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RESUMEN

Se ha estudiado algunas propiedades cinéticas de las piruvato

quinasas de dos tejidos metabólicamente diferentes; uno gluconeogénico,

el higado y otro glucolitico, el músculo. Por consiguiente, se pueden

considerar dos aspectos en esta investigación:

a) Isoenzima L de higado: esta forma de piruvato quinasa fue

purificada entre 400 a 600 veces. Estudiando la cinética de activaciln

por K+y NH; se encontró que 1a enzima exhibe efecto cooperativo holotró
pico con respecto a estos activadores. Tanto el PEP comoel FDP(el efeg

tor alostérico positivo) ejercen un marcadoefecto heterotropico positivo
sobre la cooperatividad homotrópica del K+. Estos efectos son practica 

mente independientes del buffer utilizado comoasi también de la fuerza
iónica del medio.

'El pH ejerce una influencia compleja sobre la forma de la curva
+

de saturación del K g el efecto cooperativo homotrópico de este activador

es máximoa pH 7.5 declinando marcadamente a valores de pH superiores

(8.35) o inferiores (6.0).
4.

En experimentos diseñados para estudiar el comportamiento del K

comoligando heterotrópico se comprobóque este activador, a diferencia

del FDP, sólo ejerce una pequeña influencia sobre la cooperatividad del

sustrato (PEP) y 1a del inhibidor alostérico (ATP).
+

La cinética de activación por Mg+ también fue sigmoide a una

concentración baja de PEP; en presencia de FDPo de niveles altos de PEP

la curva de saturación del catión divalente se transforma en hiperbólica.

El K+y el Mg++estabilizan 1a enzima contra 1a inactivación

producida por tripsina y por pronasa mientras que en presencia de FDPla

enzima es inactivada más rapidamente por ambas proteasas. Los sustratos
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no ejercen un efecto significativo.

Los resultados obtenidos indican que 1a cinética de activación
+

por K es de naturaleza alostórica. Estos estudios sugieren que el com

portamiento cinético de la isoenzima L no se ajusta al modelo propuesto

por Monod, Wymany Changeux (J. Mbl. Biol. 12, 88 (1965) ).

b) Isoenzima Mde músculo: esta enzima es inhibida en forma e!

pecifica por la fenilalanina. Este efecto es revertido por alanina, ser;
na y cisteina. La inhibición es de tipo mixto con respecto al PEPy no

competitiva con respecto al ADP;los gráficos de actividad en función de

la concentración de ambossustratos son hiperbólicos, aún en presencia de
altas concentraciones del inhibidor.

Cuandose estudió 1a variación de 1a actividad enzimática en

función de la concentración de fenilalanina se obtuvieron curvas sigmoi 

des. A niveles altos de PEPo en presencia de los aminoácidos reactivan

tes aumenta significativamente el valor de 10.5 pero nc se modifica la
cooperatividad del inhibidor. El grado de inhibición y el efecto coopera
tivo de 1a fenilalanina son marcadamentemodificados cuando se varia el

pH del medio de incubación.

E1 comportamiento cinético de la fenilalanina fue comparado con

el del 2-PGA,un inhibidor isoetérico. La inhibición ejercida por este
último metabolito se caracteriza por lo siguiente: es de tipo puramente

competitivo con respecto al PEP, es independiente del pH de la mezcla de

incubación y no es revertida por alanina. Además, la curva de inhibición

por 2-PGAes hiperbólica.

El efecto cooperativo homctrópico de la fenilalanina fue marca

damente disminuido en las siguientes condiciones experimentales: cuando 1a
enzima fue disociada y renaturalizada; cuando el experimento se realizó a

pH 7.25 ó al mantenerse la enzima diluida a-4°C durante dos semanas.



Los resultados obtenidos indican que 1a inhibición ejercida por

la fenilalanina es de naturaleza aloetérioa. E1 comportamientocinética

de la isoenzima M de músculo no se ajusta al modelo de Mbnody col.; ee

propone un esquemaque permite explicar cualitativamente las propiedades
cinéticae de la enzima.
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I . INTRODUCCION

En la última década se ha efectuado un gran avance en el cono

cimiento de los mecanismosque regulan el metabolismo celular. Los es 

tudios efectuados revelaron la existencia de complejos circuitos de re 

gulación que controlan el flujo de metabolitos a través de las diferen 

tes vias metabólicas (l). Se considera que gran parte de la regulación

metabólica se efectúa mediante dos mecanismosfundamentales (2): a) re 

gulación selectiva de la velocidad de sintesis de una o varias enzimas

(3) y b) variación de la actividad catalitica de las mismasen presencia
de metabolitos especificos. A estos sistemas de control debemosañadir

los fenómenosde interconversión enzimática (4), principalmente observa

dos en las enzimas relacionadas a1 metabolismo del glucógeno (5). Otros

mecanismos(por 93.: debidos a 1a compartimentalización 6 a la unión de

las enzimas a otras macromoléculas o estructuras celulares) son menos cg

nocidos (6 - 8).

Uno de los mecanismos fundamentales de control metabólico fue

aclarado por Umbarger(9) estudiando la biosintesis de isoleucina y por
Yates y Pardee (10) investigando la formación de pirimidinas. Estos in

vestigadores demostraron que el producto final de una vía metabólica big
sintética es capaz de inhibir la actividad catalítica de la primer enzi

ma de la secuencia (retroinhibición). Actualmente, se conoce un considg
rable númerode enzimassusceptibles al control por retroinhibición (ll

- 13)

La activación por precursor que consiste en la estimulación de
la última enzima de la secuencia metabólica por el primer metabolito de

la misma(13), constituye un mecanismode regulación importante prinoi 

palmente en las vias anfibólioas (14). Este efecto fue descubierto por

Leloir y col. (15 —16) quienes demostraron que la glucógeno sintetasa



de músculo e hígado se activa por G-6-P, un precursor del glucógsno.

Mediante diferentes procedimientos, se demostró que las molé

culas de inhibidores o activadores se unen a receptores específicos de

1a enzima, topográficamente separados del centro catalítico (17 - 19),

y denominadossitios alostéricos (1). Las proteínas reguladoras tienen
estructura cuaternaria (20 - 21) y 1a dependencia de la velocidad ini 
cial de la reacción en función de la concentración de sustratos o efeo 

tores frecuentemente se aparta de la ecuación de Michaelis - Menten (22)

Comose mencionó anteriormente, la primer enzima de una secueg

cia biosintétioa no ramificada, es alostérioamente inhibida por el pro 

ducto final de 1a misma. Por el contrario, en secuencias multifunciona

les, la identificación de los puntos de control es más compleja. En lo

que sigue nos referiremos a los criterios utilizados por diferentes in 
vestigadores; para determinar cuales son las enzimas reguladoras de la

gluoolisis y gluconeogánesis en tejidos de mamíferos.

Puntos de Control de la Glucolisis y Gluconeoggnesis

La glucolisis constituye una secuencia metabólica de gran im
portancia desde el punto de vista energético y anabólico intimamente vis
oulada al resto del metabolismocelular (23). Durante alrededor de cua

tro décadas las enzimas del ciclo glucclítico fueron intensamente estu 

diadas y ya se conocen muchosdetalles de estas reacciones (24). Recien

tamente se ha renovado el interés por esta vía metabólica pero con un eg
f0que diferente: el de su regulación.

Las enzimas susceptibles a control en una cadena metabólica

son aquellas que catalizan reacciones fisiológicamente unidireooionales y
que en ciertas condiciones, son las etapas limitantes del flujo de meta
bolitos a través de la vía. Estudiando los mecanismosque controlan la



glucólisis en diferentes sistemas, se llegó a 1a conclusión de que algu

nas enzimas de esta via metabólica, constituyen puntos potenciales de r3
gulación (25 _ 27).

En principio se intentó identificar las etapas reguladoras dc
terminando las velocidades máximasde las enzimas de esta secuencia; las

que disponen de menor capacidad catalitica fueron consideradas las eta 

pas limitantes de la cadena metabólica (28, 29). Sin embargo, mediante

este procedimiento no se toma en cuenta la concentración y distribución

de los metabolitos "in vivo", el efecto de activadores o inhibidores, cg
moasi tampoco frecuentemente, los parámetros cinéticos de las enzimas en

el tejido particular que se investiga. Esta serie de extrapolaciones li
mitan considerablemente la validez de este criterio (27, 30).

Unprocedimiento másdirecto para identificar las etapas fisig

lógicamente unidireccionales, consiste en calcular las velocidades de cg

da reacción en ambossentidos, catabólico y sintético (31). Para obte —

ner esta información es necesario conocer! a) Kapp, la constante termodi

námica de equilibrio; b) r., 1a relación de acción de masas, que se de 
termina conociendo las concentraciones de los intermediarios metabólicos

en el estado estacionario (32) y c) el flujo neto a través de la via glg
oolitica (Vn). Conestos datos se está en condiciones de calcular las

velocidades de reacción de cada etapa en ambas direcciones, de acuerdo a
las ecuaciones:

Vn Vn

1 — __
Kapp r



donde v representan las velocidades en cada dirección y Vn la ve1’V—1
looidad neta a través de la via metabólica (la deducción de estas ecua 

ciones se encuentra en la ref. 31). Este análisis fue aplicado a la gl!
colisis de células de tumor ascitico y permite disponer de un cuadro di

námico de este proceso.

Los resultados esquematizadcs en la Fig. l indican que las

reacciones catalizadas por la mayoria de las enzimas, presentan una pe

queña desviación de la condición de equilibrio, según la cual las veloci

dades de la reacción en ambossentidos (sintéticO'y catabólico) son apra
ximadamenteiguales. La actividad de estas enzimas ee adecúa al flujo

glucolitico simplemente por acción de masas, de manera que frecuentemen
te no están sujetas a regulación alostérica.

Por el contrario se puede ver que la enzima fosfofructoquinasa

oataliza la conversión de 27 p.moles seg."l de producto respectivamente
en la dirección glucolitica mientras que la velocidad de la reacción in

versa es marcadamente inferior (3 órdenes de magnitud). Ademáscabe se

ñalar que las reacciones catalizadas por la hezoquinasa y la piruvato

quinasa presentan caracteristicas similares. Por consiguiente, estas eg
zimas catalizan reacciones muyalejadas del equilibrio, de manera que en

condiciones fisiológicas son esencialmente unidireccionales y por lo tag
to, puntos potenciales de control metabólico. Además, se puede apre 

oiar que la PFK, la primer enzima propiamente glucolitica, es la reac —

ción limitante de la cadena. Resulta interesante destacar que en cier 
tas condicionesfisiológicas la caracteristica de la etapa limitante se

transfiere a otros puntos de control comola piruvato quinasa (33, 34).
Estas conclusiones no se limitan.al caso esquematizado en la Fig. l que

nos permitió apreciar cuantitativamente las velocidades de cada etapa de

la ¿lucolisis, sino se han extendido a otros sistemas en los que se ha

estudiado las variaciones de concentración de los intermediarios gluoolg
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Fig.'1 Flujo glicolítico en células de tumorascítico. Los datos reppg

sentanup.moles sec._1 y fueron obtenidos de Hess y Brand (31).



ticos (35 - 39). Además,1a conducta oscilatoria de los cofactores y mg
tabolitos de la gluoolisis también refleja la operación cooPGrativade

varios puntos de control distribuidos en la secuencia de reacciones (40,
41). Por consiguiente, las evidencias reunidas en los estudios previos,

indican que la hexoquinasa, la PFKy la piruvato quinasa constituyen e 

tapas en las cuales se regula el flujo glucolitico.

En los tejidos gluconeogénicos, comoel higado y el riñón, la

secuencia de reacciones mostrada en la Fig. l tiene un carácter bidirec

cional. En este caso existen enzimas adicionales que permiten sortear

las tres etapas glucolíticas fisiológicamente irreversibles, comose pus
de ver en la Fig. 2. Atkinson (42) señaló que estos sitios del metabo 

lismo deben estar sujetos a regulación con el fin de evitar corto circui
tos metabólicos cuya consecuencia es el gasto continuo de energía sin

flujo metabólico neto. Sin embargola supresión de una vía cuando opera

la otra no es completa, sino que estos ciclos podrían tener un funciona

miento basal (43). Se puede concluir que pequeñas variaciones recíprocas
en 1a actividad de estas enzimas determinarán la dirección del flujo me

tabólioo (44).

Habiéndose identificado "in vivo" cuales son los puntos de con
trol metabólico corresponde dilucidar "in vitro" cuales son los factores

que modifican la actividad enzimática y determinar su mecanismode ac 
ción.

Enzimas Reguladores

Las enzimas que regulan las tres etapas unidireccionales de 1a

glucolisis y gluconeogénesis han recibido considerable atención; a conti
nuación nos referiremos brevemente a ellas:



Glucosa Mi
Glucosa

.6

Fosfatasa Glucoquinasa
Gno G.1-P__' G.6.P\¡ Vía.delas

1l Pentosas
F-6-P E ÏÁ PAII

mrÏÉÏÏZÏZ< > m
F-D'P

H

4 .
l I

í E
I r

PE P E TAPA IZTPiruvato %
Carboxilaaa.

Sucoinato OXa/OCCtato
y precursores Piruvato
del mismo PEP Quinasa

CarboxiquinneaAlanina/—’—" ÍrUVaÏO
Serina

Lacraïo

F13. 2. Vías de la glucóliais y gluconeogénesis en el hígado (estos ca
minos metabólicos no excluyen otras posibles rutas (27) ).



Etapa I

a) Hexoquinasas: catalizan la reacción
++

glucosa+ HPLC-6.? + ADP

La actividad enzimática es inhibida por 0-6-2 (45 - 47), m,

ADP(48) y ATP(49). El Pi (49 - 50) y el glicerofosfato (49) revier 

ten la inhibición por G-6-P. Existen al menoscuatro diferentes isoen

zimas en el higado (51) y también se observaron varias formas en otros

tejidos (52). Una de las isoenzimas de hígado, denominada glucoquinasa,

tiene una Kmalta por glucosa (53 - 54) no es inhibida por G-6-P (55) y

su nivel fluctúa de acuerdo al estado dietético y hormonal (56). Se

cree que la actividad de esta isoenzima es un factor importante en la r3

gulación de la glucemia (27).

b) Glucosa 6 fosfatasa: esta enzima microsomal es multifuncig

nal, catalizando las reacciones:

(Hidrolasa) G-6-P + 320 -—————-+glucosa + Pi (l)
(Fosfotransferasa) PPi + glucosa —-—-—-—+G-6-P + Pi (2)

(Pirofosfatasa) PPi + 320 -——> 2 Pi (3)

Las reacciones (l) y (2) son inhibidas por HCOS(57) y Pi (58)
La reacción (l) es inhibida por ATPy otrcs nucleótidos; este efecto es

potenciado por detergentes (59). Los factores dietéticos y hormonales

influyen marcadamenteestas actividades y fueron recientemente revisados

(60).

Etapa II

c) Fosfofructosuinasa: conviene destacar que la G-6-P, producto
de la reacción catalizada por la hoxoquinasa, puede seguir diferentes ca
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minos metabólicos.como se puede ver en la F13. 2. Por el contrario, el

FDPes el primer intermediario metabólico propiamente glioolítico por

lo cual ee considera a la PFKla primer enzima de la secuencia.

La enzimacataliza la reacción:

F-6-P + ATP--!5::—> EDP + ADP

Los estudios efectuados con 1a PFKobtenida de diferentes fuen

tes, revelaron que es una proteina alostérica, capaz de mediar comple

Jas interacciones indirectas, entre un considerable númerode señales

reguladoras (61 - 69). La enzima es inhibida por ATPy citrato; estas

inhibiciones son revertidas port F-6-P, FDP, Pi, AMW,5'3' AMPcíclico

y ADP. El K+y el HH: aumentan la actividad enzimática pero no revier
ten el efecto de los metabolitos inhibidores. Se ha postulado la exis

tencia de siete a doce sitios para los sustratos y efeotcres alostéri 
cos (67). Recientemente se logró desensibilizar la proteina al ATP

¡(70) y a otros efectores (71).

d) La fructcsadifosfatasa oataliza la reacción:
++

FDP+ 320 -—-!5—-> F-6-P + Pi

La enzima de diferentes fuentes ee inhibida por AH?(72 - 73)

el cual se une a un sitio alostérioo (74). Se ha postulado que la relg
ción inversa entre los efectos del AMPsobre la PF! y la fructosadifos

fataea constituye un mecanismopara el control recíproco de ambas enzi

Etapa III

e) La fosfoenolpiruvatooarboxiquinasa cataliza la reacción:
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++

Oxalaoetato + G'I'P—M8-—)PEP + cn? + co2

No se conoce hasta el presente regulación alostérioa por me

tabolitos, pero su nivel fluctúa considerablementeen diferentes condi

ciones hormonalesc dietéticas (75 - 77).

f) La piruyatc carboxilasa cataliza la reacción:

. ++
Acetil CCA,M84: Onlaoetato + LDP+ P1

Piruvato + ATP+ Bco;

En ausencia de acetil - CoA, las enzimas purificadas de teJi 

dos de mamíferosy de aves,son esencialmente inactivns; por el contrario

las obtenidas de Pseudomonascitronellolis y Aspergillus niger no requig
ren este metabolito para su actividad (78). En el caso de la piruvatc
carboxilasa de hígado se observó que exhibe efecto cooperativo homotró

pico con respecto al acetil Goa; este efecto depende del pH de la mezcla

de incubación (78).

En algunas especies se observó que las enzimas gluoonecgénicas

que sintetizan PEPa partir de piruvato están compartimentalizadas. Es

te hecho agrega nuevos puntos de regulación tal, comopor ejemplo, el

transporte de los metabolitoa a través de las membranasmitooondriales

ya que el ozalacetato no es libremente permeable a través de las mismas

(79 - 82, pero también vease 83 para una opinión diferente).

g) Piruvato uinasar nuestro interés se dirigió al estudio de
algunas propiedades cinéticas de la piruyatc quinasa de músculo e higado

es decir de tejidos glucolíticos y gluconeogénioos. A continuación nos

referiremos con mayor detalle a esta enzima.
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Piruvato Quinasa

a) Piruvato guinasa de músculos esta enzima cataliza 1a con

versión de PEP en piruvato de acuerdo a 1a reacción:

3- 3- us 4+ K+ ++ADP + PEP + n —>ATP '+ piruvato"

que se encuentra predominantementedesplazada hacia la derecha (84).

Comose vió anteriormente, la reacción es fisiológioamente up

nidireccional. La reversibilidad " in vitro" fue demostrada, comproban

dose que se intercambia 014 entre piruyato y PEP (85 - 87). A pH 7.4,

la constante de equilibrio es aproximadamente6.450 (86).

La enzimacataliza, además, las siguientes reacciones:

ATP4 3- + P--F(f1uorquinasa)
0

" + y" _H_°23_)Am>

0

4- Hco' 3- g /EATP + HON!2———¿_p ASDP + —0-—N (hidroxilaminaquinasa)
o/'\o" \a

de menorinterés fisiológico (88-90). Se debe destacar que la enzima tig

ne un requerimiento de ECOSpara catalizar las reacciones de fosforila
ción del F“ y de 1a 30m2.

Los estudios cinéticos demostraron que la Kmpara un sustrato

es independiente de 1a concentración del otro. En el gráfico de las in

versas se obtiene una familia de curvas que interceptan en un punto del
eje de las abscisas (91). Estos resultados indicaron que el PEPy el ADP



-13

se unen a la enzima en una reacción rápida al azar, siendo la etapa limi
tante le conversión del complejo ternario (92).

Las reacciones catalizadas por la piruvato quinasa requieren

un catión monovalente, comoel K+, el cual puede sustituirse por NH; ó
Rb+ (93 - 95). Además, la enzima tiene un requerimiento absoluto de un

catión divalente como el Mg++ó Mn++(88). Estos últimos pueden unirse

a la enzima directamente (96) o bien formar inicialmente un complejo

MgADP-que luego se une al sitio activo (97). La reacción de hidroxi 

lamina quinasa tiene un requerimiento diferente de metales divalentes

(98).

Se han identificado algunos inhibidores de la piruvato quinasa

muscular, tales como Ca++ (94, 99), AMP(100), Pi (lOl) y ATP (91, 96,

102). El AMPy Pi sólo inhiben a concentraciones altas.

Estudios recientes indicaron que la inhibición por ATPse debe

principalmente a la formación de complejos con iones Mg++(103, 104); es
te efecto se produce comoconsecuencia de la marcada diferencia entre

las constantes de disociación de los complejos MgADP-y MgATP2- (105 

107).

En base al número de moles de PEP y Mn.++que se unen por mol

de proteina, se ha postulado que esta enzima tiene dos sitios activos

(91, 108). Mediante diferentes técnicas tales comodiferencia en el es
pectro ultravioleta, dispersión óptica rotatoria, fluorescencia, veloci
dad de sedimentación, etc., se ha demostrado que la piruvato quinasa mus

cular es una proteina flexible: ésta experimenta cambios conformaciona —

les en las siguientes condiciones: l) en presencia de los cationes mono
valentss o divalentes necesarios para la actividad enzimática. 2) en

presencia de PEP o piruvato. 3) cuando se modifica el pH o la temperatg

ra de 1a preparación enzimática. 4) cuando se agrega urea o triton z
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100 (109 - 114). Ademásse ha observado que los sustratos y cationes ag

tivadores protegen a la enzimade la inactivación por piridoxal 5' P

(115) y p- cloromercuribenzoato (116), probablemente produciendo cambios

conformacionales de la proteina.

El peso molecular de la piruvato quinasa muscular es de 237.000

(117). En presencia de concentraciones suficientes de urea o clorhidra

to de guanidina, la proteina se disocia en subunidades de un peso molqu

lar de 57.200, indicando que la enzima es un oligómero formado por cua

tro subunidades (118 - 120). En base a diferentes criterios se concluyó

que las subunidades son muysimilares entre si, aunque no se descartaron

pequeñas diferencias estructurales (121, 122).

Recientemente se ha desarrollado un procedimiento mediante el

cual ha sido posible disociar la proteina en subunidades y luego efec 

tuar la reasociación de las mismas, obteniéndose una recuperación consi

derable de la actividad enzimática (122, 123).

b) Piruvato quinasa de hígado: las actividades de la PEP car

boziquinasa y la piruvato quinasa determinadas en homogenatos de higado

son de 8.0 y 55.0 unidades/g de hígado, respectivamente (83). Ambasen

zimas están ubicadas en el citOplasma, en la rata. Por consiguiente, en

esta especie, la actividad de la piruvato quinasa seria suficiente para
convertir todo el PEP sintetizado "de novo" por la vía gluconeogénica en

piruvato. La acción combinadade estas enzimas se puede representar por
las ecuaciones:
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++

Piruvato + 002 + ATP+ H 0 ————>0nlacetato + ADP+ Pi
Acetil CoA

++
Mg

Ozalacetato + G'I'P ————>PEP + 002 + GDP

++ +
Mg K

PEP+ ADP ———>Piruvato + ATP

Mg++ K4
GI'P+ H 0 —————)GDP + P1

Acetil CoA

Por consiguiente, resulta necesario que la piruvato quinasa eg
té sujeta a. algún tipo de control que disminm su actividad cuando fun

ciona la vía gluconeogénica. Estos hechos despertaron un considerable

interés en los factores que regulan la actividad de la enzima de hígado.

Estudios efectuados en diferentes laboratorios, demostraron

que en el higado de rata existen dos ieoenzimas de piruvato quinasa,de

signadas tipo L y tipo l! (124 - 126).

Ambasformas pueden diferenciarse inmunológicamentes la. isoen

zima L, típica del hígado,no es neutralizada. por anticuerpos preparados

contra la piruvato quinasa de músculo, mientras que la. forma Mde hígado

es completamente neutralizada (127). Ambasisoenzimas pueden separarse

mediante diferentes procedimientos: precipitación fraccionada con sulfa
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to de amonio, cromatografía en DEAE- celulosa c CM- celulosa, electro

foresis en diferentes sistemas, etc. Además,en nuestro laboratorio se

ha visto que 1a enzima puede ser eluida de columnas ds CM- celulosa por

sus efectores alostéricos (128).

El nivel de la piruvato quinasa de hígado varia en diferentes

condiciones dietéticas y hormonales (129 - 134) habiéndose demostrado

que predominantemente fluctúa la concentración de isoenzima L (127).

Esta última representa la mayorparte de la actividad de piruvato quina

sa hepática siendo la relación de la concentración de la forma L a for

maM, aproximadamentetres, en condiciones fisiológicas (127).

Los estudios efectuados con la iscenzima L, revelaron que el

comportamientocinética difiere marcadamentedel de la piruvato quinasa

de músculo. Así, la dependencia de la velocidad inicial de reacción en

función de la concentración de uno de los sustratos, PEP, es tipicamente

sigmcide (126, 135, 137). La enzima es maccadamcnte activada por el FDP,

en presencia del cual la curva de saturaciíi para el PEP, se transforma

de sigmoide en hiperbólica, aumentandola afinidad aparente de la enzima

para este sustrato (135 —139). Por el contrario, el ATP(137, 140) y

la alanina (83, l4l - 142) modifican la actividad enzimática en sentido

apuesto, ésto es, inhibiéndola y aumentandoel efecto cooperativo homo

trópico del sustrato. Las propiedades alostéricas se modifican marcada

mente en función del pH de la mezcla de incubación (140 —144).

Aunque aún no se ha demostrado experimentalmente que esta fin 

scenzima esté formada por subunidades, su peso molecular de 208.000 (127)

y su comportamiento cinético alostérico, permiten suponer que, comoen el

caso de la piruvato quinasa muscular, esta proteina posee estructura cua
ternaria.
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Objeto de la Presente Investigación

Comose mencionó previamente nuestro interés se dirigió al eg

tudio de algunas propiedades cinéticas de las piruvato quinasas de dos

tejidos cuyas caracteristicas metabólicas son marcadamentediferentes:

uno gluconeogénico (el higado) y otro gluoolítico (el músculo esqueléti
co). Por consiguiente se pueden considerar dos aspectos en esta inves

tigación:

a) Piruvato Quinasa Hepática (Tipo L).

Durante muchotiempo, la piruvato quinasa ha sido considerada

un ceso típico de aquellas enzimas que requieren un catión monovalente

para su actividad (145). Sin embargo, los estudios recientes efectuados

con piruwato quinasas obtenidas de diferentes fuentes han demostrado que

este requerimiento es variable<xln asi también 1a activación por FDP.

En la Tabla I se puede apreciar que 1a actividad de las piruvato quina

sas de E. coli (147) y Acetobacter ¡ilinum (146) es totalmente indepen

diente de 1a presencia de cationes monovalentes.

Este hecho resulta particularmente interesante porque recien

temente se ha propuesto que en las reacciones donde interviene un inter
mediario con la estructura:

X es 0, N 6 C
R-—-—-C-—-—-Yr--R DONDE

“ YesOóH

son activadas por un catión monovalente (154). La estructura del PEP

se ajusta a la del intermediario propuesto. Sin embargola observación

de que la piruvato quinasa de E. coli y Acetobaoter xilinum no son act;

vadas por K+debilita considerablemente esta hipótesis. Además, este mg

delo de activación, predice que las curvas de saturación para el
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Tabla I

.4.

Efecto del K y del FDPsobre la actividad de piruvato quinasa aislada de
diferentes fuentes.

INIOlp!IOlo‘

Activación a

Origen K+ FDP Referencia

Acetobacter xilinum - — (146)

Escherichia Coli - + (147)
Mucor rouxii + + nota b

Levadura + E + (148,149)

Plantas + - É (145)

Salmoirideus - e - (150)

Músculo esquelético + É - ( 94,135)

Músculo cardiaco + É - (151)

Cerebro + - ( 35)

Tejido adiposo + É + (152)

Hígado (tipo u) + - (153)

Hígado (tipo L) + 5 + (136)

- El signo menos indica que la actividad enzimática no es modificada en

presencia del activador.

Passeron, S. y Terenzi, H.

No hay datos.

Comunicaciónpersonal.

La FDPpuede reemplazar el requerimiento de K+.

_Essólo ligeramente activada.
El requerimiento de cationes monovalentes es absoluto.
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catión activador son hiperbólicas. En el caso de la piruvato quinasa de

levadura y tejido adiposo, se obtuvieron cinéticas de activación sigmoi

de (148, 152). Además, en algunas enzimas alostéricas se ha observado

que el efecto de un modificador positivo varía según la fuente de la

que se ha obtenido la enzima; por ejemplo el efecto del G-6-P sobre la

glucógeno sintetasa (155) y el del acetil CoAsobre la piruvato carboxi

Issa (78). Considerando que el mecanismode activación de la piruvatc

quinasa por iones monovalentesno está aclarado, resultó interesante e 
fectuar un estudio cinético detallado de esta activación en ia isoenzi 

ma L de higado, algunas de cuyas propiedades alostéricas eran conocidas.

En diferentes sistemas se ha demostrado que la adición de sus

tratos (156 - 161) o efectores alostéricos (162, 163) modifica aprecia 
blemente la velocidad de inactivación por enzimasproteoliticas, inter 
pretándose que estos efectos son debidos a cambios conformaoicnales de la

proteína. Por lo tanto se consideró de interés estudiar la susceptibiii
dad de la isoenzima L, a las enzimas proteoliticas en presencia de los

cationes monovalentesy de los otros efectores alostéricos de 1a enzima.

b) Piruvato Quinasa de Hfisculc Esquelético

Todos los estudios anteriores efectuados con esta enzima son

coincidentes en demostrar que la dependencia de la velocidad inicial de
la reacción en función de la concentración de los sustratos c cationes

activadores es estrictamente hiperbólica. Por consiguiente, a pesar de

que la enzima experimenta cambios conformacionales en diferentes condi

ciones, y que posee estructura cuaternaria, no se han obtenido eviden 

cias cinéticas que permitan suponer que esta enzima tiene propiedades E

lostéricas. Recientemente se observó que la enzima de músculo esquelé
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tico y otras isoenzimas H son inhibidas por fenilalanina (164, 165) y

que este efecto es revertido por alanina (165). Considerando que no e

xiste una marcadasimilitud estructural entre el inhibidor y los sustrg
tos de las diferentes reacciones que cataliza la enzimaresultó intere

sante estudiar detalladamente este efecto para establecer el mecanismo

de esta inhibición y analizar el efecto de la disociación y reasocia 

ción de la enzima sobre estas propiedades.
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II MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El ATP, 2-PGA,TRIS, la tripsina, pronasa y quimotripsina fue

ron obtenidos de Sigma Chemical Company (U.S.A.). El MES, TES, HEPESy

ditiotreitol fueron comprados en Calbiochem. El hidróxido de TMAlo fue

en Tha British Drug Houses (Gran Bretaña). El PEP y el ADPfueron adqdi

ridos en Boehringer & Soehne (Alemania). La DEAE- celulosa, la CM- og

lulosa y le Sefadex G fueron obtenidas ds Serva, Bio-Bad y Pharmacia
25

respectivamente.

El 2 - PGA, como sal de bario, fue convertido a sal de K+ pa 

¡ando el compuesto por una resina Dowex50, forma 3+ (previamente lavada

con HCl 1K y H2

TES, EEPESJ'HES fueron ajustados al pH requerido utilizando una solu 
ción 2B do hidróxido de TEL.

0 destilada) y luego neutralizando con HOK. Los bufferes

Las demás drogas usadas fueron de origen comercial de la más

alta pureza posible y se utilizaron sin purificación previa.

Enzimas

Purificación de la Isoenzima L de Piruvato Quinasa de Hígado

En el curso de la purificación de la piruvato quinasa tipo L

se utilizaron las siguientes soluciones:

Buffer A) TRIS —BCl 25 ml! - sacarosa 250 ml! - EDTAl ni, pH 7.5

Buffer B) Igual al Buffer A) + ditiotreitol l ml

Buffer C) THIS - maleato 5 un - EDTAl mu - ditiotreitol l ml, pH 6.0

Se utilizaron ratas Filter alilentadas con una dintu de labora
torio y que recibieron agua "ad libitun". Los animales sc locapitaron y



-22

desangraron. Los higados fueron extraídos rapidamente, pesados y homo

geneizados con 1.5 volumenes de Buffer A, utilizándose un homogeinizador

de vidrio - teflon. Durante todas las operaciones siguientes la temperg
tura sc mantuvo entre 0° y 4°C.

Él homogeneizado se centrifugó a 100.000 x g durante 60 minu 

tos. El sobrenadante obtenido fue fraccionado con una solución saturada

de sulfato de amonio, conteniendo EDTA0.4 mE. La piruvato quinasa tipo

L precipita entre 30 - 45%de saturación, mientras que la isoenzima H

lo hace entre 55 - 70%. La fracción que precipita entre 30 —45%de sa

turación fue centrifugada a 28.000 x g durante 15 minutos. El precipita

do obtenido se disolvió en un pequeño volumen (aproximadamente 10 m1) de

buffer A y se pasó por una columna de Sefadex G25 (3 x 30cm, grano fino)
previamente equilibrada con buffer A. Esta etapa es necesaria para eli

minar el exceso de sulfato de amonio que interfiere en el siguiente paso

dc purificación.

Las fracciones activas sin sulfato (cualitativamente ensayado

con (HO)2Ba) fueron combinadas y sembradas en una columna dc DELE—celu
losa. El intercambiador iónico fue previamente tratado de acuerdo al mg

todo de Peterson y Sober (166) y equilibrado con el buffer B. La colum

na fue lavada con 150 ml de buffer B y luego se aplicó un gradiente li —

neal de THIS - HCl de 25 a 250 mMpreparado en el buffer B, recogiéndose

60 fracciones de 15 ml. La enzima eluye a una concentración de 120 mM

de TRIS - HCl.

Las fracciones con mayor actividad eluidas de la columna de

DEAE- celulosa fueron combinadas y ajustadas a 50%de saturación con

sulfato de amonio sólido. Esta Operación se efectuó lentamente y la eg

lución enzimática fue agitada continuamente. La suspensión se dejó du

rante 20 minutos en frío y se centrifugó a 28.000 1 g durante 20 minutos.
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El precipitado obtenido se resuSpendió en el buffer C y se pasó por una

columna de Sefadez 025 (1.5 x 20 cm) previamente equilibrada con buffer
C. Las fracciones activas sin sulfato detectable fueron combinadasy seg

bradas en una columna de CM- celulosa (l z l4 cm) previamente tratada

(166) y equilibrada con buffer C. La columna fue lavada con 50 m1 de

buffer C y 1a enzima fue eluida aplicándoss un gradiente lineal de THIS

maleato de 5 a 50 mu, preparado en el buffer C. La enzima eluye con una

concentración de 30 mu. Las fracciones con mayor actividad fueron combi

nadas y el pHse ajustó a 7.5. Esta fracción fue utilizada en la mayoria

de los experimentos. Un resumen del método de purificación empleado se

describe en la Tabla II.

La actividad especifica de la preparación obtenida fue varia 

ble, generalmente entre 90 y 120 unidades por mgds proteína. El factor

de purificación obtenido fue entre 400 a 600 veces, con respecto al ex 
tracto crudo.

Considerandola actividad específica de la preparación homogé

nea obtenida por Tanaka y col. (127), la fracción recuperada después de

la cromatografía en CM-oelulosa es 30 a 50%pura. La enzima es inestable

y se inactiva rápidamente en el curso de la purificación. Unaestabiliza
ción parcial se logró mediante la adición de ditiotreitol l muy sacarosa

250 mM. Un resultado similar fue obtenido por Tanaka y col. (127).

Piruvato Quinasa de Músculo

La piruvato quinasa de músculo de conejo fue obtenida comer 

oialmente de Sigma. Antes de los ensayos cinétioos la enzima fue diali 

zada contra 4.000 volúmenes de THIS —HCl, pH 7.5, 25 mM,KCl 50 su,

EDTAl mu y mercaptoetanol l mn a 4 - 6°C durante aproximadamente 12 hs.

La inclusión de KCl en el buffer de diálisis se efectuó teniendo en
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TABLA II

Purificación de la piruvato quinasa tipo L de hígado

Las determinaciones de la actividad fueron efectuadas de acne;

do sl ensayo colorimétrico descripto en esta sección. La unidad de ens;

ms se define comola cantidad que cataliza la formación de un micromol

de piruyato por minuto, en las condiciones del ensayo colorimétrico.

Fracción VolumenActivi- Proteína Activi-‘Recupe- Purifica
ml dsd un; mg.ml' dad es- ración ción

dades peci
ml 1 fica

I-Extracto Crudo 200 21.8 108 0.20 100 1.0

II-Sobrenadante
de 100 ooo I 8 100 23.3 58 0.40 54 2.0

III-Sulfato de
Anonio 30-45% 20 2q.0 43 0.68 13 3.4

EL

-DEL ul ’
IV El?“ °°° 4 27.0 2.8 9.35 2.5 47.0

V-CH-celulosa 15 4.0 05044 91.0 1.3 455.0

Esta etapa también incluye el la! pasaje por Sefadex 025.
La actividad especifica de esta fracción se determinó luego de la prel"l"
cipitación con sulfato de amonio(0-50%)y posterior filtración por

la 292 columna de Sefadez 025.
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cuenta que este catión estabiliza la enzima, evitando la inactivación

por dilución (112).

La disociación y reasociación de la piruvato quinasa de múscup

lo se efectuó de acuerdo al método descripto por Johnson y ool. (123)

con pequeñas modificaciones. La enzima (4 mg/ml) se disoció durante una

hora a 0°C, en presencia de: clorhidrato de guanidina 5M, TRIS - HCl pH

7.5, 50 mM,EDmA1 mm, y mercaptoetanol 120 ms. El pH final de esta mag

ola fue 6.7. Este tratamiento produce la disociación completa de la prg
teína, el desplegamiento de las subunidades y la pérdida completa de la

actividad enzimática (123). Las enzimas controles se trataron de la mig
mamanera excepto que se omitió el agente disociante. La renaturaliza 

ción se efectuó diluyendo la enzima disociada 100 veces, en una mezcla

conteniendo KC]. 150 mM, 11ng 10 mm, TRIS —HC]. pH 7.5, 4o mM, ED'I‘A1 mM

y mercaptoetanol 0.060 M, enfriada previamente a 0°C. La enzima diluida

se mantuvo a 0°c durante 10 minutos y luego se transfirió a 16°C. Esta

temperatura comoasi también la concentración final de la proteína (0.04

nqfiifl) son las óptimas para obtener el máximode recuperación de activi
dad enzimática.

El proceso de renaturalización fue seguido determinando la re

aparición de la actividad enzimática; éste requiere de cuatro a seis ho
ras para alcanzar el plateau. Las recuperaciones obtenidas fluctúan enp

tre 50 y 70%con respecto a los controles que no fueron disociados. De

acuerdo a los resultados obtenidos por Johnson y col. (123) la proteína

activa recuperada es un tetrámero. Las enzimas tratadas y controles fue
ron dializadas durante aproximadamente 5 horas contra TRIS - HCl 50 mM,

pH 7.5, KCl 50 mM,EDTA1 mMantes de utilizarlas en los ensayos oinéticos.

Ensayo de la Actividad Enzimática
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Se utilizaron dos métodosdiferentes: colorimótrico y espectro
fotométrico.

a) El ensayo colorimétrico fue efectuado de acuerdo a Leloir y

Goldemberg (167). La mezcla de incubación contiene: THIS - HCl, 100 mM

pH 7.5, KCl 100 mn, Mg012 10 mM, P3P 3 mMy ADP 3 mm en un volumen final
de 0.150 ml. La enzima fue incubada durante tres minutos a 30°C. En es

tas condiciones el ensayo es lineal con respecto a 1a concentración de en

zima aún con las fracciones menospurificadas. Este método se utilizó nu

tinariamente para seguir la actividad enzimática en el curso de la purifii
cación.

b) El ensayo espectrofotométrico fue realizado de acuerdo al má

todo de Bücher y Pfleiderer (168) acoplando la reacción de la piruvato

quinasa con NADHy un exceso de lactato deshidrogenasa. La oxidación del

NADHfue seguida a 340 nm en un espectrofotómetro equipado con registra 

dor. La mezcla de incubación contiene: THIS - HCl 100 mm, pH 7.5, M5504
8 mu, KCl 100 mM, PEP 0.6 mM, ADP 1 mu, MADE0.2 mMy exceso de lactato

deshidrogenasa. Las reacciones se comenzaronadicionando la enzima y el

registro de la actividad se comenzóveinte segundos deepués. La tempera

tura del ensayo fue 30°C.

Otros Métodos

La actividad de la tripsina, pronasa y quimotripsina fueron de

terminadas de acuerdo al método de Laskowski (169).

Las determinaciones se efectuaron utilizando una concentración

de enzima tal que la actividad proteolítica fue proporcional al tiempo de
incubación.

Las determinaciones de proteínas fueron efectuadas de acuerdo

al método de Lowry y col. (170).
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III RESULTADOS

Piruvatc Quinasa Tipo L de Hígado

En este laboratorio se habia observado previamente que esta en

zima tiene un requerimiento absoluto de cationes mcnovalentes para su ag

tividad (136). Esto fue confirmado en el presente trabajo utilizando u

na preparación enzimática muchomás purificada. Contrariamente a lo ob

servado por Kess (148) con la piruvato quinasa de levadura, el FDPno

reemplaza a los cationes monovalentes. Además, el Na+no sustituye al

K+, pero en presencia de FDPse obtiene aproximadamente 10%de la activi
4.

dad que se observa con K y FDP.

+

Cinética de Activaciángpor K y Egz__

En la Fig. 3 se muestran los gráficos de velocidad inicial en

función de la concentración de K+y NH: a una concentración relativamen
te baja de PEP (0.6 mM)y en ausencia o presencia de FDP, el efector a —

lostéricc positivo. Se puede ver que la dependencia de la velocidad ini

cial de la reacción en función de amboscationes activadcres, es marcada
mente sigmcide. En presencia de FDP, las curvas de saturación se trans

forman en hiperbólicas. Aunqueel requerimiento por cationes monovalen

tes de la enzima es satisfecho tanto por NH: comopor K+, la V (veloci 
dad máxima), obtenida con el primero fue 90%más alta, indicando que el
NH+es un catión más eficiente en la activación de la isoenzima L.

4

En la Fig. 4, se puede observar que a 2.5 mHde PEP también se

obtienen efectos cooperativos cuando se varía la concentración de los

cationes mcnovalentes. Conel fin de cuantificar el grado de interacción

entre los sitios del activador, los datos fueron graficados de acuerdo a

la ecuación de 3111 (171 —172):
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Fig. 3. Efecto de 1a concentración de K+ 6 NH+sobre la velocidad de rece
ción de la isoenzima L en ausencia y en presen01a de FDP, 0.1 m3. El enga
yo espectrofotométrico se efectuó comofue descripto en Materiales y ïóto
dos; la concentración de los cationes se varió comose indica.
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Fig. 4. Efecto de la concentración de K+ 6 NH+sobre 1a actividad de pi
ruyato quiúasa (tipo L) en ausencia y en presenáia de FDP, 0.1 mm. El en
seye se efectuó comofue descripto en la Fig. 3, excepto que la concentra
ción de PEP fue 2.5 mM.
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log - nlogA-logK
donde: v velocidad inicial de reacción

V Velocidad máxima de reacción

A concentración de activador

K constante

nH es un valor que depende del grado de interacción y del ng
merode sitios interactuantes.

Cuandoexiste una fuerte interacción entre los receptores, la

pendiente del gráfico de Hill (nH) se aproxima al númerode sitios que
tiene la enzimapara el ligando.

Comose muestra en la Fig. 5, los valores de nH fueron 2.25 y

2.1 para I‘ y NH: respectivamente, a 0.6 mMde PEP; los valores obteni —

dos a un nivel mayor de PEP fueron prácticamente similares para el NH: e
inferiores cuando se varió el K+. Estos resultados indican claramente

que el 1+ y el NH: tienen un marcado efecto cooperativo homotrópico. En

presencia del FDPlos valores de nH disminuyen apreciablemente, aproxi 
mandosea la unidad (Fig. 5).

El hecho que los valores de los coeficientes de Hill variaron

sólo ligeramente a las concentraciones de PEPutilizadas, puede indicar

que un nivel de 2.5 mu de este último (aproximadamente el doble del valor

de So 5) es insuficiente para producir efecto heterotrópico positivo.
Conel fin de establecer si el efecto cooperativo homotrópico del K de

pende de la concentración de PEP, la curva de saturación para el catión

monovalente se efectuó en presencia de un nivel saturante (10 mm)de es

te sustrato. En este caso la dependencia de la velocidad inicial de reag
.i +

ción en función de la concentración de K fue hiperbólica, comose mues



1‘13. 5. Gráficos de Hill para los datos de las F13. 3 y 4.
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F13. 6. Efecto de la concentración de K+ sobre la velocidad de reacción
de la piruvatc quinaea. (tipo L). Las condiciones org-¿rimez'ztaleefr rrcn e;
milaree e las descriptae en la. F13. 3 excepto que la Concentración de PEP
fue 10 mil. En la figura también se muestra el gráfico de las inversas pa.
ra los mismosdatos.
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tra en la Fig. 6; también se aprecia que el grafico de las inversas es

rectilineo. Por consiguiente, se puede concluir que tanto el FDPcomo

el PEPejercen efectos heterotrópicos positivos sobre las interacciones

homotrópicas del K+.

Efecto de los Bufferes Diferentes

En los experimentos presentados en las Fig. 3 - 6, se utilizó

THIS-BCIcomobuffer. Recientemente, Bette y Evans (173) observaron que

la enzima de músculo es inhibida por este buffer. Por consiguiente, se

planteó la posibilidad de que el efecto cooperativo observado cuando se

hizo variar las concentraciones de K+se deba principalmente a la presea
cia de TRIS en la mezcla de incubación. Con el fin de investigar este

punto las curvas de saturación de K+ fueron repetidas utilizando TES

TNAy HEPES- TNAcomo bufferes a dos niveles diferentes de PEP, 0.6 y

2.5 ml. Además, estos experimentos se efectuaron en ausencia y presen 
cia de FDP.

Las curvas de velocidad inicial de reacción en función de la

concentración de K+ se muestran en la Fig. 7 y los correSpondientes grá

ficos do Hill en la Fig. 8. Estos experimentos demuestran que a 0.6 mM

de PEP se obtiene un marcado efecto cooperativo homotrópico en presencia

de todos los bufferes utilizados; en efecto las pendientes de los gráfi
cos de Hill dieron entre 2.2 a 2.4 y disminuyeron a 1.2 en presencia de

FDP. A diferencia de lo que se había observado previamente con THIS 

HCl, un nivel de PEP de 2.5 nmfue suficiente para producir un marcado.g
fecto heterotrópico positivo cuando los experimentos se realizaron en

presencia de TES -»THA6 HEPIS - TEA. Una curva control efectuada con

esta misma preparación enzimática en presencia de THIS - ECl y a 2.5 mM

de PEP tuvo una forma sigmoide (nH - 1.6) coincidiendo con los resulta 
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Pis. 7. Efecto de ls concentración de I+ sobre la. velocidad de reacción
de ls piruvsto quinsss (tipo L) en presencis de TB - m y KEPEB- TIA cg
no bufferes a dos niveles diferentes de PEP (0.6 y 2.5 IM comose indica
sobre les carne). La concentración de los buffer" fue 100 muy el pH
7.5. Otras condiciones experimentales fueron similares s las descriptss
en ls Fig. 3.
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Fig. 8. Gráficos de Hill para los datos de la Fig. 7. Se muestran tamp
bién las curvas efectuadas en presencia de FDI’0.1 mL!(símbolos llenos).
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dos mostrados en la F13. 4.

_ Se puede concluir que el efecto cooperativo del K+ es casi in

dependiente del buffer utilizado ya que se han obtenido curvas sigmoides

en las diferentes condiciones empleadas. Ademástanto el FDPcomoel

PEPejercen efectos heterotrópicoe positivos, aunque el nivel de PEPne

cesario para producir este efecto es mayor en presencia de THIS- HCl

que en los otros bufferes empleados.

Efecto de la Fuerza Iónica

Comose habia indicado previamente, el requerimiento por catig
+

nes monovalentes no es satisfecho por Na y además este ión no produce in

hibición de la actividad de la piruvato quinasa tipo L de higado.

En la Fig. 9 se muestran los gráficos de Hill de la actividad
enzimática en función de la concentración de K+a dos niveles diferentes

de PEP; manteniendoconstante la fuerza iónica. Esto se efectuó utili 

nando mezclas de KCl y NaCl a diferentes relaciones molares, con el fin

de obtener una concentración final de 100 mm. Se puede apreciar que la

conducta cinética de la enzima con respecto al K+ es independiente de la

fuersa iónica del medio, ya que los resultados obtenidos en este erperi

mento no difieren de los que se habian presentado previamente en la Pis.

7 y la 8.

Cinética de Activación por K+a Diferentes Valores de pH

Comose mencionó previamente, las propiedades alostéricas de la

iscenzima L dependen del pH de la mezcla de incubación. Asi, a pH6 la

dependencia de la velocidad inicial de la reacción en función de la con

-centración de PEPes hiperbólica, mientras que a valores de pH superio 

res a 7.0 la enzima exhibe efecto cooperativo homotrópico con respecto a
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Fig. 9. Gráficos de Hill de ls actividad enzimática en función de la. con
centrsción de K a dos niveles diferentes de PEP (0.6 y 2.5 mu comose in
dica sobre las curvas). Los experimentos se efectuaron en presencia de
TES—m 100 ml, pH 7.5. Otras condiciones experimentales fueron simila
res a. las descriptas en la. Fig. 7, excepto que 1a fuerza iónica do la mez
cla ,de incubación se mantuvo constante mediante la edición de cantidades _a_
propiadss de cms.
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este sustrato; este efecto aumenta marcadamentea medida que se incremeg

ta el pH de la mezcla de incubación (140 - 144). Por consiguiente, se

consideró de interés. estudiar la influencia del pHsobre el efecto coo
+

perativo del K .

Anteriormente se habia demostrado que la forma de la curva de

saturación de K+ depende del nivel de PEP que se utiliza y además se co

noce que la condentraoión de este sustrato que produce 50%de la V varia

con el pH. Por consiguiente, para que las curvas de la velocidad de

reacción en función de la concentración de K+obtenidas a diferentes pH

fueran comparables, se efectuaron a los niveles de PEP correspondientes

a los valores de 50.5 a cada pH. En la Fig. lO A se puede observar que
contrariamente a lo que ocurría a pH 7.5 (donde hay un marcado efecto

cooperativo del K+, comose vió en las Fig. 5 y 8) a pH 6 el efecto coo

perativo del K+es negligible. Por lo tanto, el comportamientocinético
+

de la enzima con respecto al K y al PEPes similar entre los valores de

_pH6.0 y 7.5.

A pH 8.35, el efecto cooperativo del I+ disminuyó marcadamente

comparandolo con el que se habia observado a pH 7.5. En efecto, el nH
para el K+ obtenido a pH 8.35 fue de 1.4 mientras que a pH 7.5 el valor

obtenido fue 2.2. Por consiguiente, el comportamientooinético de la en
zima con respecto al sustrato y al catión activador no varia en el mismo

sentido cuando se aumenta el pH: mientras ésta tiene un marcado efecto

cooperativo para el PEP (el valor de nB fue 3.3, Fig. lO B) la cooperati
+

vidad de la curva de saturación para el K disminuye considerablemente.

+
Efecto de la Concentración de Mg+

Todos los experimentos descriptos hasta ahora se han efectua

do a un nivel saturante de Mg++. Con el fin de evaluar ei el comporta
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Fig. 10. A) Gráficos de Hill de la actividad enzimática en función de
la. concentración de K . Las condiciones fueron similares a. las de la
Fig. 3 excepto para el buffer y la concentración de PEPt-O- en presen —
cia de MES- TIM 100 mM, pH 6.0 y PEP 0.3 mM;-.- en presencia de TES 
'I'MA100 mM, pH 8.35 y PEP 3 mM. B) Gráfico de Hill de la. actividad en
zimática en función de la concentración de PEP. Las condiciones experi
mentales fueron similares a las de la Fig. 3 excepto para: la concentra
ción de KCl que fue 100 mu; el PEP, que se varió como se indica. y el
buffer que fue MES - TUA 100 mM, pH 6.o (-D—) 6 TES —m 100 mm, pH
8.35 (- -).
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miento oinético de la enzima con respecto al KÏ depende de la concentra

ción del catión divalente, se efectuó una curva de saturación de K+ en

presencia de Mgf+2.5 mn. En estas condiciones el nivel de Mg++libre

disminuye aproximadamente cuatro veces. En la Fig. 11 se puede apreciar

que la curva obtenida es hiperbólica; el gráfico de las inversas es rec

tilineo. Por lo tanto, este experimento indica que el comportamientoci
nético de la enzima con respecto al K+ no es modificado por el nivel de

Mg++libre, ya que este resultado es similar al que se habia obtenido

previamente con Mg++8 mM(Fig. 8 y 9).

+Efecto del K sobre la Curva de Saturación del PEP

En la Fig. 12 se muestran los gráficos de velocidad inicial de

reacción en función de la concentración de PEP, a dos niveles de K+ y en

presencia o ausencia de FDPutilizando TES - TMAcomo buffer. Los expe

rimentos fueron efectuados también en presencia de TRIS - HCl (Fig. 13).

.Lcs resultados obtenidos demuestran que el efecto cooperativo homotrópi

co del PEP no es modificado pot‘bl nivel de [+, ni tampoco por el buffer

utilizado; en efecto, las pendientes de los gráficos de Hill fueron aprg
ximadamente 2.4 en todos los casos (Fig. 14). También se observó que los

valores de 50.5 fueron mayores (aproximadamente 50%) cuando se utilizó
TRIS - HCl como buffer. Además en todos los casos, la adición de FDPal

ter6 la forma de la curva de saturación para el sustrato, transformándola

de sigmoide en hiperbólica, aumentandola afinidad aparente de la enzima

por el PEP.

+
Interacción entre K y el ATP

' En la Fig. 15 se han graficado las curvas de inhibición por

ATPa dos niveles diferentes de K+. A pH 7.5 y a 3 mMde PEP, la depen
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Fig. 12. Efecto de le concentración de PEPsobre le velocidad de reac 
ción de le piruvato quinsse(tipo L) e dos niveles de K y en eusencia o
presencia de FD?0.1 un, comose indica sobre las curvas. Los círculos
indican las actividades determinadas en presencia de K 10 mM;los cua 
drados representen lss mediciones efectuadas en presencia de KCl ICOun.
E1 buffer empleado fue TES - TEA, 100 mm, pH 7.5. Otras condiciones ez
perinentsles fueron iguales e las descriptes en la Fig. 10, B.
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Fig. 13. Efecto de la concentración de PEPsobre la vel cidad de reac 
ción de la piruvato quinasa (tipo L), a dos niveles de K y en ausencia
o presencia de FDP0.1 ml Los círculos indican las actividades deter 
minsdas en presencia de K 10 un; los cuadrados representan las medicio
nes efectuadas en presencia de KCl 100 un. El buffer empleado fue TRIS
HCl, 100 un, pH 7.5. Otras condiciones experimentales fueron iguales a
las descriptae en la Fig. 12.
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dencia de la velocidad inicial de la reacción en función de la concentra
ción de ATPes marcadamente sigmoide. El grado de interacción entre los

sitios del inhibidor y la concentración de este necesaria para producir

50%de inhibición (IOOS)fueron calculados de los correspondientes gráfi
cos de Hill. En este caso se utilizó la ecuación de Jensen y Nester

(174) que introduce un factor de corrección para los casos en que el e 

fectcr negativo no produce 100%de inhibición. Los Valores de 10.5 fue
ron 0.8 y 1.6 du a lO y 100 su de K+. Los valores de las pendientes de

los gráficos de Hill fueron 2.3 en ambos casos. Además, se puede ver

que el EDPrevierte la inhibición por ATPtanto a 10 como a 100 un de KT

De acuerdo a los experimentos presentados en las Fig. 12 - 15,

se puede concluir que contrariamente al efecto del FDP, el K+ ejerce só

lo una pequeñainteracción heterotrópica positiva sobre la cooperativi 

dad hcmctrópica del sustrato (PEP) y del inhibidor (ATP).

_Cinética de Activación por Má++

Previamente se había observado que la piruvato quinasa hepáti

ca tipo L, tiene un requerimiento absoluto por Mg++,además de la necesi

dad de un catión mcnovalente, para su actividad. Comose demostró que

la enzima exhibia un marcado efecto cooperativo para el K+ se consideró

de interés estudiar también 1a cinética de activación por el catión diva
lente.

En la Fig. 16 se muestra el efecto de la concentración de Mé++

sobre la actividad enzimática, a dos niveles diferentes de PEPy en au 

sencia o presencia de FDP. Se puede ver que la dependencia de la veloci

dad inicial de reacción en función de la concentración de Mgf+es sismo;

de,.cuando el experimento se efectúa a niveles bajos de PEP (0.6 nm).

A niveles mayores de sustrato o en presencia de FDP, 1a curva se trans —

forma en biperbólica. En efecto el Valor de nB obtenido al nivel bajo de
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Fig. 16; Efecto de 1a concentración de Hg“. sobre 1a velocidad de reac
ción de la piruvato quinasa (tipo L) a dos niveles diferentes de PEPy
en ausencia o presencia de F'DP0.01 mH. Los círculos representan las a2
tividades determinadas en presencia de 0.6 ml!de PEP; los cuadrados, las
mediciones realizadas en presencia de PEP 2 mM. Los simbolos llenos re
presentan los ensayos en presencia de FDP. Otras condiciones fueron co
no en la Fig. 12, excepto que la concentración de KC].fue 100 mH.
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PEP fue de 1.7 el cual disminuye a 1.25 en presencia de FDPo a una con

centración más alta de PEP(Fig. 17). Resulta interesante destacar que

a diferencia de lo que se había observado previamente con la piruvato

quinasa de tejido adiposo (152) la respuesta sigmoide que se obtiene
++

6cuando se varía el M , es modificada por el efector alostérico positi

vo (FDP) o el sustrato (PEP).

Estabilidad Térmica de la Isoenzimu L de Tiruvato Quinasa

Los estudios cinéticos expuestos en este trabajo demuestran

que la enzima tiene un marcado efecto cooperativo homotrópico para el

K+glas diferentes teorías propuestas para explicar estas cinéticas que

se apartan marcadamentede la ecuación de Michaelisáuenten, se basan en

que estos efectos se producen a través de cambios conformacionales de la

proteina. Conel fin de determinar si la enzima experimenta realmente

cambios conformacionales en presencia de los ligandos que modifican su

actividad, se estudió la estabilidad y la susceptibilidad a la inactiïí
ción por enzimasproteolíticas.

En la Fig. 18 se ha grafiuado el logaritmo del porcentaje de

actividad enzimática en función del tiempo en ausencia o presencia de

ligandos. Se puede ver que la inactivación de la enzima a 30°C, sigue

una cinética de primer orden, teniendo una vida media de 300 minutos.

En presencia de concentraciones saturantes de K+ 6 Mgf+ la enzima es

marcadamenteestabilizada. Por el contrario, cuando los sustratos es 

tán presentes durante la preincubación,la enzima se inactiva más rapida
mente. El FDPsólo ejerce un efecto pequeño en este experimento. Cabe

señalar que en otros experimentos efectuados a 50°C la adición de FDP

aumentaba le inactivación de la enzima. Se puede concluir, que la enzi

maadquiere conformaciones diferentes en presencia de los activadores y

sustratos que se comportan cinéticamente comoligandos alostóricos.
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F13. 18. Estabilidad de 1a piruvato quinasa (tipo L) a 30°C en ausencia
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1 mu. Alicuotas de esta preparación fueron preincubadas en presencia de
KCI 100 mn; M501 8 mu; ADP 2 mu; PEP 3 m1.!y FDP 0.1 ml! com se indica.
El ensayo se efectuó utilizando el método colorimétrico descripto en Mate
rieles y métodos.
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La estabilidad de la enzima también fue estudiada a 0°C; en eg

ta condición se observó un aumentode la actividad enzimática que alcag
za un máximoa las tres horas y luego declina. Un efecto similar fue

observado con la piruvato quinasa de levadura cuando el experimento se

efectúa a concentraciones similares de proteina (175). Cabedestacar
que el aumento de actividad es marcadamentediferente en presencia de

PEP 6 FDP, lo que conduce a una conclusión similar a la que se habia cb

tenido cuando el experimento se realizó a 30°C, ésto es que estos ligan
dos estabilizan diferentes estados conformaoionales.

Resulta interesante destacar que al cabo de tres horas de pra
incubación a O°Cla enzima continúa sensible al FDP. Estos resultados

no coinciden con los publicados por Sols y col. (141), quienes observa

ron que la preincubación a o°c produce la desensibilización de la enzi

ma.hacia este efector alcstérico. Sin embargo, los experimentos de Sols

fueron efectuados con extractos crudos mientras que los que se presentan

aqui fueron realizados con una preparación purificada. Conel fin de'a
clarar esta discrepancia, se efectuaron experimentoscon extractos oru

dcs (sobrenadante de 28.000 x g. 30 min.); los resultados obtenidos se

pueden resumir de la siguiente manera (Tabla III):

l) Cuandose obtiene la enzima cuidando que en la extracción

y en el manipuleo, la temperatura permanezca entre 0 y 4°C, la estimula

ción de la actividad enzimática por FDP es pequeña.

2) Si el extracto se preincuba a 25°C durante 30 min., la en

zima es sensible al FDP. Los puntos l) y 2) coinciden con los resulta

dos de Sols y col. (141).

3) Cuando una preparación que se preinouba a 25°C durante 30

min., se la incuba luego a O°Cdurante un periodo similar, la enzima
conserva la sensibilidad al FDP. Por lo tanto un tratamiento comoel
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TABLAIII

Efecto de diferentes tratamientos sobre la sensibilidad al FDP

Los hígados de ratas fueron homogeneizados en TRIS - HCl 50 d

sacarosa 250 mua 4°C y luego centrifugados a 28.000 x g en centrífuga

refrigerada durante 30 minutos. El sobrenadante obtenido se mantuvo a

4°C y fue sometido a los tratamientos que se indican. Las determinacio

nes se realizaron oomose indicó en Materiales y Métodos excepto que la

concentración del PEPutilizada fue 0.2 un.

Tratamiento Relación de Activación

( + m / - FDP)

ninguno 1.5 - 2

preinoubación

25°C 30 min. 13

25°C, 30 min. *0°C,30 min. 14

s radex G í 13
e 25

g_ 1 m1 de Iobrenadante se pasó por una columna de Sefadex G25 (grano {i
no), de 1.5 x 50 cm, equilibrada con TRIS - HCl 50 ml —sacarosa 250

'nu.
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descripto en 2) no es reversible.

4) La preparación enzimática que eluye de una columna de

Sefadex 02 es marcadamente estimulada por FDP.5

5) La adición de FDP(concentración final 30in) al eluïdo de
Sefadex determina un comportamientosimilar al descripto en los puntos

1) y 2).

La discrepancia fundamental entre nuestros resultados y los

descriptos por Sols y col. (141) están indicados en los puntos 3 a 5.

Hemosrepetido cuidadosamente estos experimentos en las condiciones que

dichos investigadores indican y los resultados se nos reproducen perfeg
tamente. Ademáslas curvas de tiempo en ausencia de efectores no son

lineales produciéndose una aparente y muymarcada pérdida de actividad

en función del tiempo la cual puede recuperarse cuando se adiciona FDP.

Nuestra conclusión al respecto es que los extractos crudos de piruvato

quinasa contienen suficiente FDP, comopara enmascarar el efecto de la

adición exógena de este mctcbolitc, el cual se consumedurante 1a preig
cubución a 25°C. Con esta explicación están de acuerdo los experimen —

tos relatados previamente y además el hecho, observado por diferentes

investigadores que durante la purificación de la enzima, aumenta marcada
mente la sensibilidad al FDP. Por consiguiente, los experimentos efec

tuados indican que 1a preincubación a O°Cno conduce a la desensibiliza

ción de la piruvato quinasa tipo L. Sin embargo, los resultados no ex

cluyen la posibilidad de que ocurran cambios conformacionales rápidos y

reVersibles que pueden modificar las propiedades cinéticas de la enzima.

La existencia de estos efectos deberia investigarse estudiando la cinéti
ca de la enzima a diferentes temperaturas.

Inactivación en Presencia de SnzimasProteoliticae
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Los cambios conformacionales que se producen cuando se unen e

fectores alostéricos o sustratos han sido detectados en diferentes enzip

mas comouna modificación en la susceptibilidad a la proteólisis (156 

162). Conel fin de obtener alguna información en este sentido, se es

tudió la susceptibilidad de la isoenzima L de piruvato quinasa al ataque

por tripsina o pronasa en ausencia o-presencia de sustratos y efectores

alostéricos. En la Fig. 19 se muestran las curvas de inactivación por

tripsina. Se puede apreciar que este proceso sigue una cinética de pri
mer orden. Las actividades residuales fueron determinadas utilizando

concentraciones saturantes de sustratos y cationes activadores de manera

que estas mediciones representan V y por lo tanto son proporcionales a
la concentración de enzima activa remanente.

Los cationes monoy divalente producen una marcada protección

contra el ataque tríptico. El tiempo necesario para que 1a actividad

disminuya al 50%del valor control, aumenta 2,5 veces en presencia de eg

tos ligandos. Por el contrario, el FDPinestabiliza a la enzima, acele

rando 1L inactivación; además, en presencia de este efector la curva de

inactivación resultó bifásica. Este hecho no se observó con los otros g
factores y fue reproducible en diferentes preparaciones enzimáticas.

El ATPno produce un efecto apreciable pero el MgATPprotege a

la enzima (Tabla IV); este complejo se forma cuando se utilizan cantida

des equimoleculares de Mgy ATP. Es interesante destacar que en el caso

de la isoenzimu L la especie molecular inhibidora es el complejo mencio

nado. Tambiénse aprecia que las curvas de inactivación en presencia de

los sustratos, ADP6 PEPno difieren de la curva control.

El efecto de algunas combinaciones de efectores fue también es
+ ++

tudiado. Se puede ver en la Tabla IV, que los efectos del K y Mg no
. + .son aditivos, pero cuando está presente el K , los sustratos tienen un
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Fig. 19. Inaotivaoión de le. piruvato quines; (tipo I.) por tripeina, en ag
eencia o presencia de los cationes ectivadoree y FDP. La enzima 004.1301
(32)15/1111)fue digerida con tripeina (10 Man), en ausencia o presencia
de: KCLL100 m1; HgCln 8 ml!y FDP 0.1 ufl determinándoee la. actividades r2
eidualee e. los tiempíís indicados. Las condiciones experimentales fueron
similares e. las deSCriptas en la. Fig. 12, excepto que las concentraciones
de PEP y ¿DP fueron 5 y 3 ml!respectivamente.
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TABLA IV

Efecto de los efectores alostéríoos y sustratos sobre
la inactivaoión por tripsins

Lapreparación(32.8 fue digerida contripsina (10¡13/
nl) determinándosela actividad residual a diferentes tiempos. Las con
diciones de ensayo fueron similares a la F13. 19. Los tiempos requeri 

dos para producir 50%de inactivaoión fueron expresados comoporceg
tajo del control sin adiciones.

Adiciones ti f

- 2 100

PEP 3 ml! 90

ADP 1.5 mi 9°

Alanins 2 mu 130

ATP 1.5 ml! no

ng ATP 1.5 mn 157

f 100 ¡nl! 250

ug” 8 nl! 276

f100m+1>m3nu 372
1+ 100 mm + Hg++ 8 ml! 336

KÏ 100 ml! + ug AT‘P 1.5 mi! 386

K" 100 ml! + Alanins 2 mu 24o

_a_El t del control fue 10 minutos.t
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efecto protector que no fue detectado en ausencia del ión monovalente.

Los controles efectuados (midiendola actividad de la tripsina utilizanp
do oaseIna desnaturalizada comosustrato en ausencia y en presencia de

la concentración correspondiente de los ligandos) indican que los efec 
tos observados no son la consecuencia de una variación de la actividad de

la enzimaproteolitica.

La tripsina es una enzimaespecifica que hidroliza los enlaces

peptidicos en los cuales un residuo de L-arginina o L-lisina aporta el

grupo carbonilo. Por lo tanto, resulta importante utilizar otra enzima
proteolitica con especificidad diferente con el fin de determinar si los
efectos de protección son debidos a fenómenoslocales o bien la conse 

cuencia de cambios conformacionales. Para investigar este punto se eli

gió la pronasa ya que esta enzima no tiene una especificidad de grupo da
finida comola tripsina.

En la Fig. 20 se muestran las curvas de inactivación por pro

nasa en presencia de los efectores alostéricos. Se puede observar que

en presencia de KCl 100 mmla velocidad de inactivaoión es marcadamente

menorcon respecto al control, sin adiciones; el efecto protector depeg
de de la concentración empleada ya que el KCl a 28 mmejerce un efecto

menor. Resulta de interés destacar que la curva de inactivación en pre

sencia de NaCl a 50 mMes casi igual a1 control, indicando que estos e
fectos no son debidos a un cambio de la fuerza iónica del medio. El

Hg++también estabiliza 1a enzima contra el ataque por pronasa. Contra

riamente al efecto producido por 1a adición de los cationes activadores,

la enzima se inactiva más rápidamente en presencia de FDP. Este efecto

fue confirmado utilizando una concentración inferior de pronasa (3 Pg/ml)
En este caso el tiempo medio de inactivación fue 9.0 min. para el con —

trol y 4.5 min. para 1a curva en presencia de FDP. Finalmente como se
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100 _' A K‘ 100mM

ña; El MgM BmM
o +. A

g 50 _ \ K 28mM
e o control
É . x Na*50mM
Sá x ' _ o FDP OJmM
"d 2° ' 
h.) A

W <2) '
DE ZA x I
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8 5 - ,

o 5 1o 15 20 25
minutos

F13. 20. Inactivaoión de la piruvato quinasa (tipo L) por pronasa, en au 
senoia o presencia de los cationes activadores y FDP. La enzima control
(32 fuedigeridaconpronasa(10 enausenciao presenciade t
XCl 100 mu, 6 28 muy M301 8 mm; NaCl 50 mmy FDP 0.1 mM. Otras condicio 
nes experimentales fueron similares a las descriptas en 1a Fig. 19.
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TABLA V

Efecto de los inhibidores y sustratos sobre la velocidad

de inactivsoión mr Bronasa

Las condiciones experimentales y la expresión de los resulta 

dos fueron similares a los descriptcs en la Tabla IV.

Adiciones ti í

- lOO

ATP 1.5 ml! 108

Hg ATP1.5 nl ll'l

Alsnina. 2 ¡il lll

PEP 3 mu + LDP 2 Ii 123
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puede ver en la Tabla V, los sustratos y efectcree sólo ejercen un pe 

queño efecto protector. Controles apropiados, midiendo la actividad de

1a pronasa en presencia de los ligandcs (comose describió en Materiales

y Métodos) indican que los efectos observados no son atribuibles a una

modificación de la actividad de la enzimaproteolítica. Estos controles

son particularmente importantes cuando se estudian efectos de protección.
++

En otros experimentos se observó que el Mg también estabili

za 1a enzima contra la inactivación por quimotripeina.

De acuerdo a los experimentos presentados se puede concluir

que los cationes activadoree estabilizan marcadamente1a enzima contra

1a inactivación espontánea a 30°Cy también contra la producida por las

enzimasproteolíticast tripsina y pronasa. Por el contrario, en presenp

cia de FDP, la enzima es inactiVada más rápidamente por ambas proteasas.
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Piruvato Quinasa de Músculo

Recientemente se observó que 1a fenilalanina es un inhibidor de

la piruvato quinasa de músculo (164). Considerando que este metabolito

no tiene una marcadaanalogía estructural con los sustratos de esta ana;
ma, fue interesante determinar si los otros aminoácidos ejercen un efec
to Similar.

En la Tabla VI se muestra que la fenilalanina a una concentra

ción de 5 muproduce una marcada inhibición de la actividad de la piruwg

to quinasa muscular. Por el contrario, los otros aminoácidos probados

(enumeradosen la Tabla VI) no modifican significativamente la actividad

enzimática. La tirosina ensayada a 2.5 mmdebido a su baja solubilidad,

tampocoafectó la actividad mientras que a esa concentración, la fenila

lanina produce una inhibición de 35%. Este experimento indica que el e

fecto de la fenilalanina es considerablemente especifico. A pH6.3, la

inhibición disminuye marcadamente, sugiriendo que ésta depende del pH

del medio de incubación. Los otros aminoácidos tampoco ejercieron efec

to a este pH.

El efecto inhibitorio especifico de la fenilalanina fue tam 

bién observado utilizando una preparación enzimática purificada de acusa

do al método de Tietz y Ochoa (88).

En la Tabla VII se muestra el efecto de la adición de algunos

aminoácidos sobre la actividad de la enzima inhibida por fenilalanina.

Se observa que 1a alanina, serina y cisteina, revierten completamentela

inhibición; la treonina fue menosefectiva a la concentración empleada

(5 mE). Otros aminoácidos no tuvieron efecto.
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TABLA VI

Efecto de distintos aminoácidossobre la actividad enzimática

Las determinaciones de velocidad inicial fueron efectuadas eg
pectrototonitrioamente comose describió en Materiales y Metodos. La

lenola de incubación contiene: TB - m 100 II, pH7.5, ¡{#04 8 si;
LD? 1.5 al; PEP 0.1 muyKCl 100 all. Las ¡ediciones a pH 6.3 fueron reg

lindas utilizando una mezcla similar, excepto que se empleó ¡EB - TML

como buffer.

Adiciones conoen- E 7. 5 pH 6. 3
tración 191mm í mymol/¡nin fi

— - 33-7 10° 31-4 100

L-tenilalanina 2.51115! 20 59 - 

L-fenilalanina 5 mu 7.2 21. 4 29.8 95

L-tirosina 2.Smfi 34.5 102 - 

L-triptofano 5 ml! 31.8 94 _ ..

L-histidina 5 ml! 34. 5 102 31 99

' L-prolina 5 ml! 34. 3 102 31. 2 100

L-isoleuoina 5 ¡IM 31.3 93 29.6 94

L-leucina 5 IDH 32.1 95 30.2 96

L-aspartato 5 ml! 33.2 96 29.2 93

L-glutameto 5 mM 34.2 101 29 .7 95

L-valina 5 mM 33.9 100 30.4 97

L-treonina 5 mM 33 98 34.8 110

L-alanina 5 un 34.5 102 32.4 106

L-cisteína 5 mM 33.9 100 31.3 100

L-serina 5 mM 34.5 102 30.9 99

L-metionina 5 mu 30.5 91 31.4 100

L.-3_licina 5 ml! 34. 5 102 32.7 104
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TABLAVII

Efecto de distintos aminoácidossobre la inhibición

producida por 1a fenilalanina

Las condiciones experimentales fueron similares a las descrip

tas en la Tabla VI. Las determinaciones se efectuaron en presencia de

L- fenilalanina 5 mM;los otros aminoácidos fueron agregados a esta mis
ma concentración.

Adiciones mpmoles/min. í

- 5 11.2 24

L-alanina 46.5 98

L-cisteína 49.0 103

L-serina 48.0 101

L-treonina 26.8 57

L-glicina 19.2 40
L-valina 16.0 34

L-triptofano 13.6 28

L-aspartato 13.6 28
L-histidina 12.8 27

‘g La actividad en ausencia de fenilalanina fue de 47.5 mpmoles de ping
vatc formado por minuto.
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Cabe consignar que los aminoácidos reactivantes no ejercen nin

gún efecto sobre 1a actividad enzimática en ausencia de fenilalanina, cg
mo se habia mostrado en la Tabla VI.

Cinética en Función de la Concentración de Sustratos

En la Fig. 21 se muestra el gráfico de las inversas de la vaig
cidad inicial de reacción en función de la concentración del PEPen au 

sencia y presencia de diferentes niveles de fenilalanina. En presencia

del inhibidor disminuye la V y aumenta apreciablemente la Kmde la enzi

mapor el PEP. Por consiguiente, la inhibición puede considerarse de ti
po mixto. En la Fig. 22 se grafica un experimento similar pero en el

que se varió la concentración de ADP. En este caso, el efecto de la fe

nilalanina consiste en disminuir la V; por lo tanto, el tipo de inhibi 
ción es no competitivo.

Se debe destacar que las curvas de saturación para ambossus

tratos fueron estrictamente hiperbólicas aún en presencia de concentra 
ciones elevadas del inhibidor comolo indica la linealidad de los gráfi
cos de las inversas.

Efecto de la Concentración de Fenilalanina Sobre'la Velocidad de Reacción

En la Fig. 23 se muestra la dependencia de la Velocidad ini 

oial.de la reacción en función de la concentración de fenilalanins, en
presencia de diferentes niveles de PEP. Se puede apreciar que las cur 

vas de inhibición son típicamente sigmoides.

Los valores de las pendientes de los graficos de Hill fueron

1.6 en todos los casos (Fig. 24); las concentraciones de fenilalanina ng

oesarias para producir el 50%de inhibición (Io 5) fueron 3.5 mma 0.15
mmde PEP y aumenta a 11 mu en presencia de 0.6 mmde PEP.



..0o.088¿xU1cx

1/v(mín/m;1molesdeP/RUVATOFORMADO)

S)

K
o 1o 20 _, 30

1/PEP(mM)
Fig, 21. Efecto de la concentración de PEPsobre la actividad de la pie:
royato quinaea de músculo, en ausencia y en presencia de fenilalanina.
Los ensayos es efectuaron comaae indica en la Tabla VI.
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Fil-Bo22- Efecto de 1a concentración de ADPsobre la actividad de 1a pi
rm'rato quinaea de músculo, en ausencia y presencia de fenilalanina. Los
ensayos se efectuaron comoee indicó en la Fig. 21 excepto que la oonceg
tración de PEP fue de 0.5 mM'y'la de LDPque ae varió como ee indica.
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Fig. 23. Efecto de la concentración de fenilalanina sobre la velocidad de
reacción, a diferentes niveles de PEP. Las condiciones experimentales fqg
ron similares a las descriptus en la Fig. 21 excepto que los niveles de PEP
fueron 0.15, 0.30 y 0.6 mmcomose indica; las actividades en ausencia de
fenilalanina fueron: 96,121, y 132 mpmoloede piruvato formado por minuto
respectiVumente.
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F13. 24. Gráficos de Hill para los datos de la. F13. 23.
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El efecto cooperativo observado cuando se varió la concentra 

ción de inhibidor, resultó particularmente interesante ya que previamen

te no se habian observado cinéticas de tipo sigmoide con esta enzima.

Efecto de la Alanina, Serina y Cisteína Sobre la Curva de Inhibición

En la Tabla VII se había mostrado que la alanina, serina y cig
teIna revierten la inhibición por fenilalanina. Por lo tanto, resultó
de interés estudiar el efecto de estos aminoácidos sobre la forma de la

curva de inhibición producida por fenilalanina. En las Fig. 25 y 26 se

puede apreciar que los valores de 10.5 aumentan marcadamente en presen 
cia de los aminoácidos reactivantes pero éstos no modificaron la coopera

tividad de 1a curva de inhibición. En efecto, las pendientes de los gré
ticos de Hill no variaron significativamente, comose muestra en la Fig.

27.

Cinótica de Inhibición por 2 - PGA

Los resultados obtenidos sugieren que la piruvato quinasa de

músculoexhibe propiedades cinéticas características de un sistema alos
tórico. Conel fin de examinar más detalladamente esta posibilidad se

comparóla conducta cinética de la fenilalanina con la de un inhibidor

puramente competitivo.

En el curso de estos estudios se observó que el 2-PGAera un

inhibidor de la piruvato quinasa muscular. En la Fig. 28 se muestran

los gráficos de las inversas de las velocidades iniciales de la reacción

en función de la concentración de PEP en ausencia y en presencia de dos
niveles de 2-PGA. En presencia de este último, se modifica únicamente

la tú de la enzima para el PEP; por lo tanto la inhibición es de tipo

competitivo. Sin embargoesta evidencia es insuficiente para asegurar
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Fig. 25. Efecto de la concentración de fenilalanina sobre la velocidad de
reacción de la piruvato quinasa de músculo, en presencia de diferentes ni
veles de alanina. Las condiciones experimentales fueron similares a las
desoriptas en la Fig. 23. El nivel de PEP utilizado fue 0.15 MM.
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Fig. 26. Efecto de 1a concentración de fenilalanina sobre la velocidad
de reacción de la piruvato quinasa de músculo, en presencia de serina y
cisteína 0.6 mu. Las condiciones ezperimentales fueron similares a las
desoriptas en la Fig. 25.
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F16. 27. Gráficos de Hill para los datos de las F13. 25 y 26.
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que el 2-PGAy el PEP se encuentran compitiendo por un sitio común; es

necesario descartar la posibilidad de que el 2-PGAfuera un inhibidor pag

cialmente competitivo o bien ezhiba efecto cooperativo. Con el fin de‘g

clarar este punto se efectuó el experimento presentado en 1a Fig. 29 que

describe la dependencia de la velocidad inicial de la reacción en fun 

ción de 1a concentración de 2-PGAy el correspondiente gráfico de Dixon.

Se puede apreciar que contrariamente a lo que se habia observado previa

mente con la fenilalanina, la curva de inhibición es típicamente hiperbó
lica. Recientemente, Wang(176) destacó la utilidad del método gráfico

de Dixon (177) para discriminar entre inhibidores que actúan en forma

competitiva pura o parcial. Cuandolos datos se disponen en un gráfico

de l/v vs. I se obtuvo una recta lo que descarta 1a inhibición parcial

mente competitiva (en este último caso 1a curva es hiperbólica) y la

existencia de efecto 000perativo; en efecto, 1a pendiente del gráfico de
Hill de estos datos fue 1.07.

Por consiguiente, el análisis cinético de 1a inhibición por
2-PGAsumadoal hecho de que este metabolito es un análogo estructural

del PEP, permite concluir que este inhibidor ejerce su efecto deeplazan

do al sustrato mencionadodel sitio activo de 1a enzima, es decir, está
actuando comoun inhibidor iscstérico.

Interacción entre la Alanina y los Inhibidores

El experimento que se muestra en la Fig. 30 se efectuó con el

fin de investigar el efecto de la alanina, uno de los aminoácidos reacti
vantes, sobre la inhibición producida por la fenilalanina y 2-PGA. La

actividad enzimática fue determinada en ausencia y presencia de estos ig

hibidores a concentraciones crecientes de alanina. Se puede apreciar
que esta última no modifica la actividad enzimática afin a ccncentracic 
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Pis. 28. Efecto de la concentración de PEPsobre la actividad enzimática
en ausencia y en presencia de 2-PGA. Las condiciones experimentales son
similares a las descriptas en la Fig. 21.
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Fig. 29. Efecto de la concentración de 2-PGAsobre la actividad enzimdti
oa; los cuadrados representan un grafico de Dixon para los mismosdatos.
Las condiciones experimentales fueron similares a las descriptns en la
Fig. 25.

O
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F13. 30. Efecto de 1a concentración de alanina sobre 1a actividad de 1a
piruvatc quinaea de músculo en ausencia o presencia de fenilalanina 6 2
PGA,comoae indica sobre las curvas. Las condiciones experimentales fu;
ron similares a las descriptaa en 1a Fig. 23.
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nes muyaltas (20 mm), coincidiendo con lo que se había mostrado en la

Tabla VI. Por el contrario cuando la enzima fue inhibida por la adición

de fenilalanina, la alanina ejerce un marcadoefecto reactivante mien 

tras que no tiene ningún efecto sobre la inhibición producida por el 2 

PGA. Resulta de interés destacar que la forma de la curva de reactiva —

ción es hiperbólica. Además, comose discutirá más adelante, este expe

rimento constituye una evidencia imgortante para es ablecer que el efecto
de la fenilalanina ee de naturaleza alostérica.

Influencia del pHsobre la Inhibición Producida por la Fenilalanina.

Anteriormente se había observado en nuestro laboratorio que

las propiedades alostéricas de lu piruvato quinasa hegática (tipo L) de

penden marcadamente del pH de la mezcla de incubación (140 —144). Con

el fin de determinar si la enzima de músculo tiene una conducta cinética

similar se determinó el efecto de los inhibidores a diferentes valores

de pH de la mezcla de incubación. Una evidencia preliminar en este sen

tido se habia mostrado en la Tabla VI. En 1a Fig. 31 se puede ver que

1a inhibición por fenilalanina varía marcadamentecon el pH; asi, por e

jemplo, a pH 8.0 se obtuvo una inhibición del 95%mientras que a pH 7.0

esta eólo fue de 15%. La adición de serina revirtió completamente el e

fecto inhibítorio, a todos los valores de pH. En marcado contraste al

comportamientocinética de la fenilalanina, el inhibidor isostérico pro
duce un efecto constante en todo el rango de pH en que se efectuaron las
determinaciones.

Los resultados de la Tabla VIII demuestran que la influencia

del pH es practicamente independiente del buffer utilizado. Se debe men

cionar que aunque la actividad observada cuando se utilizó TRIS-maleato

comobuffer fue marcadamentemenor,la influencia del pH sobre la inhi 
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Fig. 31. Porcentaje de inhibición por fenilalanina o 2 - PGA,a diferen_
tes valores de pH. Las condiciones experimentales fueron similares a las
descriptes en la Fig. 23, excepto que' la concentración de PEPutilizada
fue 0.15 mM. Se utilizaron MES- TMAy TES - TEA como bufferes; el prim_e_
ro para las determinaciones en el rango ácido y el segundo para las medi
ciones realizadas a valores de pH superiores a 7. Las concentraciones de
2 - PGAy fenilalanins fueron 9.2 y 5 mMrespectivamente. En el recuadro
interno se representó la actividad enzimática. en función del pH; —a—
en ausencia de adiciones; —A—en presencia de fenilalanina 5 mu y se:l.'_:l=
na 5 mu.
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TABLAVIII

Efecto de diferentes bufferes en la inhibición por fenilalanins

Las condiciones experimentales fueron comolas descriptas en

la Tabla VI, excepto el buffer que se varió comose indica.

Adiciones
Duff” PH - Fenilalanina 5 ml! Fenilalanina 5mM+

Serina 5 mu

¡(Es-mm 6.1 58.3 65.0 69.0

Cscodilatc 6.1 65.0 62.0 67.0

TMS ' 6.1 16.8 15.6 15.2
molesto

rms-mu 8.o 57.5 4.8 58.0

HEPES-THA 8.0 46.0 5.6 45.0

rms ' 8.0 25.0 2.6 21.0
molesto

Los datos representan las velocidades iniciales expresadas comon91
moles de piruyato formado por minuto.
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bición no fue modificada.

La marcada dependencia de la inhibición por fenilalanina con

el pH puede deberse a que el efecto inhibitorio es producido por una es

pecie iónica determinada o bien a que la enzima adopta diferentes esta 

dos conformacionales a los distintos pH. Estas alternativas dan lugar a

predicciones diferentes en lo que respecta a la forma de las curvas de

inhibición determinadas a diferentes valores de pH. En el primer caso

(el inhibidor es una forma iónica definida de la fcnilalanina) se obtenp

drían curvas de igual cooperatividad, pero con diferentes valores de

Io 5; en otras palabras, las curvas serian facilmente superponibles mod;
ficando adecuadamentela escala de abscisas. Por el contrario, si el e

fecto observado en la Fig. 31 y en la Tabla VIII es mediado por cambios

conformacionales de la enzima, s: esperaría obtener curvas de inhibición

de cooperatividad diferente a los distintos pHo sea, marcadas diferen 

cias entre los coeficientes de Hill. Por lo tanto, resultó de interés
determinar si la cooperatividad de la curva de inhibición es modificada

por el pH.

En 1a Fig. 32 se puede apreciar que el efecto cooperativo del

inhibidor varía marcadamentecon el pH; los valores de 10.5 y nHobteni
dos de esos gráficos se encuentran en la Tabla IX. A pH 7.0 el nH es ig
ferior a la unidad; este resultado fue también observado en otro experi

mento en el que se obtuvo un nH de 0.65. La cooperatividad de la curva
de inhibición aumenta marcadamente a medida que se incrementa el pH, ob

servándose un coeficiente de Hill de 2.0 cuando el experimento se efec 

tuó a pH 8.0. De acuerdo a lo que se discutió anteriormente, este expe

rimento sugiere que la enzima adopta diferentes estados conformaoionales

a los distintos pH.
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F13. 32. Gráficos de Hill de la actividad enzimática en función de la
concentración de fenilalanina a diferentes pH. Las condiciones experimeg
tales fueron similares a. las descriptas en la Fig. 25.
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TABLA IX

Variación del e I en función del pH-—-—------PH--O.5---------

Los datos fueron obtenidos de la Fig. 32

pH I0.5 "H

8.00 1.7 2.o

7.75 3.1 1.85

7.50 4.0 1.53

7.25 8.5 1.28

7.00 21.0 0.82

Efecto de la Disociación y Renaturalización

La piruvato quinaea de músculo puede ser disociada en cuatro

subunidadee y luego reasociada, de acuerdo al procedimiento descripto en

Materiales y Métodos. Nuestro interés en este proceso fue determinar si

la enzima renaturalizada “in vitro" exhibía un comportamientocinética
similar al de la enzimanativa.

Comose puede ver en la Fig. 33 la disociación y renaturaliza

ción de la enzima altera el comportamientooinético de ésta con respecto

a la fenilalanina. La enzima que fue tratada exhibe un efecto oooperatï
vo homotrópico con respecto a la fenilalanina marcadamente menor que el

observado con la enzima nativa. La adición de serina 0.5 mEno modifica
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P13. 33. Efecto de 1a concentración de fenilalanina sobre la actividad es
zimfitioa en ausencia y en presencia de serina 0.5 mm,comose indica en 1a
figura. Las condiciones experimentales fueron similares a las descriptas
en 1a F13. 25.
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el nB pero aumenta marcadamenteel I para 1a fenilalanina. Por lo0.5
tanto, la disociación y renaturalización enzimática conducea la desen 

sibilización de 1a enzimala cual pierde el efecto cooperativo para el
inhibidor.

En 1a Fig. 34 se muestran las curvas de inhibición por fenila

lanina de la enzimanativa y de la renaturalizada en presencia de dife 

rentes niveles de PEP. Se puede ver que tanto a 0.3 mmcomo a 0.6 mMde

PEPla enzima tratada tiene un efecto cooperativo negligible con respec

to a la fenilalanina, mientras que con la enzima control se observa un

comportamientousual para la fenilalanina, en estas condiciones (ver los

valores de las pendientes del gráfico de Hill, Fig. 34).

Teniendo en cuenta que el comportamiento cinético de la enzima

nativa es influenciado por el pH(Fig. 32), resultó de interés estudiar
el efecto de este último sobre la enzima renaturalizada. El experimento

mostrado en la Fig. 35 indica que el pH ejerce una influencia pequeña eg

bre el efecto cooperativo homotrópico de la enzima tratada, contrariameg
te a lo que se habia observado con la enzima nativa (Fig. 32 y Tabla IX).

Se debe mencionar que entre las diferentes preparaciones rena

turalizadas existe una cierta variabilidad en el grado de desensibiliza
ción obtenido; sin embargoen todos los casos se observó inhibición por
fenilalanina.

En el curso de estos estudios se vió que cuando 1a enzima con

trol se guardaba diluida (0.040 mg/ml) a 4°C durante varios dias se pro
ducía una pérdida gradual del efecto cooperativo. En la Fig. 36 se pue

de ver que la enzima nativa diluida 24 horas antes exhibe un marcado e 

feoto cooperativo comparable al que se habia mostrado en el ezperimento

de la Fig. 32. Por el contrario la enzima diluida que permaneció duran
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F13. 34. Efecto de la. concentración de fenilalanina sobre la actividad eg
zimática a diferentes niveles de PEP. Los círculos representan las deter
minaciones efectuadas con la. piruvato quinasa nativa: -.— en presencia de
PEP 0.3 mu; -0- en presencia de PEP 0.6 mM. Los cuadrados representan las
mediciones realizadas con la enzimarenaturalizadat -.- en presencia de
PEP 0.3 mu; -D—en presencia de PEP 0.6 mM.
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F13. 35. Gráficos de la actividad de la enzima renaturalizada en función
de la concentración de fenilalanina, a. diferentes valores de pH. Las Cog
diciones experimentales fueron similares a las descriptas en la Fig. 25
excepto el pH que se varió comose indica. en el gráfico.
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F13. 36. Efecto de la fenilalanina sobre la actividad enzimática. La en
zimadiluida (0.94 fue dializada comose indicó en Métodosy se mag
tuvo a. 4°Cdurante un día 6 15 días (-O-). Las condiciones comoen
la Fig. 25 excepto que el pH fue 8.0.
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te quince dise a 4°C exhibe un efecto cooperativo marcadamentemenor.

Unecurva de fenilelaninn efectuada a Ice siete días de envejecimiento

c116un coeficiente de Hill intermedio (nH - 1.45).
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IV DISCUSION

En el presente trabajo se estudiaron algunas propiedades ciné

ticas de las piruvato quinasas de dos tejidos cuyas caracteristicas meta

bólicas difieren marcadamente: uno gluconeogénico, el higado y otro predg
minantementeglucolitico, el músculo esquelético. Por razones de claridad

desarrollaremos en forma separada la discusión de los resultados obtenidos
con estas isoenzimas.

Piruvatc guinasa Tipo L de Hígado

Consideraciones Generales

La cinética de activación de la piruvato quinasa tipo L por

los cationes puede considerarse de naturaleza alcstórica. Los siguien 
tes resultados experimentales favorecen esta interpretación:

a) A pH 7.5, se observó un marcado efecto cooperativo homotrópi
+co cuando se varió la concentración de K ó NB+.

4

b) A niveles saturantes de PEP o en presencia de FDPlas our 

vas de saturación se transforman de sigmoides en hiperbólicas. Ibdifica

ciones de este tipo en la forma de las curvas de saturación, se conside —

ran comouna indicación de que 1a interacción entre los ligandos es indi

recta o alostórica (178).

c) El efecto cooperativo de los cationes monovalentes varia

marcadamenteen función del pH. Asi, a pHácido, cuando las interaccio 

nes alostóricas del PEPy del EDP-handesaparecido, la cinética de active
ción por I+ es hiperbólica.

d) Los resultados cinéticos también sugieren que la interacción
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del Mg++con la enzima es alostérica ya que 1a curva sigmoide obtenida

cuando se graficó la actividad de la enzima en función de la concentra 

ción de Mg++, se transformó en una hipérbola en presencia de FDPo de ni
vsles altos de PEP.

e) Una de las predicciones, comúna la mayoria de los modelos

propuestos para explicar la cinética de las enzimasalostéricas, es que

las interacciones homotrópicasy heterotrópicas de los ligandos se produ

cen a través de cambios conformacionales de la proteina. En el presente

trabajo se observó que el K+y el Mg++protegen a la enzima contra la i 

nactivaoión producida por dos enzimas proteolíticas de especificidad difig
rentez la tripsina y la pronasa. Además,estos cationes estabilizan mar

cadamente la enzima a 30°C. Estos resultados sugieren que los cationes

promueven un estado conformacional de 1a enzima más compacto. Por el con

trario, el FDPparece llevar la proteina a una forma más desplegada, per

mitiendo una inactivación más rápida por las enzimas proteoliticas. Por

otro lado, los sustratos no modifican la velocidad de proteclisis.

Se debe mencionar que estos resultados no permiten discriminar

si el estado conformacional que la enzima adquiere en presencia de K+ es

igual o diferente al que adopta cuando se une al Mgf+; ni tampoco permi

ten afirmar que el PEP (en ausencia de K+) no induce cambios conforma

cicnales, sino que mediante los métodos indirectos empleados, en el caso

de que existieran, éstos no han sido detectados. A pesar de estas limite
ciones se puede concluir que, en presencia de los cationes, el FDPy los

sustratos, la enzimaadquiere diferentes estados conformacionales.

La significación fisiológica de los iones monovalentesen la r2
gulación de los procesos metabólicos no esta aún aclarada. Resulta inte

resante el hecho que ademásde la piruvato quinasa, otras enzimas regula

doras comola gluchuinasa (179) y la fosfofructoquinasa (180) son sensi
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bles a variaciones en el medio iónicc, especialmente a cambios en 1a con
centración de K+.

Considerando la concentración de NH: determinada por Krebs (181)
en el higado (0.47 y.Holes/g de tejido) parece improbable que este catión
ejerza un efecto significativo sobre la actividad enzimática. Por otra

parte, el nivel intracelular de K+es suficiente para producir la activa
ción máximade la enzima en el ensayo "in vitro". Sin embargo, se ha ob

servado que una parte considerable del K+ muscular se encuentra en forma

unida (182). Si en el higado existe una situación similar, cabe la posi
bilidad de que pequeñas fluctuaciones en el nivel de K+ libre modulen la

actividad de 1a enzima "in vivo". Otro aspecto de interés desde el punto

de vista biológico, es que el K+aún a concentraciones saturantes no su 

prime las interacciones cooperativas del PEP y ATPcon 1a enzima, permi 

tiendo asi que ésta. continúe sensible a estas señales reguladoras.

Teorias Alostéricas

Varios modeloshan sido propuestos para interpretar las propie

dades cinéticas de las enzimas alostéricas. En el esquemapropuesto por

Monod, Wymany Changeux (22) se postula que, en ausencia de ligandos, los

oligómeros alostéricos se distribuyen en dos estados conformacionales, de
signados Ro y To, los cuales se encuentran en equilibrio; la relación en
tre ambosestados debe satisfacer la constante alostérica L. Además, se

supone que las proteínas polimáricas son estructuras simétricas y que es
ta simetría se conserva cuando se produce una transición de un estado a

otro. Por consiguiente, los cambios conformacionales que se producen en

un protómero, son acompañados por cambios iguales en los otros, de manera

que la transición es concertada, no existiendo estructuras hibridas (por

ej. algunos protómeros en estado R y otros en estado T).
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De acuerdo con este modelo, los efectos homotrópicos y hetero 

trópicos son debidos exclusivamente al desplazamiento del equilibrio es 

pontáneo RogTo. Esta suposición implica que los efectos homotrópicos y

heterotrópicos están intimamenterelacionados; por ej. una interacción

heterotrópica positiva de un ligando debe ser acompañadainvariablemente

por la disminución del efecto cooperativo de otro ligandc que favorece el

mismoestado conformacional. Ademascomola transición es concertada,

las constantes de disociación de los ligandos son iguales para todos los

sitios homólogosen cada uno de los dos estados y sólo estarán relaciona

das entre si por factores estadísticos. Por esta razón, este modelosólo
predice efectos homotrópiccs positivos.

El modelo original fue extendido por Rubin y Changeux(183) con

nuevas predicciones derivadas del concepto de "unión no exclusiva" de los

ligandos por uno u otro estado conformacional. Unade las caracteristicas

más interesantes de estos estudios es que predicen que cuando la coopera

tividad del sustrato es maximalos efectos heterotrópiccs de ligandos que

no se unen exclusivamente a Ro se pueden manifestar únicamente comovarig

ciones de las afinidades aparentes, sin afectar los coeficientes de Hill.

El modelo desarrollado en el laboratorio de Koshland (184 - 187)

se basa fundamentalmente en el concepto de "Induce fit", según el cual el

cambio conformaoional que es inducido en una proteina flexible depende de

la estructura del ligando. Cuandola proteina constituye un monómeroque

esta integrado en una estructura oligomérica, el cambio conformacicnal ig

ducidc por el ligando será transmitido a los protómeros vecinos (cuyos si

tios no estan ocupados) con diferentes grados de eficiencia, dependiendo

de la intensidad de la interacción entre subunidades. Asi cuando esta q;
tima_es débil, el cambio conformacional en una subunidad estara muypooo

acoplado a la conformaciónde los protómeros vecinos y la cinética segui

ra la ley de Michaelis - Menton. Por el contrario, cuando el cambio ocn
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formacional inducido por un ligando se transmite a las subunidades veoi 

nas, éstas puedenmodificarse parcial o totalmente adquiriendo una confi

guración igual o diferente a 1a que adoptó el protómero que tiene el 11 —

gando unido. Cuando1a modificación de la subunidad vecina, es sólo par

cial, ésta puede aumentar o disminuir la afinidad por la siguiente loléqg
la del ligundo. Por esta razón este modelo predice efectos homotrópioos

cooperativos positivos y negativos. En el caso que todas las subunidadea

adquieran la mismaconformación al unir ligando una de ellas (transición

concertada), el modelo no difiere del propuesto por Monod, Wymany

Changeux(22) que por lo tanto constituye un caso limite del modelo de

Koshland. Un aspecto de gran interés de éste modelo más flexible (ya que

los cambios conformacionales de los protómeros son frecuentemente secuen

ciales más bien que concertados) es que no existe una relación obligato 

ria entre los efectos homotrópicosy heterotrópicos. Esta importante con
clusión se puede ejemplificar de la siguiente manera: cuando un ligando

induce un cambio conformacional que repercute levemente en las subunida 

des vecinas, la conducta cinética que se espera es Michaeliana, pero este

ligando puedelmedificar la unión de otro ligando que se una a esa subuni
dad. De esta manera, un ligando que carece de efectos homotrópicos puede

ejercer efectos heterotrópicos.

Atkinson y col. (172 - 188) han propuesto un importante modelo

para explicar las propiedades cinéticas de las enzimasalostéricas, el
cual también difiere significativamente de la teoria de Monody col. y

qu; se basa en la existencia de cambios progresivos de las interacciones

entre los sitios de un ligando. Asi, la unión de este último a un sitio

de la proteina puede aumentar o disminuir la afinidad del ligando por un

segundo sitio, el cual a eu vez puede afectar la unión a un siguiente re

ceptor. De esta manera las predicciones de este modelo se aproximan a

las del modelo de Koshland, aunque el tratamiento matemático difiere en
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ambos casos.

Se debe mencionar que cuando se comparan datos oinóticos experi
mentales con las predicciones teóricas derivndas de estos modelosse asu

me implioitamente que la suposición Michaeliana es valida.

Aplicación de las Teorias Alostóricas a los Datos Cinétioos Obtenidos con

1a Isoenzima L de Hígado.

De acuerdo al modelo de Monody col. (22) la curva de saturación

del sustrato proporciona información sobre la relación que existe entre

ambos estados conformacionales propuestos, Ro y To. Así el hecho que la

enzima exhibe efecto cooperativo para el sustrato a pH7.5 significa que

el estado conformacional To es el que estadísticamente predomina. En es

ta condición el modelopredice que la curva de saturación para un activa

dor alostárioo debe ser sigmoide a bajas concentraciones del sustrato e

hiperbólioa a niveles altos de este. Esta predicción se cumplepara el

caso del K+, en diferentes condiciones experimentales (Fig. 3 - 10).
Ademasla adición de un activador alostérico a concentraciones saturantes

debe abolir las interacciones homotrópiCasde otro efectcr positivo ya que
ambospromuevenla mismatransición alostérica. El efecto heterotrópico

del FDPsobre la cooperatividad del K+, cumple con esta predicción del mg

delo (Fig. 3 - 10). La influencia del pHsobre la conducta alcstórica de
la enzima se interpretó asumiendoque el valor de 1a constante alostérica

L, varia en función del pH (140, 144). A pH ácido, el estado Ro es el

predominante; por lo tanto se debe esperar que en estas condiciones la

curva de saturación de K+ siga la ley de Michaelis - Menten, lo cual se

cumple experimentalmente (Fig. 10A). Por el contrario, cuando se aumenta

el.pH, se observa un marcado incremento de 1a cooperatividad del PEP. El

modelo predice un aumento paralelo del efecto cooperativo homotrópico del
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K+, ya que la cinética de activación también refleja el fenómenode la _

transición alostórioa nor-“ro. El experimentode la Fig. 10 revela que

esta predicción no se cumple. Además,otras discrepancias con esta too 

ría fueron observadas cuando se estudió el efecto heterotrópico del K+ag
bre las interacciones homotrópicas del sustrato (PEP) y del inhibidor (ATP)

Según el modelo, el efecto cooperativo del K+ constituye la expresión oi

nética de la transición Ro;=:To; por lo tanto se debe esperar que a medi

.da que se aumenta el nivel de K+, disminuya el efecto cooperativo del sus
trato y aumente el correSpondiente al inhibidor. Ningunode estos efeo 

tos heterotrópioos fue observado, comose puede apreciar en los experimeg
tos presentados en las Fig. 12'- 15. Ademassi el Mg++también induce u

na transición Ro: To, se deberá esperar que cuando se disminuye su nivel

en el ensayo, permita la expresión del efecto cooperativo del K+. El ex

perimento de la Fig. 11 también indica que esta predicción no se cumple.

Las discrepancias cinéticas observadas sugieren que la activación por K?

no sigue el modeloconcertado de transiciones alostóricas.
\

Comodijimos anteriormente, el modelo de Monody col. predice

que a concentraciones saturantes del sustrato (para el cual la enzima ez

hibe efecto cooperativo homotrópico)y de los efectores alostóricos posi
tivos se estabiliza el estado conformacional R. Las pruebas conformacio

nales efectuadas sugieren que esta predicción tampoco se cumple, ya que

los cationes activadores, el FDPy los sustratos parecen estabilizar esta
dos ocnformaoionales diferentes. Ademásresulta de interés mencionar que
la unión no exclusiva de estos efectores a los estados conformacionales

Ro y To determinarian diferentes grados de estabilización del estado R;

es decir, que los efectos que se esperan serian similares aunque con difg
rencias cuantitativas. Sin embargo,los datos indican que mientras el
EDPacelera la inactivación por pronasa o tripsina los cationes activado

res ejercen el efecto apuesto.



-95

Considerando que el K+ es un requerimiento absoluto para la reag

ción (aumenta la velocidad maxima), la piruvato quinasa se podría clasi 

ficar comoun sistema V (22); sin embargo, en los sistemas V, el sustrato

no exhibe efecto cooperativo,a diferencia de lo que ocurre en el caso de

la isoenzima L de higado. Es decir, que el comportamiento cinético de eg

ta enzima parecería ajustarse en muchosaspectos a un sistema tipo K y en

otros a un sistema tipo V. Por consiguiente la cinética de esta enzima,

se ajusta'más bien a un sistema mixto, donde aparecen ambos tipos de efes

tos. Conel fin de explicar los resultados cinéticos y de estabilidad
presentados aqui, se puede sugerir que la enzima experimenta transiciones

alostéricas de dos tipos: a) una que capacita cataliticamente a la enzima

(influencia sobre V) y b) otra que afecta principalmente la afinidad de
la enzima por el sustrato. Asi la unión del K+produce una transición a

lostérica relacionada con el punto a). mientras que el FDPinduce un cam

bio conformacional relacionado al punto b). El efecto cooperativo del

PEPconstituye la expresión cinética del efecto b) entre las moléculas

del sustrato; éste no tiene capacidad de inducir la transición que capaci
ta catalíticamente a la enzima (en ausencia de K+la enzimaeskinactiua).

Este esquema que implica múltiples formas de la enzima, también permite
interpretar los datos de estabilidad; en efecto se puede considerar que
cuandola enzima experimenta la transición relacionada a la actividad ca

talitics adquiere una forma compactamientras que la transición que se

produce en presencia de FDP, se detecta comoun aumento de la inactivación

por proteasas. Aunquelos resultados son aún insuficientes para presen 

tar un modelo molecular detallado de esta enzima, los datos más bien faug
recen un modelo flexible donde el estado conformacional final resulta de

la interacción complementariaentre el ligando y la proteína y en el cual

las interacciones homotrópicasy heterotrópicas no estén rigidamente relg
cionadas comopredice el modelo propuesto por Koshland (ver sección Teo 
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rías Alostéricas)

Piruvato Quinasa de Músculo

Consideraciones Generales

Los resultados indican que la inhibición por fenilalanina de la

piruvato quinasa de músculo es de naturaleza alostérica. Esta conclusión

es particularmente interesante ya que los estudios cinéticos que se ha —

bían efectuado previamente no habian sugerido que esta proteína era capaz

de mediar interacciones indirectas. En apoyo de esta hipótesis se pueden

considerar los siguientes resultados experimentales:

a) La enzima exhibe efecto cooPerativo homotrópico con respecto

a la fenilalanina. Por el contrario, la curva de inhibición para el

2-PGA,un efector isostérico, es hiperbólica.

b) El tipo de inhibición producido por la fenilalanina con res

pecto al PEP es mixto, mientras que el 2-PGAproduce una inhibición de tí

po puramente competitivo.

c) La evidencia más decisiva en el sentido que el sitio inhibi
torio está topográficamente separado del sitio activo proviene de lo si 

guiente (1) : si se supone que el inhibidor y el sustrato se unen al mis
mo sitio, excluyéndose mutuamente, todo compuesto que compite con el in 

hibidor por su sitio, deberia competir asimismo, con el sustrato; o sea

debería comgortarse comoun inhibidor competitivo de la enzima. Si por

el contrario, se considera que los sitios del inhibidor y del sustrato

son diferentes, se puede esperar que algunos compuestos desplacen al efeg

tor-negativo de su sitio, no actuando comoinhibidores competitivos. El

efecto de la a]anina,.serina y cisteína se puede encuadrar dentro de esta



_ 97 _

última alternativa. En efecto, estos compuestosrevierten la inhibición
producida por fenilalanina pero no modifican la actividad enzimática en
ausencia de este inhibidor. Contrariamente a lo observado con el efector

alostérico, cuando la actividad enzimática es disminuida por un inhibidor

que excluye al sustrato del sitio activo, comoel 2-PGA,los aminoácidos

reactivantes no ejercen ningún efecto.

d) La inhibición y el grado de interacción entre los sitios de

pende marcadamente del pH del medio de incubación mientras que el efecto

ejercido por el inhibidor isostérico es independiente del pH. Desde la

observación inicial efectuada con la hemoglobina, se vió que las propiedg
des alostéricas de un considerable número de enzimas depende del pH del

medio de incubación, incluyendo la piruvato quinasa tipo L de hígado como
-A

se demostró previamente (¿oy - 195).

En algunos casos se pudo comprobar claramente que la influencia

del pHestá relacionada a la estructura cuaternaria de la proteina. Asi,

en el caso de la hemoglobina, el efecto Bohr se observa con el tetrámero

pero no con la mioglobina ni con las subunidades aisladas. En el caso de

la aspárticotranscarbamilasa, el efecto del pHsobre las propiedades ciná
ticas de la enzima se observa unicamente cuando el estado oligomérico na

tivo es conservado (189, 195).

Mediante diferentes procedimientos, se demostró que la piruvato

quinasa de músculo experimenta cambios conformacionales cuando se varia

el pHde la solución enzimática. Así, por ejemplo, la velocidad de sedi

mentación aumenta cuando se disminuye el pH de la solución enzimática de

7.8 a 7.0 (113). Resulta interesante especular con la posibilidad de que
la marcadavariación del efecto cooperativo de la fenilalanina con el pH

constituya una expresión cinética de los cambios conformacionales detecta
dos en esta enzima.
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e) Unade las características de las enzimas alostéricas es que

las interacciones homotrópicasy heterotrópicas son propiedades lábiles

que pueden perderse cuando se altera la integridad del estado nativo de la

proteína (l, 22). En estas condiciones la actividad enzimática no se modi
fica o sólo lo hace parcialmente, ya que ésta depende de la integridad del
sitio activo.

En el caso de la piruvato quinasa de músculo, el efecto coopera

tivo hamotrópico del inhibidor, fue marcadamentedisminuido en las siguieg

tes condiciones: a) cuando 1a curva de inhibición se efectuó a valores de

pHinferiores a 7.3. b) mediante la disociación ie la proteína en subuni

dades y posterior renaturalización. o) cuando la enzima se mantuvodilui

da a 4°C, durante algunas semanas. En otros sistemas alostéricos, comoen

1a fosforilasa b, algunos tratamientos t mbién suprimen los efectos coope

rativos pero no modifican las interaccioneu heterotrópicas (196).

Los experimentos efectuados no permiten identificar los cambios

físicos o quimicos que producen estos tratamientos. El efecto de la diso

ciación y renuturalización puede deberse a la modificación del plegamicnto

y ds la estructura ouaternaria de la enzima. En efecto ciertas caracteriï
ticas del fenómenode renmturalización "in vitro" difieren marcadamentede

aquellas que prevalecen "in vivo”. Así, la temperatura fue 16°C ya que en

estas condiciones se obtiene la máximarecuperación; sin embargo, con este

sistema dx renuturalización no se consigue obtener ensima activa a 37°C,

la temperatura fisiológica (se debe mencionar que el oligómero nativo expg

rimcnta cambios conformacionales cuando se varia la temperatura (113) ).

A 16 °C el proceso de plegamianto y asociación de las subunidades es len 

to, requiriendo aproximadamenteseis horas para alcanzar el plateau y ade

más,_no se logra recuperar el lOÜÁde la actividad. Por otra parte, el ig

nómenode plegamiento "in vivo" en polarizado, produciéndose a medida

que crece la cadena polireptídica, a partir del residuo amino terminal.



La situación "in vitro" es distinta ya que puedenoperar diferentes nú 

cleos de plegamiento determinando oonformaciones finales que difieren de

las que se producen fisiológicamente (197).

Además, en algunos casos se demostró que la recuperación de en!

sima activa, sólo se logra cuando en el curso de la renaturalización es 

tán presentes los sustratos o cofactores de la reacción. Este hecho se

interpretó considerando que las subunidades disociadas y desplegadas, re

cuperan su estructura terciaria y cuaternaria sólo en presencia de metabg

litos que estabilizan una conformaciónaprOpiada (198, 199). Por lo tan

to, aunque en general se considera que la estructura primaria de una pro

teinaÏ'determina la estructura secundaria, terciaria y cuaternaria (200)
es posible que, en ciertas condiciones experimentales no se logre recupe

rar exactamentela estructura nativa después del proceso de renaturaliza

ción. El efecto de alguno de los factores mencionados o bien el conjunto,

pueden probablemente explicar el fenómenode desensibilización de la pirg

vato quinasa de músculopor disociación y renaturalización.

La significación fisiológica del efecto inhibitorio de la feni

lalanina no se conoce aún. Recientemente, Jensen (201) observó una serie

de efectos de inhibidores y activadores alostéricos sobre enzimas regula

doras bacterianas que le sugirieron que ademásde los circuitos de con 

trol simples (comola retroinhibición o la activación por precursor) exig
ten efectos cuya significación fisiológica parece menosevidente pero que

formarian parte de una super estructura reguladora cuya finalidad es in 

terconectar diferentes vias metabólicas. La inhibición por fenilalanina

de la piruvato quinasa puede considerarse un ejemplo de este tipo de feng

meno de control en tejidos de mamíferos. Sin embargo, considerando las

concentraciones necesarias para producir inhibición de la actividad de la

enzima de músculo parece dificil que este efecto constituya un mecanismo



regulador de importancia en este tejido. Se debe mencionar que la isoen

zima Mde higado es inhibida por bajas concentraciones de fenilalanina

(144, 153). Resulta de interés destacar que el efecto de la fenilalanina,

la alanina y otros aminoácidosha constituido el criterio principal para

caracterizar isoenzimas de piruvato quinasa que no se diferencian inmuno

lógicamente entre sI.

Aplicación de las Teorías Alostéricas a los Datos Cinéticos Obtenidos con
la Isocnzima Mde Músculo.

De acuerdo al modelo propuesto por Monody col. (22), 1a ausen

icia de efecto cooperativo del sustrato indica que predomina el estado con

formacional R; en este caso el efecto heterotrópico del inhibidor se in —

terpreta comodebido al desplazamiento del equilibrio R‘_-;'I‘hacia T, el

estado oonformacional con menorafinidad por el sustrato. El efecto de la

fenilalanina puede interpretarse de este modoya que en presencia de este

efector aumenta marcadamente la Kmaparente de la enzima por el PEP.

Sin embargo una predicción importante de este modelo es que la

enzima debe exhibir efecto cooperativo homotrópioo, cuando la curva de se

turación del sustrato se efectúa en presencia del inhibidor. Claramente,

el experimento mostrado en la Fig. 21 demuestra que esta predicción no se

cumple. Además, a pH 7.0 se observó que la curva de saturación del inhi

bidor exhibe cooperatividad negativa, considerando el valor de la pendieg

te del gráfico de Hill obtenida. Anteriormente (en sección Teorías alos

térioas) se había puntualizado que el efecto cooperativo negativo no pue
de explicarse en términos del modelo concertado.

En base a que únicamente se obtuvo efecto cooperativo para al

inhibidor, podria argumentarse que el comportamiento oinético de 1a enzi

ma se ajusta más bien a un sistema V, en el cual ambos estados conforma —



- 101 

cionales difieren en su actividad catalitica. En este caso, el modelo

predice que el efector negativo debe producir una inhibición de tipo purg

mente no competitivo (202). El experimento de la Fig. 21 claramente de 

muestra que la piruvato quinasa de músculo no cumple con esta predicción

de los sistemas V. Por consiguiente se puede concluir que los resultados

cinéticos obtenidos con esta enzima no pueden interpretarse en base al mg

delo de Honody col. (22).

Modelo Propuesto para la Piruvato Quinase de Músculo

En el esquema I se ilustra un mecanismode reacción que está de

acuerdo con los resultados experimentales obtenidos con la piruyuto quina

sa de músculo: ‘{,/"-_“\\\__L.‘
ESe.___ _k__.,,

K3

I Ki, I Ki,
K3'

EIÉEIS

El? Baquema I

donde, E, S e I representan la enzima, el PEPy 1a fenilalanina respecti

vamente; Kil, Ki2 y Ki' representan las constantes de disociación para
las reacciones de I con E, BI y 33 reapectivamente; Ks y Ks‘ representan

las constantes de disociación de S con E y BI reapectivumente. Con el

fin de simplificar la deducción de las ecuaciones cinéticns, se consideró

que la enzima cataliza una reacción en la que interviene un solo sustrato

(que representa el PEP, comose indicó).
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El esquema I es formalmente consistente con un modelo en el

cual la unión del inhibidor a un sitio alostórico específico, induce un
cambio conformacional que:

a) altera el poder catalitico de la enzima; se considera que el

complejo EIS no dá producto

b) facilita la unión de una segunda molécula del inhibidor al
sitio activo de la enzima.

E1 punto a) corresponde al efecto de un inhibidor no competiti

vo actuando sobre una enzima flexible, comofue discutido por Koshland

(186). La suposición b) se basa en parte en que 1a piruVEto quinasa de
músculo dispone de un sitio catalitico marcadamenteflexible capaz de ca

talizar distintas reacciones con sustratos que difieren marcadamenteen 

tre si (ver Introducción). Ademásresulta interesante mencionar, que el

control alostérico de la eSpecificidad de un sitio activo fue elegantemeg
te demostrado por Browny Reichard (203) en el caso de la ribonucleósido
difosfatoreductasa.

El esquemaI es también consistente con un modelo en el cual a!
bos sitios inhibitorios son especificos. En este caso es necesario supo

ner que los complejos EIS y EI2 han adquirido una conformación que impide
la unión de otra molécula de I ó S respectivamente (es decir, que las co
rrespondientes constantes de disociación tienen un valor suficientemente

alto comopara que el complejo E128 no alcance una concentración signifi
oativa).

Suponiendoque las sepecies moleculares consideradas en el es 

quemaI se encuentran en un equilibrio rápido entre si siendo 1a etapa li

mitante de la actividad catalitica la formación de producto, la ecuación
de velocidad inicial se puede expresar como:
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v [s1“T

_ 1+[7ïls 1+[Éli)+% 1+[%]i1 1

(1)

2

donde V - k. Et (ver apéndice).

Las curvas teóricas que predice la ecuación 1 cuando se hacs vá

riar S (Fig. 37), son cualitativamente similares a las experimentales

(Fig. 21); a medida que aumenta 1a concentración del inhibidor, disminu

yen la afinidad aparente y la V en ambos casos. Además, cuando se hizo

variar I en la ecuación (l) se obtuvieron curvas sigmoides, cuyos coefi

cientes de Hill fueron independientes del nivel de S (Fig. 38); a mayo

res concentraciones de éste, las curvas se desplazan a la derecha (aumeg

ta el I Estas curvas son similares a las mostradas experimentalmeg0.5)'
te en la Fig. 24. De esta manera, el modelo permite explicar el efecto

cooperativo del inhibidor y las interacciones entre las afinidades apa 

rentes del ligando alostérico y del sustrato, aún cuando este último no
exhibe efecto cooperativo.

El efecto de los compuestosque revierten 1a inhibición se pue

de interpretar considerando que éstos se unen al sitio alostérico, compi
tiendo con el inhibidor pero no induciendo cambios conformacionales que

afecten la actividad catalítica y la afinidad por el sustrato. Deesta
manera, el estado conformacional final que adquiere la proteina a1 unir

se un ligando a un determinado sitio, depende de la estructura del com—

puesto que se una; ésta es una suposición importante del modelo de
Koshland.

Incorporando al esquemaI las especies moleculares que tienen

unido el reactivador, se tiene:
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Fig. 37. Gráficos teóricos obtenidos utilizando la ecuación (1); se oonsiig
r6 que Ka - KB' y que Kil - Kií a 10 y K12 - l.

o ..

-o.4 LA
>

> l
a.

\\__,/ ‘(78 b
6.
Dsl

-foz h

Fig. 38. Gráficos de Hill
obtenidos utilizando la e
cuación (1). Los valores
asignados a las constantes
fueron similares a los de
tallados en la Fig. 37.
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m
E7?:;::é::::fi?fR5-———5———q>p

x

IN K'

IN K,

Esquema II

dondeKr representa la constante de disociación para las reacciones de R
(compuesto reactivador) con E y ES (el significado de las otras especies

es similar al del esquemaI). La ecuación de velocidad (ver apéndice),
se puede expresar como:

V¿[s1 [a]r)K K ÁV" s s _
1 ¿Sl ¿51+le [RJ+ts]m ¿Il + [112 (2)

K K K K K K. K. K. K.
8 r S r S 11 11 11 12

En ausencia del inhibidor 1a ecuación se transforma en:

V([TS{18- V[-2];(1¿"ll-Él) VB rv- __ ¿Er.______ _
1+LÉ¿+EÉJ-(1+%L)KJÍS]S I‘ I‘ s I' S r
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que reordenándola se reduce a la clásica ecuación de Michaelis-Menten.

Por lo tanto, el modelo predice que en ausencia del inhibidor, los com

puestos reactivantes no modifican la cinética enzimática; esta predicción

se Cumple en 1a Tabla VI y también en 1a curva control mostrada en la

Fig. 30.

Las curvas calculadas haciendo variar I en la ecuación (2) son

sigmoides; asignando diferentes valores a ‘%;, la cooperatividad de las

curvas no se modifica, pero aumenta marcadamente el 10.5 (Fig. 39). Así,
el modelo puede explicar el efecto de los aminoácidos reactivantes, que

se habian mostrado en 1a Fig. 25.

En otras enzimas alostéricas se observa frecuentemente, que las

curvas de saturación de un activador en presencia de niveles elevados de

un inhibidor alostérico son sigmoides (22). En cambio las curvas obten;

das cuandose varió la alanina en presencia de fenilalanina fueron de ti
po hiperbólico. El modelopropuesto permite interpretar esta cinética.

Así cuando se hace variar .3. en la ecuación (2), a un nivel fijo de i,
se obtiene una curva teóricarde reactivación marcadamentesimilar a la

autenida experimentalmente (Fig. 40). Ademásse puede demostrar que R

no modifica la inhibición producida por un inhibidor isostórico. En

efecto, incorporando las especies EIC y EICRque representan los comple

Jos de la enzima con el inhibidor competitivo (IC) y de la enzima con ig

hibidor competitivo y raactivador, se calculó la curva correspondiente

de la Fig. 40.

Comodijimos anteriormente, se ha comprobado en forma experimeg

tal que 1a enzima adquiere diferentes estados conformacionales cuando se

varia el pH; si se supone que el ligando alostérico induce un cambio con

formacional que depende de la configuración de la proteína (una suposi 

ción frecuente en las interpretaciones cinéticas de Koshland, por ejem 
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Fig. 39. Gráficos de Hill
obtenidos utilizando la e
cuación (2). Los valores
asignados e las constantes
fueron similares a loe de
tallados en la Fig. 37.

t? P

06 to 14
Loa.fï]

L 1

a6 _ ¡:0 Ic=o :r'

#> aa b

o 20 4o gïóo

F13. 40. CuIVasteóricas de reversión en ausencia o presencia del inhibi
dor alostérico o ieostárico. Loa cálculos se efectuaron utilizando la e
cuación (2) del modelo; los valores de las constantes fueron iguales a los
de la F13. 37.
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plo, véase ref. 204) el modelo también permite interpretar el efecto del

pH sobre el efecto cooperativo homotrópico de la fenilalanina. En otras

palabras, la suposición consiste en que al unirse el inhibidor al sitio

alostérico específico puedefacilitar,no modificar o entorpecer la u 

nión de 1a siguiente molécula al centro activo de la enzima, dependiendo

. este efecto del estado conformacional estabilizado por el pH. En efecto

asignando diferentes valores al grado de interacción entre los sitios

del efector negativo se puede obtener una familia de curvas cuyos coefi

cientes de Hill aumentan a medida que se incrementa el pH, como fue obtg

nido experimentalmente (Fig. 32).

Se debe puntualizar que el acuerdo cualitativo entre las pre 

dicciones teóricas y los resultados experimentales no constituye una prue

ba de la corrección del modelo. nsí, el hecho que la segunda molécula de

inhibidor se una al sitio activo no parece probable a primera vista ya

que no existe una analogía estructural evidente entre el PEPy el inhibi

dor. Sin embargo, esta suposición se efectuó porque el sitio activo de

la piruvato.quinasa muscular es considerablemente flexible, pudiendo ca

talizar, en presencia de ECOS,reacciones en las que intervienen sustra
tos marcadamentediferentes al P3P comoel fluoruro y la hidrozilamina;

los tres sustratos mencionados aparentemente se unen a un subsitio común

del sitio activo. Además, esta suposición, permite formular un modelo

considerando solamente un sitio alostérico y un sitio activo. Otras su

posiciones, comoque Ki' a Kil y Ks = K; son arbitrarias, pero no exis 
tiendo ninguna bass para asignarle valores reales se supuso la igualdad.
A pesar de estas limitaciones resulta particularmente interesante el he

cho quo un modelo relativamente simple como el propuesto y ecuaciones

deducidas en base a suposiciones Michaelianas, permiten predecir cualita
tivamente todos los resultados cinéticos obtenidos mientras que éstos no

pueden interpretarse en base al modelo propuesto por Monod, Wyman y
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Changeuz(22) para explicar los sitemas alostéricos K y V.

Comose habia mencionado previamente, la piruvato quinasa de

músculo está formada por cuatro subunidades pero sólo se ha demostrado

que se unen dos moles de PEP 6 Mn++por mol de enzima; este hecho sugie

re que la enzima tiene dos sitios activos y que un par de subunidades

dan lugar a un protómero (119). Asi, la enzima podría considerarse como

un oligómero formado por dos protómeros, cada uno de los cuales se puede

resolver en dos subunidades. En base a los máximoscoeficientes de Hill

obtenidos para la fenilalanina se puede sugerir que existen dos sitios

interactuantes para el efector negativo. Si esta estimación es correcta

podria concluirse que cada protómero de la enzima diapone de un centro

oatalitico y de un sitio para el inhibidor. Considerando el modelo cinÉ
tico propuesto se puede especular con la posibilidad de que la interac 

ción alostérica se produce entre las subunidades que forman cada protómg

ro, mientras que la relación interprotomérica es de menorsignificación
en la expresión cinética de los efectos alostéricos.

Se debe puntualizar que los datos cinéticos no son suficientes

para dilucidar completamente los mecanismosde reacción. Evidentemente,

será necesaria mayor información experimental antes de aceptar 1a hipótg
sis propuesta. Seria de particular interés realizar estudios termodiná

micoe comolos efectuados por Changeuxy col. (205) con la aspartico 

transoarbamilasa, los cuales permitirían conocer con exactitud, el núme

ro de sitios para cada ligando comoasi también determinar las curvas de

saturación sin las suposiciones inherentes a los estudios cinéticos.
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APENDICE

Deducción de la Ecuación General del Modelo Propuesta

para la Piruvato Quinasa de Músculo

Enpresencia de I (inhibidor alostérico), IC (inhibidor isosté
rico) y R (compuestoreactivante) se tendrán los siguientes equilibrios
que permiten calcular la concentración de cada especie molecular de la
enzima:

E + S‘=,ES ¡ ES -—— (1)
K e

E I
E + IhEI g EI]: = (2)

K
i1

EI I
EI + I‘_———,E12 i m2 = (3)

Ki
2 _

SEI + S‘_—_EIS ; EIs -L— (4)
K 3e

E + R¿—-ER 3 ER - E R (5)—r
Kr

ER + s 4-—_,Ems 3 ERS - En S (6)
Ks

I
E + Ic-‘._—,E:[C ; EIC ._É__°_ (7)

K.lc

ER + IC:ERIC ; ERIC=—E—i— (8)
K.
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considerando que KB- K; en la ecuación (4).

La ecuación de conservación ee puede expresar como:

Et-E+IB+EI+E12+EIS+ER+ERS+EIC+ERIC (9)
donde Et representa la concentración total de enzima.

La ecuación de Velocidad inicial es:

v =k + (10)
donde k es la corre5pondiente constante de velocidad.

Utilizando;las ecuaciones (1) a (9) ee puede reemplazar en la
(10), obteniéndose la ecuación de velocidad:

S S .R

V . KB + Ka Kr)
V : 2 (11)

1+EL +'E- + I + I S + 5- + R S +«Eg -+ IC
K K. K, K. K. K K K K K. K K

e il 11 12 11 e r r e ic r ic

a partir de la cual se obtuvieron las ecuaciones para calcular las our 
vas teóricas.

En ausencia del IC (inhibidor competitivo), la ecuación (ll) se
reduce a:

s sn
V ' (T+KKB sr

v- (12)
1+5+1 + 12 +I.S+R+RS

ía Ki Ki Ki K. KS ïr KrKs
1 1 2 11

que fue la ecuación utilizada para el cálculo de las Fig. 39 y 40.

En ausencia de IC y R, se tiene:
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v s K-l
B

v - (13)

1 +.E. + E. + {.2Ïz +.E_¿_É.
Ka K1 i i K1

1 1 2 1

que fue la ecuación utilizada para. el cálculo de las Fig.. 37 y 38. Como

se vió en el texto, en ausencia de I la. ecuación (13) se transforma. en

la clásica ley de MichaelisAMenten.

Los gráficos de Hill se calcularon en base a la. identidad:

v _
V-v Z V1’?
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