 mli como se indica. lLas coudiciones experimenta-
les fueron iguales a las descriptas ¢n la Mig. 12, Los datos obtenidos han

sidc graficados de acuerdo a la ecuacién de Hill,
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Fige 31. Variacién de la actividad de la forma I de piruvato quinasa de
cortcza renal en funcidén de la concentracidn de PEP en ausencia y en pre-
sencia de AUYP 2,0 mii y I'DP O,1 mM a pl 6.8 y 7.5 como se indica. Las con-
diciones experimentales fueron iguales a las descriptas en la Mige 12, ex
cepto que en una de las curvas el pl fue 6.8, Los datos obtenidos han si-
do graficados de acuerdo a la ecuacién de iill,
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motrépico para el PSP, k1l valor de n fue de 1,8,

Por el contrario a4 lo ouservado con la forua II, el agregado de
ATY y I'DP no modifica la interaccién de la forma I con su sustrato. =Zn e-
fecto, @6l valor de n, en precseacia de estos metabolitos fue el nismo. Tam

poco hubo cantios en la alinidad de esta cricima por el PEP.

Debido a que a pd 6.8 la Zorma II no iicnc efecto cooporativo ho
motr8pico para el PEP (ocomo se verd w&c adelante), se determiné si caubios
en ol :il del medio de incubucién iodifican la interaccién de la forua I con
este sustrato. El resultado de este exverinento taxbién sc¢ cxpone en la ifig.
3J1. Se puede apreciar quc a pha 6.8 7 7.5 el valor de n fue igual, modifican

dose solo ligeraments la afinidad de ecta enzima por ol PEP,

Experimentos realizados proeviamente al ostudio cinético mencionado
deiostraron que la alanina inhibe la actividad de la forma I y II de piruva-
to quinasa de corteza ranal. £1 efocto de este metabolito sobre las caracte—
risticas de las curvas de saturacién para el PEP de ainbas enzimas fue estu-

diadoe.

-

Los resultados outenidos se exuyresaron de acuerdo a la oouacidn de
Hill y se loz ha expuasto en lc Tabla 10, 5S¢ puede aprociar que ol agregade
de alanina aumenta marcadamente la interaccidn cooperativa de la forra II
con el PEP., El valor de nH ovtonido en ausencia y en prescncia de este amino
4cido fue de 2,98 y 3.7 rospeciivauente. La afinidad de la enzina nor el sus

trato ta.bién disminus6 en presencia de este metabolito ya guc el valor de

la constante S0 aumenté de 1.7 a 3.4 =i,

*
La adicién de 0.1 mi de i'DP revierte coupletanente ol e¢fecto de la
alanina sobre la forma II. En estas condiciones la enzima no tiene efecto
cooperativo homotrépico para el PEP y su afinidad »or este sustrato aumenta

narcadamente., ikl valor de ny fue de 1.3 y el valor de la constante S 5 fue



e

- 103 -

TABLA X

Lfecto do la alanina y i")JP en la curva do saturacién doel PEP de las formas

I y II do piruvato guinasa de corteza roenal

Lus condiciones experimentales fueron ijualos a las descriptas

on la 'igel%e La concentracién de alaninu ifue de 0,2 mil y 1,0 mil para las

formas I y II respectivamcnte. Eutos niveles producen un oifecto do un 50

al vulor do O

o)

- para el PEP do cada una de las isoonzimas nencionadas.

mctabolitos

Control
+ Alanina

+ Alaning 4

'DP

J'orma Iﬁ rorma II2
0.5 (1) Hy 2045 (i) My
2,1 1.72 L7 24908
366 1.96 34 a7
3.0 1.96 0.13 1.3

a Log datos expuestos [ueron calculados graficando los resultados obteni-
dos ce; dn la ccuacidén de ilill,
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do 0,13 nmii rcspectivamonto,

Los resultados expucstos dewuostran que la aluwuina y ol ATP pro-
ducen canbios similares en las propicdades de la forma II do piruvate qui-

nasa de corteza reunal, los cuales sun rovertidos completamente por el FDP,

Por el contrario, la alanina no aumonta la interaccién cooperati
va de la forwa I con el PEP ya quc los valores de n, obtonidos en ausoncia
Y en presencia de este aninodcido fuoron casi iguales. Sin ombargo, la ala
nina disminuye ligeramente la afinidad de esta onzima por el sustrato. El
valor de la constante 80.5 aunentd de 2.1 a 3.6 mM. El agregado de O.1 ml

de FDP como se vié anteriormente no tiene ningin efecto sobrc la actividad

de esta enzima.

Los datos expuestos permiten concluir que lag formas I y II de
piruvato quinasa de corteza renal también difieren on su comportamiento
frente a la alanina., Por otra parte, el fecto de este awminodcido sobre la
forma II es similar al descripto por Schoner y col,(Yl) con la piruvato

quinasa hopdtica tipo L,

kfecto del pH en las propiedades reguladoras do la iforma II de la piruvato

quinasa de corteza renal,

Teniendo en cuenta que el pl intracelular del riiién varfa entre
6.7 ¥ Ted (159,160) fue de interds cstudiar si cw.bios similares en los va
lores del pl del medio de incubacién producfan modificaciones en las propie
dades dc¢ la forma II de piruvato guinasa de corteza ronal con respectio al
PEP, Tawbién se cstudib las caraclerfsticas cinéticas de la inhibicién por

ATP en condiciones similares,

Los rosultados de estos experimontos se exprasaron de acuerdo a
la oecuacién de 1Iill y se los exponc en la Tabla 11, Se puede apreciar que
a pll 6,8 y 7.3 los valores de nII fucron de 1.3 y 2.2 respectivamente, lo

cual indica que la interaccién cooporativa con el P’EP es may.r con el au-



A.

B.

TALLA 11

Propiodades reguladoras de la sorma II de piruvato quinasa

de corteza ronal

Las condiciones experimentales fuoron ijuales a las descriptas en la
rig.l%, excepto el pi del buffer que fue 6,8 y T.3 como s¢ indica.

Las condiciones experimentales son las descriplas en Materiales y iié
todos, excepto ol pil del buffer que fue de 6.8 y 7.3, la concontra-
cién de ADP que fue de 0.6 mi y el nivel de PEP que fue de 1,0 mll,

Las condiciones experimentules son las descriptas en Materiales y lé
todos, excepto la concentracién do ADP que fue 0.6 mM y el nivel de
PEP que fue 1.7 y 4.0 uM respectivamente,

Li ;ando Variable Condicionos n 2 S
1l 0.5
A, PEP pH 6.8 control 1,3 0.89
pil 6,8 + FDP 0.1 mil 1.2 0,15
pll 7.3 control 2.0 1.40
pli 7.3 + #'DP U.1 mll 1.0 0.18

b

Ay o.5
D. ATP pl 6.8 2.0 1.37
P}i '('3 l.() U.’?l)
C. A‘LlP I.)h‘lP 1.7 ”U"l 102 0024
}.JEP 4.0 l"I‘i 2.0 l.')O

[

o

Los valores presentados han sido calculados exprecando datos experi-
mentales sey in la ccuacién de 1ill.,

Lus valores presentados han sido calculados expresando daltos cxperi-
montales segin la modificacién p.opuesta por Jeusen y llester (133).
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rcento de plle lin presenciu do Ull . do i st hubo clec.o coouporilivoe holio-

trépico y la alinidad dc la onzima por ol sustrato awucnid marcadamentc,

Lav variacionos lisiol6sicas cn cl pil del medio do incubacién tam
bién .odifican las caracteristicas cinéticas de la inhibicidén por AYWP. A pii
Te3 la cindtica de inhibicidn por oste mclabolito e¢s ichaoliana. Por cl
conitrario, a pil 6,8 la enzima iient: un marcudo ofcclo cooperativo nomotré-
pico parn ¢l ATY. Los viloves de n11 obtenidos on ustan coandiciones fucron
de l.0 y 2,0 respoctivacionto. wanividn sce obuoervd variacionoes ea ¢l valor de
la coastanto 10.5 la cual fue un )Uﬁ menor a plt (e3 cowo se indica en la
T"abla 1ll.

Lambién se observd que 4 pit TobH camvioy cu ¢l uivel do PP do la
nozcla de incubacidbn iwodifican las caractecrfsticas de la inhibicidn de la
forma Il por ATP. listos resultados también se oxponon en la ‘‘abla 1ll.

Los rosuitados presontados perwiton couclulr que la forma Il de
piruvato guinasa de corteza renal lionc propicdades bactanio sinilares a la

isoenzima L de higado.
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IV DISCUSION

En el presente tratiajo se han estudiado algunas propiodades
cinéticas de las isoonzimas de piruvato quinaca de higzado y de corteza
renal. ''al como se mencioné en la lntroduceidn, cn log mamiforos estou
tejidos son los dnicos en los cuales ocurren los procesos luconcoyéui

COB.

El control metabdlicsc de la piruvato quinasa en el higado y
en la corteza renal tiene, como se vié antcriormente, especial importan
cia ya quo ca.bios recfprocos en la actividad de esta cnzima ; de las
que participan en la formacién de PEP determinardn la direccién del Tflu

Jo de este motabolito en el sentido de la ;lucédlisis o iluconcoiénesis,

Por ostic motivo se concidexl de gran interd: estudiar y ocom-
parar las caracterf{sticas de regulacién de las isoenzimas presentes en

estos tejidos.

El eatudio de las propiedades cinéticas de la piruvato quina
sa hep4tica tipo L y tipo M se efectudé con mas profundidad, mientras que
el de las iscenzimas I y II de corteza renal fue hecho con el fin de es-
tablecer si las mismas tenfan caracteristicas similares a las de las iso

enzimas L y M de higado.

En el curso de este trabajo se encontré§ que existe una gran si
militud entre la piruvato quinasa hop4tica tipo L y la forma II de corte-

za renal,

La isoenzima 1 de hfigudo tiene algunas propiedades semejantes
a las de la enzima de misculo esquelético pero presenta importantes dife-

rencias.

La forma I de corteza renal tiene caracterfsticas comunes a las
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de la piruvato quinasa acpdtica tipo L y a la enzima do misculo ecquelético.

De

esta mancra, la Jorma I ropreseniarfa un torcer tipo de isounzima que ton

tativamante pusde sor denominada LI,

Por razones de claridad los resultados obtenidos en esta investiya

cién serdn discuiicos en forma coparada,

Piruveto quinasa hepdtica lipo L

Consideraciones cinéticas jenerales,

Loc estudios cinéticos efcctuados con la piruvato quinasa hop4tica

tipo L indican claramente que es una enzima alostérica cuyas propiedades son

marcadamente modificadas por variacionoes en el pll del medio de incubacién,

Esta interpretacién est4 apoyada por los ciguientes resultados exporimenta-—

les:

1)

2)

Cuando la actividad enzim&tica so midiéd on funcién de la concontracién de
PEP a valores de pii superiores a 7,0 (a niveles saiurantes de ADP) se ob-—
servé la aparicidén de ourvas sigunoides indicando que la enzima tienc efeg
to cooperativo Lomoirépico para dicho suctrato. &n presencia de r'JUP las
curvas de saturacién se itransforman de sigmoides en hiperbélicas (rige4~A
y 12).

Por el contrario, a pil 4cido la cinética de la enzima para el FEP es
vichaeliana. La presencia de rDr no modifica sus caracterfsticas ¥y careco
de efecio activador (Fige4=B).

31 hocho de que los canbios en las curvas de saturacién sean produci
dos por un metabolito estructuralmente diferente a los sustratos, como es
en este caso el i'DP, indica que su interacoién con la enzima es indirecta

o de¢ naturaleza alostérica (161),

Los cawbios provocados por las variaciones en el pH del medio de incuba-

cién en la interaccién de la enzima con ol PEP, fueron claramente demos-
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trados por la estrecha corrsoelacién ontre los distintos valores e pll
}

con loz oblonidos para ol coolicicnte a v la constante 85 (rigell-0).
H .

n clocto, on cl ranjgo de pll comprondido onutre 6.0 y 7.0 el valor de nH

fue sienpre oercano a la unidad, lo cual conlrustiu muarcadamontic con cl

awirento lincul que e observa coin el incercuwonto cn el pll del medio de

incubacidn.

In lorma paralola con eutos cambios, Llambién sc vié que ol valor de
la counstante SO.5 auncuta apreciableronte indicando que la entima dismd—
muyo marcadamentc lo afinidad por el PHP a valores do pll superiores a
TeOe

Lebido a que ademds so pudo deteruinar ia presoncia de un grupo io
nizable de pK 6.9 (+ige18-B) so indicé quc lcs cambios en la ionisacién
del mistoy producide por las variaciones de pli dol nedio de incubacién
cstarfan asociados con los dislintos grados do interaccién de la onzima
con ol YwP, Sin embar;o, dado que es posible considerar al protdén como
un ¢focter alestérico, eston caibios pueden interpretarse cn forma dis-

tinta, couwo se discutird was adelante.

Ll resultuado de uilerontcu expeorimentos tawbién permite concluir quo el
ATP og un inhibidor alostidrico de osta ensima, coio también de.ostrar
yue las caracterfsticas dc¢ la inhibicién por este metaboliio scin marcada

mente modificadas pcr las variaciones de pH., ln ofecto se pudo ver que:

a) a pll 7e5 y on distintec condicionesn, la inhibicidn por aTP es reverti
da completamentic por coinccirlruaciones muy bajas de IFDP (lig.7 ¥ 8), in
dicando quo lua wiibén del inhibidor con la ensima no ocurre cn ¢l «itio
activo de la misnma,.

b} cuando la actividad se midid a pll 7.5 en funcién de la concentracién
de AQ'P a nivoles relativumuntc altos de PEP (MigelO) se obuorvsd la
aparicidén de curvas signoidos, las cuzleo demuestran que la encirma tie
ne efecto cooperativo Lomoirésico para el inhibidor. Por el contrario,

a un nivel bajo de LY la inhiiieidn es Michaoliwa,
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¢) la curva de imhibicién por ATF a nivelos bajos de PEP, pero en pre-
senoia de concentraciones muy bajas de FDOP, tanbién es sigmoide, Se
demuestra también asf{ quse en e¢stas condiciones la enzima tieno efac
to cooperativo homotrépico para el inhibidor (Fig.8). E1 hecho de
quae los cambios aon el nivel de PZP y que la presencia de FDP provo-
que madificacionss en las caracterfsticas de la inhibicidén, demuss-
tra la axiste.icia de efectos heterotrépicos del sustrato y activa=
dor en la interaccién de la enzima con el A\iP,

d) caubios apreciables en el pH del medio de la incubacién modifican
marcadanente la foria de las curvas de inhibicién por ATP, siendo
dnicamente sigmoide a pll 4cido (l'igel4-a).

e) el ATF aumenta la cooperatividad de la enziua para el PEP, efecto
que es complctauente revertido cn presencia del activador (Figel2)e.
Esto deuuastra tau.bién que ambos metabolitos (alr y i'DP) tienen

efeoto heterotrépico en la interaccién de la enzima con su sustrato.

4) Variaciones en el pH del medio de incubacién en el rango fisiolégico in
tracelular hepdtico, producen tanbién cambios apreciables en las curvas
de saturacién del PEP y ATP de manera tal que logs mismos podrfan repre-
sentar un mecanismo de control quo modificarfa la interaccién de la en-—

zima con los metabolitos efectores (Fige.l®5 y 17).

l'eorfas y modelos de rc.ulacién alostérica.

Las primora:i obzervaciones que permiticron dar una base molecu-
lar a las propiedades cinéticas de las enuimas cuya actividad es modifica
da por mstabolitos, fué provista por el trabajo de Gerhart y Pardee (162).
Ectudiando las propiadades de la aspidrtico transcarbamilasa estos autoras
encontraron que cuando la enzima era sometida a ciertos tratamientos (calor
y urea) se perdfa ol efecto inhibidor del CTP (producto final de la via me

tabélica de las pirimidinas) couservando intancta su actividad catalftica.

Por otra parte, estos tratamientos producfan la pérdida del eiecto coope—



rativo del aspartato y una disminucién en el cocficiente de sedimontacién

de la enzima,

En base a estos resultados postularon que la enzima posefa si-
tios independientes y especificos para el sustrato y el metabolito efec=~
tor., La accién de este dltimo sobre la enzima producirfa cambios en su con

formacidén, los cuales se lraducirfan en una uenor afinidad por su sustrato.

Pooteriormente este hipdtesis fue apoyada por los trabajos de
Changeux con la troonina deaminasa (163,164) y por iansour con la PIK (69,
70)« En la actualidad existen numcerosos ojomplos de enzimas roguladoras cu

Yo comportamiento ha sido explicado mediante la hipdtesis propuestas

La prueba councluyente que porwitid comprobvar cstas ideas fue ob-
tenida por Gerhart y Schachman (16%) quienes mediante el uso de P-cloromer
curibenzoato consiguieron disociar la aspirtico transcarbamilasa en dos ti

pos de sgubunidades:

1) Subunidad catalftica: que tonfa actividad enzimftica, no era inhibida por

CTP y la cinética para el aspartato era !lichaeliana.

2) Subunidades reguladoras: que tenfan ol sitio ospecffico al cual se une

el efector pero sin actividad catalftica.

La reasociacidén de la subunidad catalftica con las reguladoras
daba lugar nuevamente a la aparicién de una cinética alostérica para el sus-—

trato, cono tawbién a la inhibiciba por CTP (165).

Actualmente dado que os un hecho general que no existe en la ma, o~
rfa de los casos similitud estructural ontre los sustratos y los wetabolitos
efectores, rvsulta obvio que para explicar las propiedaden cinéticas de las
enzimas reguladoras os necesario aceptar que en la molécula proteica existen
sitios reguladores especificos a los cuales se unen los efectores motabdli~

co8 distintos del sitio catalf{tico a lou cuales se une ol sustrato,

Debido a quo las propledades de estas enzimas no se podfan ex—
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plicar por los postulados de ia cindética Michacliana cldsica fué necesario
formular nuevas teorfas que permiticran dar une interpretacién adecuada a

las mismas,

Yonod, wyman y Changeux (166) han propuesto una teorfa para ex-
plicar el comportamicnto de las enzimas reguladoras. La misma estf basada

en las siguicentes suposiciones:

1) Lae enziras alostéricas son proicfnas formadas por dos o mas subunida~
des idénticas ilamadas protémeros, las cuales estdn asociadas entre cf
de tal forma que ocupan posioiones simétricas en la molécula, Zota dis
posicién implica adeuwis que la conlormacién de cada subunidad osté con

dicicnada por su asociacida con las otras.

2) Cada subunidad posee un sitio especffico para el sustrato y otro sitio

especffioco para el efector alostérico (nogativo o positivo).

3) La enzima puede existir por lo menos en dos ectados conformacionales
interconvertivies entre sf, denoninados R y T que en ausencia de efec=-
[ S

tores se encuentran en eq.ilibrio (R===T) el cual se expreca median-—

te la constante alcstérica L (L = RO / To).

4) La unién do una molécula de efector al combinarse preferencialmente con
al¢uno de los dos estados confermacionales produce un cambio del equili-
brio enire anbos, do mancra tal que la afinidad par. las nuevas wolécu-

las de iigando que sce unen a la protefna cumenta.

Ve acuerdo este modelo, ilonod, .yman y Changeux (166) demostraron
matenfticamente que el lijando {sustrato o efector) tendrf efecto coope-
rativo que se evidenciard por la aparicién de curvas de saturzcién sig-

noidese.

5) La transicién entre los cectados 2 y T ocurre en todas las subunidades en
forma concertada do mancra tal gque la simetrfa de la molécula se concer-

va. Esto significa que loo cambios de configuracién de las subunidades
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son similtdncos en todas ellas.

Como consecuencia de esta teo:fa es posible suponer que en auscn-
cia de ligandos la distribucién de especies moleculares reflejarfa la encr-
sfa libre relativa de los distintos estados conformacionales, los cuales en
definitiva estarfan directacniente relacionados con la interaccién de las sub-

unidades on cada eutado conforuacional,

Adem4s de esta teorfa, Xoshland y col.(131,167-169;, y Atkinson
h4 ool.(l70,17l) han propuesto independiontemente dos modelos que difieren

narcadamente del anterior.

El modelo de koshland y col.(131,167-169) tiene como fundamento
el concepto de "Induce fit", semin el cual el cambio conformacional que ocu-
rre en una protefna flexible depende de la estructura del metabolito que se

une a la nmisma, Do esta forma:

1) Cuando un efector se une a una subunidad el cambio de oonfiguracién pro-
ducido en olla se trancuite a las oiras, cuyos citios osu4n libres, afec
-tando de este modo la estabilidad relativa entre las subunidades adyacen

tos.

2) Si la interacoién entre las subunidades es d&bil, el cambio de conforma=
cién s6lo ocurrird{ en la que el efector se une, sin modificar la configu
racién de las otras, Je este modo la proteina pucde tener estados confor
macionales hfbridos y el principio de simetrfa de la molécula no se con-
serva. kn esta cituacidén, ol canbio de confijuracién on las subunidades
no es concertado y por lo tanto difiere del modelo de iionod, Wyman y

Changeux,

3) En los casos en que la unién de un efector a una subunidad modifica mucho
la estabilidad de las vecinac, 8stas puoden cambiar parcial o totalmente,

adquiriendo una conformacién i ual o diferente gqu¢ la que tiene el ligan-
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do unido. De esta forma, la entrada de un ligundo a su sitio aspecifico
producirfa un cambio do configuracién quc puede aunentar o disminuir la

afinidad del ligando por otro sitio,

4) Cuando todas las subunidades adquieron la misma configuracién al unirse
un efector a una de ellas, el cambio ¢s do¢ tipo concertado, En este caso
este modelo no dificere del de lionod, Wyman y Changeux, y por lo tanto es

te Wltimo constituyo un caso limite del modelo de roshland y col,

Atkinson y col.(170,171) han propuesto un modelo que también di-
{iere en forua apreciable del de iionod y coul. El mismo de basa en la oxis-—
tencia de cambios progresivos on la interaccidn de loc sitios de un ligan-—
do. De esta manera, la unién con un efector a un citio de la protlefna pue-
de aumentar o disminuir la afinidad del efec¢tur por ei segundo sitio. Este
wodelo es on cierto wodo aproxiuado al de Koshliand y col., poro la inter-

pretacién matemdftica en ambos casos es diferente.

Aplicacifn de la teoria de llonod, Wyman y Changeux a la piruvato quinasa

hepdtica tipo L.

Si bien los datos cinéticos que se obticiicen oon una enzima alosté
rica permiton una evaluacién de sus propiodades roguladcras, los mismos no
constituyon un elemonto de juicio suficicente couwo para distinguir claramen-

te a cual de los modelos anterior.ente’ discutidos 6sta se ajusta.

Los resultados obtenidos con la piruvato quinasa hopftica tipo L
fueron couparados con el modelo do iionod, wyman y Changeux (166) coiprobin
dose que los uisuos so podfan explicar en forma cualitativa y en algunos

casos cuantitativa.ente en base a ostia teorfa,

Aunque la oleccidén de esle modolo para interpretar el comportamien
to cindtico de la isoenzima L de hfgado fue arbitraria, ha rescultado de gran
utilidad debido a quo proporcioné una hip8tesis de trabajo y una forma sis-

tonftica de estudio, ya que permitié predecir muchos de los experimentos ex—
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puestos,

bn ol caso de la piruvato quinaca hepdtica tipo L es posible su-
poner de acuerdo a e¢ste uodelo, quu tanto el PEP couo el I'DP al unirse a
la enzima actuarfan despla:ando ¢l equilibrio de las ecspecies molecurares
hacia ¢l ostado He Yor el contrario, el ATP favorecerfa el desplazamiento

hacia el estado T.

Loc resultados expuestos anterioruente deuostraron que: las prop.ie
dades cinéticas de estz cnzima se nodificaban apreciablezentie por variacio-
nes en el pi del moedio de incudbacidbn. La interpretacién de los uisaos de
acuerdo a este modelo indica que a pil &cido el equilibrio esturfa desplaza
do kacia el estado . mientras que a pl alcalino se desplazarfa hacia ¢l es—
tado Te Esta suposicidn estd apoyada por los experimentos mostrados en las
Fige4 y 12, ya que los canbios de pll actuarfan on la eaizima como los efecto

res metab8licos (AYY y Fir).

En efecto, a pH 4cido la curva de saturacién del PEP es hiperbé—
lica y el FDP no modifica su caracteristica. Por otra parte en estas condi
ciones la inhibicidén por ATP e¢s de tipo cooperativo, igual que cuando se la

estudié en presencia de concentraciounes nmuy bajas de I'DF.

Por el contrario, a pd alcalino ea el cual la curva de saturacién
de PEP es sigmoide, la presencia de rDP la transforma en una hipérboia. Apa
rentomente ol efecto del pi alcalino y del ATP son sixilares,si se tiens en
cuonta quc tantc el aumento deo pnii colo la presencia de estc metavolito pro-
ducen w aumcuto e la sigmnoicidad de la curva del FPEP. Zl hecio de que los

valores obtenidos para el coosiiciente ny s la constaznie S a pll L.l5 en

Ue5
ausencla del innibidor y a pH 7.Y ei presencia de ATY sean similares, cone

firaa esta conclusién (Fi_el3 y 1é=-Aj.

Los hsclios discutidos hasta alora poer.iten concluir gue los resul

tados experimentales outer.idos con la pir.ivato quinasa hepfiica tipo L ecién
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de acuerdo cualitativamente con el modelo de lonod, Wyuar y Changeux.

Para verificar si los uisios podfan ade.:ds ajustarse en forma
cuantitativa a esta teorfa, algunos datos experimentales fuoron expresa
dos se W la eocuacién de ionod y col., la que se expone en forma simpli-
ticada en las i'ig.32 y 33. rara ésto, adouds ce supuso gque la eniima po-

see tros sitios para el Pr¥., Los valores de la constunte alostérica L

fueron elazidos arvitrariamentoe para cada caso,.

En las Fige32 ¥ 33 se puede ver una perfecia coincidencia entre
lag curvas teéricas calculadas y ias curvas experincatales expuestas en

las figel2 ¥y 4.

El hocho de que los resultados expuestos cumpian en ambos aspec
tos, cualitativo y cuantitativo, con esta teorfa, ha peruitido concluir
que la transicién alostérica de lu piruvato quinasa hepdtica tipo L ocu-

rrirfa como se expone en la FiZe34.

Influoncia del pH en las enziwas roeguladoras.

Las modificaciones do lag propiasdades de muchas enzirmas regula-
doras por variaciones en el pl del medio de incubacién, <¢s un ienbueno bio

16;;ico general.

Los resultados expuestos has.a ahora parccexn dewsosirar gque los
caizbios obucrvados en lau propisdades ciuéticas de la piruvato quinasa he-
p&tica tipo L y en la forma II de la corteza ronal, ocurren en forma cuali

tativamente similar en otras enzimac alostéricas de distinto origen.

~03 datos rccopilados on la Tabla 12 parecen upoyar esta conciu
sién, #n la misma se han presentado los valores del coeficiente de iiill de
cada enzima para su sustrato, obtenidos en condiciones extremas de pH. listos

han sido extraldos directamenie de la literaitura y en oiros casos #e los

calculd a partir de los recsultados experimentales pubiicados (119,172-177).
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Fige 324 Los resultados expuestos en la I'ige 12 se han gré&ficado como Y
en funcién de X (concentracién de PEP/S r) junto con las curvas teoricas
calculadus a partir de la ecuacién de i0n8d y col. (166) couo se expresa
en la [igura, considcrando = 3,0 y diferentes valores de L®como se in-
dica., (o) Control, (&) en presencia de ATP 2,0 mil y (@) cu presencia de
ATP 2.0 wlli y de I'DP O.l1 mM,
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Fig. 33. Los resultados expuostos cen la 1'ige 4 se han grdficado como Y en
funcién de X (concentracion de PP SO 5) junto con las curvas tcoricas cal-
culadas a partir de la ocuacién de lionod y cole (166) como se expresa en la
figura, considerando n_ = 3.0 y diferentes valore de L’como se indica. (@)
a pi 8.15 en auscncia de ¥DPy, ([J, a pil 8.15 en prescncia de 'DP y (M) a
pH 5494 '



= 119

Piruvato Quinasa

(R)
FDP

PEP OH | ATP
H+

Piruvato Quinasa
(T)

¥ige 34. Esquema de la transicién alostérica de la piruvato qui
nasa hepdtica tipo L,
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TABLA AL

Bfecto doi vl wn cas propiodades aloctéricas de encinas de

diferente orijen

En:imas Origen I AT nll Sustrato
Aspartico B, Coli 6.1 8.6 | 1,22 4.0i aspactato  (119)
transcar-

bawilasa, L
Treonina Lovadura Te5 9,0 § 1.2 3,0 | Troonina (172)
deaminasae.

Isocitrico Scmillas 6.4 3.0 | 1.0 2,9 | Isocitrato (173)
dehidroge~ (174)
nasae.

Deoxicitidi Ba..o 65 8.0 | 1.0 2.9 | D-Citidina (175)
lato amino- nonofusfa-
hidrolasa. to

Glutamato de | Blastocla 8.0 wo 1.0 3.0 | Glutamato (176)
hidrogenusi, di-:la

Piruvato qui { Hfgado 59 8e¢3 | 1.0 3.0 | PEP liste trabujo
naca tipo L.

Piruvato qui | Corteza 6.8 T¢5 | 1a2 3.0 ] PEP Estoe trabajo
nasa orma I1] renal

l 1

a El coeficiente de Hill se calculé a partir de los datos cxporimentales
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S5e puede ver claramente que:

a) la aparioién de efecto cooperativo homotrépico oocurre énicamente a pH
alcalino.
b) el comportamiento lichaeliano de estas onziuas con excepcién de la glu-

tdémico dehidrogenasa es propio del pH 4cido,

Datos no expuestos permiten también concluir que cambios en el
pl del medio de incubacién producen modificaciones en la interaccién de es

tas enzimas con sus inhibidores y activadores alostéricos (119,172-177).

Algunas evidencias han serialudo que 6l protén actuarfa como un
modifiocador alostérico. El hocho de que cambios en el pll de incubacién no
produjeran ningin efecto en las propicdades cinéticas de subunidades acti
vas de la aspirtico transcarbamilasa (177), heuoglobina y mioglobina (178,
179) sugerfan esta posibilidad. Consideraciones teéricas recientes efectua
das por Dalziel (180) busadas sobre el modelo de lionod, #dyman y Changeux

permiten asumir que el protén actda cowo un efector alostérico.

En efecto, Be cree que cambios en su concaeniracidn (H+) modifica
rfa la constante de disociacién entre lus subunidades y por lo tanto en for
ma concertada la confijuracidn de las mismas, De ecta forma se podrIa_expll
car los cawbioc producidos en la tranosicién R<== T, y la umayor o mcnorc in-

teraccién do las enzimas con sus elfectores motabdlicos,

‘'sta hipbtesis descarta cn cierto mod., guo los cauwbios observa—
dos en las propiedadcs cinéticas deo enzimas alostéricas de distinto origen,
producidos por variaciones en el pll del medio do incubacién sean debidos a
modificaciones en la ioniiacién de ciertos grupos vecinos al centro activo,
o a los que sc unen los metabolitos efectores. Sin cmbarjo, un estudio mas

profundo de oute problema o0s nocosario para aclararlo totalmente,

Bs de interés destucar, que ademis do la piruvalo quinasa hopdti-

ca tipo L y la forma II o corteza renal, olras enzimas reguladoras de la
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6lucblisis y gluconeogénesis tal como la PrK (118), la piruvato quinasa de
misculo (142,143) y la piruvato carboxilasa (90,91) taibién exhiben cambios
on sus propiedades alostéricas como respuesta a variaciones fisiolé iocas deo

pH.

zi hecho de gue cankbios en el plH deniro de loz valores intracelu-
lares wmocifiquen ias propiedades do enzi.as regulatorias de distinto origen,
permite concluir que bajo el punto de vista evuluitivo ol pH representarfa un
mecanisuo primitivo de control, c¢. cual proveerfa las enzimas de una gran

flexibilidad para interactuar con sus sfeciores alostdricos,.

Piruvato guinasa hcpAtica Tipo I

Coasideraciones cinfticas jenwrales.

Los resultados ci:iéticos obilenidos en este itravajo con la isoenzi-
na ] de higado de.osiraron que la cctividad de la wmisma es modificada por
distintos awinoécidos, La inhibicién por alanina y fonilalanina fuo estudia-
da con mayor detalle debido a yue cstos metabolitos ejercen su efecto ainive

les préximos a los fisiold;;icos,

Aungue rninsuno de los rocultados obtoenidos con la piruvato gquinasa
hepitica tipo i de.octrd la uparicién de efectos cooporativos, la inhibicién
de eeta enzima por amino4cidos puede ser considerada do naturaleza alostéri-

ca. En favor de esta conclusién existen los siguientes dalos experimoentales:

1) Los amino&cidos que tienen eiecto inhibidor, con axcopcién de la alanina,

son estructuralmente diferaentes al PEP ('abla 8).

2) La mayorfa do los amino4cidos ircluyendo a la alanina no inhiben coxpleta-—
mente la actividad de la enzima sZn a concentraciones altas. Este hecho
os importante ya que indica quc¢ existen distintos sitios de unidu para

los susiratos e inhibidores (Tabla 8).
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3) La serina y cistofna rcvierten parcialmente la inhibicién por aminocici-
dos, Por otra parte, el resultado obienido cuando se eatudié la accién
combinada de los inhibidores se puede interpretar oonsiderando que la
alanina y treonina desplazan a la fenilalanina de un sitio alostérico
couin presente en la enzima, y por lo tanto producun su ecfecto inhibie

dor (Tabla 9 7 [ige26).

Estudios previos efectuados en otros laboratorios (106,120) ha-
bfan demostrado la existencia de distinta movilidad olectroforética entre
la piruvato quinasa hep4tica tipo M y la enzima de misculo esquelético.
3in embargo, ol hecho de que amuas no podfan ser distinguidas inmunoldgiqg

mente sugerfa que estas enzimas tenfan propiedades similares.

Los datos presentados en este trabajo clarifican considerable-
mente este punto, ya que se deiostr§ quu la isoenzima M de higado y la pi-
ruvato quinasa de misculo evsqueléiico tiencrn propicdades cinéticas diferen

tea, En efacto:

1) Ambas isoenzimas se inhiben por al.unos aminodcidos en foriia distinta

(Tabla 8).

2) La inhibicién de la isoonzima ¥ de hfgado por alanina y fenilalanina es
de tipo Hickaeliano (Fige24)e. Por ¢l con:irario, este dltimo awinoicido
63 un inhibidor alostérico de la enzima de misculo esquelético (efecto
gque so evidencia por la aparicién de curvas si;moides) y la alanina no

produce sola ningln efccto sobre la actividad de esta Wltima.

3) El efocto de estos doc amino&cidos sobre la isoonzima K de higado no se
modifica por camnbios en el pH del medio de incubacidén, mientras gque la
inhibicién de la enzina de misculo esquelético por fenilalanina es pH do

pendiente (Pige25-A ¥y B)e

4) la serina, cistefna y alanina revierten parcialmante la inhibicién produ
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cide por la ferilalanina on la colividal Lo 1a Zgoenzima i do higado

(abla 9 7 Fige.206).

pigniflicacién fisiold ica do lou rosuliados obiunidos con la picruvato qui-

nasa _hopdtica tipo L 5y tipo :..

Il estudio de las propicdades cinéticas do la pliuvaic il
hopdtica tipo L y tipo [ he rovelado la cxistencia do intcraccionuss alos-
téricas que pueder touecr significacidn fisiolbgica "in vive'". 81 bien so-
bre la base de este tipo de oestudiovs no se puedon extrapolar mecanismos
reguladores quo operan intracelularmente, los mis..os proporcionan un mar-—
0o en el cual se pueden proponer posibles circuitos de oontrol cuyo senti-

do serd necesario probar "in vivo".

Las propiedades ocinéticas de mayor importancia fisiolégica de la
piruvato quinasa hepitica tipo L son principalmonte el efoctu cooperativo
homotrépico de esta enzima para el PEP, la inhibicidén alostérica por ATP y

alanina, y la activacién por I'DP,

El efecto cooperativo para el PEP es de yran importancia, ya que
de acuerdo con el valor de la constante 50.5 de la enzima para este sustra
to y al marcado efecto do los inhibidores alostéricos sobre el mismo, la
isoonzima L de higado esturfa virtualmente inactiva a la conocentracién fi-

siolé8gica intracelular hepdtica de PEP, a no ser gque sea activada por I'DP.

En realidad los niveles do i'DP medidos en diferentes laboratorios
(140,181,182) son suficientes como para revertir el efecto inhibidor del
ATP y de la alanina y por consiguiente la enzima estaria siempre activada.
Sin embargo, los nétodos convencionales paru determinar iDP no pormiten
distinguir entre el metaboiito libre y el que se encuentra unido espedffi-
camente a protefnas que disponen de sitios con alta afinidad por IDP, tal

como la aldolasa y la fructosa-l,6-difoofatasa.



Aof, la situacién del activador on la célula es considerablemen—
te compleja y la relacién entre la concontracién de metabolito libre y li-
gado a estas protelnas, serd un factor decisivo para modular la actividad
de la isoenzima L de hfgado. Este aspecto del problema es muy relevante du
rante la gluconeogénesis, ya que si la enzima estuviera activada continua-—
mente (a los niveles de I'DP conocidos) se produciria un corto circuito me-
tab8lico que alteraria la direccién del flujo neto de PEP hacia la forma-

cién de glucosa.

Con respecto al papel de la piruvato quinasa hep4tica tipo L y
tipo li en la regulacién de la gluconeogénosis, conviene considerar dos si-

tuacionos diferentes, una aguda y otra crénica.

En el primer caso, como ocurre en todos los procesos de adaptacién
r4pida, los mecanismos que operan fundamentalmente son de tipo alustérico.
Asf por ejemplo, la administracién de glucocorticoides constituye un proce-

80 gluconeogénico agudo que se cctablece en un tiempo relativauente corto,

En efecto, uchoner y col.(91) han demostrado claramente que des—
puéds de 6 horas de la administracidén do hidrocortisona se produce un awnen-
to en el nivel intrahep4tico de alanina, la cual actuarfa inhibiendo la iso
enzima L, y asf favoreciendo la operacidén gluconoogénica "patillada" por di
cha hormona. Cabe destacarse que ol nivel de la PEP-carboxiquinasa también
aunenta marcad.mente al mismo tiempo en que varia la concentracién de alani-

nae

Aunque el ATP inhibe aprociablomente la isoenzima L, la constancia
del nivel intrahepidtico de eute metabolito en diforentes condiciones fisio-
16gicas (140-145) parece indicar quo su papel regulador os limitado. Algunos
resultados obtenidos en nuestro laboratorio han demostrado que el efecto inhi
bidor del AYP y de la alanina (cuando se los estudia juntos) os de tipo acu-

mulativo.
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Los estudios cinéticos efeciuados con la piruvato quinasa hep&-
tica tipo L también demostraron que su interaccién con los efoctores me-
tab8licos mencionados es marcadamente modificada por variaciones fisiold
Gicas de pH, Il significado de este dltimo factor en la regulacién meta~
bélica, scrd aclaruado cuando se dicponyga de determinacioncs umfc precicas

del pH intracelular hepdtico durante la (lucbligis y ¢luconeogénesis.

En condiciones de gluconeogdénesis crénica, como la que se esta-
blece en la diabetes, o durante la alimentacidén con dietas hiperproteicas,
la adaptacién se efectda mediante una dr4stica wmodificacién de los niveles
de la piruvato quinasa hepdtica tipo L. En efecto, la relacién de activi-
dad entre la isoenzima L y M en condiciones normales es 3.0, pero en la
&luconeoidnesis crénica este valor es a vecos menor que la unidad a exe—
pensas do una disminucién do la concentracién de la isoenzima L (107).

Por lo tanto, en estas condiciones la regulacidén de la piruvato quinasa

tipo i1 adquiere gran importancia.

Aunque durante la ¢luconcogénesis crénica el nivel intraccelular
hep4tico de alanina y fenilalanina disminuye de 1423 ¥y 0.15 a 0446 y 0.07
umoles/gramo de tejido himedo respectivamente (103,184) es iuportante se-
flalar que dichos aninodcidos inhiben la aotividad de la isoenziiia I de hf-

gado aun a bajas concentraciones,

Es importante adem&s destacar que la serina, que revierte la
inhibicién de la enzima por alanina y fenilalanina (Tabla 9) tacbién dis-
minuye apreciablemente su nivel (1.65 a 0,32 umoles/irauo de tejido himedo)

en el hfgado de animales diab&ticos (184).

A pesar de que las conclusionus ftisiolégicas tomadas a partir de
los datos cinéticos obtenidos "in viiro" tiwnen bastantes limitaciones, es
posible suponer que cambios en la relacidén entre los aminoicidos inhibido-
ros y reactivadores puedan modular la actividad de la isoenzima M en la cé

lula hep&tica.
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Piruvato Guinasa de Lorteza .lenal Forma I

Los resultados expuestos han demostradc claramente que en la
corteza renal existen doc formas de piruvato quinasa con distintas pro

piedades cindticas,

En efecto, el perfil cromatosrdfico en columna de DiaE-celu-
losa reveld la presencia de laz formas I y II, las cuales ecluyen con dis
tinta fuerza ionica (rig.27). La sevaracién de estas isoenzimas también

puede ser eofectuada vor precipitacidn fraccionada con sulfato de amonio.

La forma I tienc aparentemente propiedades cindticas comunes a
laz de la piruvato quinasa hep4tica tipo L y tipo i« Zsta interpretacién

eatd apoyada por los siguientes regsultados exﬁerimentalosx

1) Las curvas de velocidad inicial de la reaccién en funcién de la concen
tracién de PEP a pH 7.5 es uigmoide, en forma vimilar a la que se Ob-
viene cuando se estudia la cinética de saturacién para este sustrato
con la isoenzima iL de higado. zZn efecto, en e¢stas condiciones el valor

de n, fue de 1.8 (Fig.3l).

Cabe destacarse gue durantie los estudios efectuados con la forma 1
purificada alrededor de 30 veces se tuvo la precaucién de determinar
que las preparaciones de esta cnzima no contonfan enolasa, lo que des-—
carta totalmente que las curvas sigumoides obtenidas fueran un artifi-

cio experimental,

2) En contrasto con las propiedades de la piruvato quinasa hepdatica tipo
L, la forma I no modifica su comportamiento cinético por cambilos en el

pH del medio de incubacién, o por la presencia de ATP y FLP (Fige3l).

3) iLa inhivicién por alanina de la orma I s6lo modifica ligerawmonte el

efecto cooperativo de esta on:ika para el PrP, el cual no es revertido



en prosencia de rUP, Lot datos obtenidos por schonor y col.(9l) en
la isoenzima L de hfgado con ostos mutabolitos son marcadarnente di-

ferentes.(labla 1C).

4) Debido a las caracterfsticas cromatos rdiicas de la forma I en DEAE-
celulosa y Cl=celulosa, como el rangc de precipitacién con uulfato
de auonio, y la falta de cfecto del Alr y rUP en su actividad, se
puede suponer que esta enzima tioene propiedades cimilares a las de la

piruvato quinasa hepitica tipo M.

De acuerdo a la separacién cromatogrifica en DEAE-celulosa la
forma I representa el 70-807% ae la actividad totai de piruvato quinasa
de la corteza renal, Estc hecho indica en cisrto modo aue esta iscenzi-
ma estd muy relacionada con el control metauélico de la jiucélisis y
gluconeogénesis en este tejido. 3in embargo, la signiiicacién isiolézi-
ca de los resultados obtenidos con la forma I no eu clara, debido al he
cho de que el valor da la constuante SO 5 para el rib us alto oun compara

[ )
cién con la concentracién iniracelular de este metabolito (159),

Por otra parte, el :'DP que es un activador de la piruvato gqui
nasa hepitica tipo L y de la forma II de corteza ronal, no tiene ningin
efecto sobre la actividad de la forma I, Zstos hechos cuestionan la fun
cién de esta isoenzima en la co:rteza renal. Sin embargo, los datos obte
nidos no permiten descartar la pocuibilidad de quo oiros metabolitos pue
dan actuar como activaccres de la forma I aumentando su afinidad por el
PEP, Tampoco se puede descartar que exista al;in mcoanismo de intercon-

versién entre las rormas I y Il do piruvato quinasa de corteza renal.

La idea de que la lorma I podrfa representar una enzima hibri
da (tipo LM) est4 apoyada en ~ran parte por lo: datos putlicados por
Tancka y col.{107), los cuales hatfan sugerido que en c¢i riiién de rata
existirfa una gola formna de piruvato quinasa con propiedades inmunolégi

cas comunes a ias de las iscveaciwas L y i de kigado.
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Piruvato Wuinasa de Corteza denal Forma II

Los resultados obtenidos con la forma II de piruvato quinaasa
de corteza renal bhan denostrado que esta enzima tiene propiedades simi
lares a las de la isocenzima L de hfyado. mn ofecto, la curva de satura
cién para el PEP es sigmoide y esta caracteristica cinética es marcada
mente modificada por cambios en el pH del medio de inctubacién o por la

prosencia de ATP y I'DP,

También se dewogtrd que en foria similar a la descripta con
la isoenzima L, el ATP es un inhibidor alostérico de la forma II de cor
teza renale Por otra parte se vi§ que la alanina aumenta la cooperativi
dad de esta en:ima para el PEP en forma igual a la encontrada en la pi-

ruvato quinasa hep4tica tipo L por Jchoner y col (91).
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