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1 INTRODUCCION 

En 1956, Le10ir y Cardini (1) describieron por 

primera vez la transformación enzimática de la glu­

couamina-6-fGQfat~ ( GlcN6P ) en fructosa-6-fosfato 

( Fru6P ) y NH 3 en preparados de riñón de cerdo. La 

enzima, que cata1iza la siguiente reacci6n: 

G1cN6P + Fru6P + 

fu~ purificada parcialmente por estos autores por -

fraccionamiento salino con sulfato de amonio. Tam­

bién demostraron la reversibilidad de la reacción, 

y el efecto activador de la N-Acetil D-glucosamina 

6-fosfato ( GlcNAc6P l. Ente efecto es discutido -

por los autores como el de una posible coenzima, 

que participaría en la reacción. En eza época, no 

se había desarrollado la teoría alostérica, que ac­

tualmente nos permite replantear este fenómeno como 

de caracter regulatorio. Posterior.mente, Comb y 

Roseman (2l estudiaron la enzima en E.coti, de do~ 

de la purificaron parcialmente a partir de bacterias 

cultivanas en glucosamina corno única fuente de car­

bono y nitrógeno. El procedimiento de estos autores 

consistió en el fraccionamiento del extracto crudo 
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con sulfato de protamina seguido de cromatografía 

en columna de intercambio catiónico¡ en este tra­

bajo se describen algunas propiedades fundamenta­

les de la enzima, y la activación por GlcNAc6P, -

que es se~ejante a la descrita en la enzima de 

riñón de cerdo. La actividad de esta enzima ha -

sido demostrada también en diferentes tejidos y -

organismos, incluyendo cerebro humano (3), Pnoteu~ 

vu.tgaJtü (4), Ba.c..i.llu¿¡ .6ubU.e.ü (5), Mu.6c.a. domé~­

~.i.c.a (6), Vno.6oph.i.la. v.i.h.i.ll.6 (7), Aehobacten c.loa­

c.ae f.8) y B.i.ph.i.do bac..(.eJL.i.um blp{¡ydum (9). 

La enzima fué denominada inicialmente como -

glucosamina 6-fosfato dcsaminasa, y en los prime­

ros trabajos fu§ considerada fundamentalmente co-

mo una enzima c~tübólica, capaz de úatalizar una 

reacción necesaria para la utilizaci6n de los car 

bono3 de la glu~os~mina en el metabolismo energé­

tico. La comisióñ de enzimas de la Uni6n Interna 

cional de Bioquímica, la ha clasificado actualmen 

te en la clase 5, de las isomerasas, con el nom­

bre de 2-amino-2-desoxi-D-glucosa-6-P-cctol isome 

rasa, y el número de clasificaci6n 5.3.1.10. 

Se recomendó también como nombre común el de glu­

cosamina 6-fosfato isomerasa ( desaminasa ). 
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También se la menciona frecuenternenté en la lite­

ratura corno glucosamina desarninasa. 

El carácter reversible de la reacción, ha 

llevado a plantear el posible papel biosintético 

de esta enzima, es decir, su capacidad para ini­

ciar la formaci6n de aminoazúcares y sus deriva­

dos a partir de un intermediario glucolítico, la 

Fru6P. Se conoce otra enzima, que cataliza otra 

reacci6n de una manera irreversible, que ha sido 

reconocida desde hace mucho tiempo (10, 11) como 

la ruta de fOL~aci6n de la GlcN6P. Esta reacci6n 

es: 

Fru6P + Glutamina ~ GlcN6P + Glutámico 

y la enzima ccrre~pondiente, se denomin6 inicial-

mente como una transferasa, de la clase 2: gluta­

mina-Fru6P amido ~ransferasa (E.C.2.6.l.l6. ). 

Actualmente se ha reclasificado como isomerasa, y 

se denomina glucosamina 6-P isomerasa ( formadora 

de glutamina ), E.C.5.3.1.l9. 

Sin embargo, la isomerasa desaminasa, puede 

cumplir también un papel .en la formación de la 

GlcN6P. Es necesario tener en cuenta la constan­

te de equilibrio de la reacci6n, ( Keq = (GlcN6P)! 
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-4 (Fru6P) (NH 3) = 1.8 x 10 M (~) ) y el hecho de -

que la etapa siguiente en la vía de síntesis de -

los arninoazúcares (fig. a) es la N-acetilaci6n de 

la GlcN6P con acetil CoA, para formar GlcNAc6P. 

Esta última reacción es muy exergónica ( ~ G~ del 

orden de las -8. O KCal/mol, (12), de modo que 

acoplada a la aminaci6n-isomerizaci6n de la Fru6P, 

permitiría la formación de aminoazúcares a partir 

de intermediarios glucolíticos sin intervención de 

la enzima que utiliza glutamina. 

Esta idea se ha visto confirmada por Holmes 

y Russell (13), quienes aislaron mutantes de E.eoLi 

K 12, carentes de la isomerasa, dcpendi:ntes de la 

glutamina. También se ha mencionado la existencia 

de esta enzima en dípteros <.6, 7). En ambos casos, 

la formación de &üinoazúcares para la ~~ntesis de 

componentes de la p0.:..' - " h"lct:p.riana e mureína y li­

popolisacáridos ) o del exoesqueleto de la quitina, 

dependería únicamente de la actividad de la 91uco-

saroina 6-fosfato isomerasa ( desaminasa ). 

Estos resultados, llevan él replantear el inte 

rés en las funciones biosintéticas de la glucosami 

na 6-fosfato isomerasa desaminasa. La existencia 

de un regulador alostérico, puesta en evidencia 
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ENZnlAS 

ABREVIATURAS 

Glc glucosa 

Gal galactosa 
Man rnanosa 

glCN ; glucosarnina 
Fru fructosa 

gln ; glutamina 

AcOH ; ácido acético 
CoASH ; coenz1ma A 

PEP fosfoenol piruvato 

NAN ác. N-acetil neurarnínico 
Nl\.H 5.c. N-acetil murámico 
MPS rnucopolisacaridos 

Pi fosfato 
PP ; pirofosfato 

l. glucosarnina 6-fosfato isomerasa dc?endiente 

2. Glucosamina 6-¿osfato isomerasa (desaminasa) 

3. Glucosamian cinasa, solo descrita en Sch¡~~o~oma 

mal16on'¿ E, C.2.7.1.8. 

4. N-acetil glucosamina cinasa 2.7.1.59. 

5. GlcNAcGP acetil hidro1asa E.C. 3.5.1.25. 

6. Acetil transferasa E.C. 2.3.1.4. 

7. GlcNAc transferas E.C. 2.3.1.3. 

B. fosfoacetil glucosamina mutasa E.C. 2.7.5.2. 

9. UDP-GlcNAc pirofosfori1asa 

10. N-Ac-g1ucosamina accti1 hidro1asa E.C. 3.5.1.33. 

11. UDP-G1cNAc 2-epimerasa E.C. 5.1.3.14. 

12. Pirofosforil-doliquil-di-p-G1cNAc sintetasa 

13. UDP-G1cNAc 4-epirncrasa E.C. 5.1.3.7. 



desde los primeros trabajos sobre esta enzima (1), 

nos pone frente a un sistema alostérico reversible 

con significación funcional en ambos sentidos, lo 

que constituye una situación excepcional en el me 

tabo 1 i SIOO • 

La reacción en s!, también es una situaci6n­

excepcional. Se trata de una isomerización ceto-­

aldólica acoplada a un proceso de aminación-des~ 

minaci6n (reacción de Amadori, (14» de la cual -

esta enzima constituye un único ejemplo biológico. 

En uno de los últimos trabajos significativos so­

bre esta enzima, Hilderfort y Rose (15), estudiaron 

la estereoquímica y el mecanismo químico de la reae 

ción catalizada por la isomerasa desaminasa. 

Con este fin, utilizaron el preparado parcialmente 

purificado de C~r.~ y Roseman (2) en 1958. 
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11 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS 

De esta enzima aún no se han publicado puri­

ficaciones totales, de ninguna fuente animal o mi 
crobiana ni existen en consecuencia, estudios es­

tructurales sobre la misma. 

El presente trabajo forma parte de un estu­

dio mas amplio de esta enzima en E.col~ que abaE 

ca aspectos cinéticos y mecanísticos. Su objeti­

vo consiste en desarrollar una ruta de purifica­

ción total que permita obtener cantidades sufi­

cientes de la enzima, y reunir al mismo tiempo i~ 

formación cinética y estructural fundam~ntal para 

apoyo del programa general de trabajo. Esto in­

cluye el estudio de la cinética de velocidades 

iniciales (en ausencia de productos ) en ambos -

sentidos de la reacci6n, y de la variaci6n de 

los parámetros cinéticos con el pH para estable­

cer las condicion~s de trabajo en el futuro. Des 

de el punto de vista estructural es también impoE 

tante conocer el coeficiente de absortividad de -

la enzima pura, a los efectos de establecer en ca 

da experimento su conccntraci6n precisd. Esto se 

hará ventajosamente, estableciendo la composición 

de aminoácidos de la enzima. Este dato además de 
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su interés por s~ mismo y corno refer.encia para 

apoyar consideraciones de biología comparada, pe~ 

mitirá calcular con precisión la masa de la protef 

na colocada en la muestra analizada, lo que es el 

fundamento de la medida del coeficiente de absor­

tividad molar. Asimismo con la composición de 

aminoácidos se podrá calcular el volumen específ~ 

co de la proteína que es un dato importante para 

estudios de sedimentación en la ultracentrífuga 

analítica. Otro objetivo del estudio es el de 

conocer el punto ü:oeléctrico y el peso molecular de 

la proteína nativa, su posible composición en sub 

unidades, y el peso molecular de las mismas. 

El trabajo se desarrollará con la bacteria 

E.eoli debido a su facilidad de cultivo y el ca­

rácter adaptativo de la síntesis de la glucosami­

na 6-fosfato isomerasa, cultivada en un medio in­

ductor con glucosamina como única fuente de carbo 

no y nitrógeno. 
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I II MATERIALES 

Las enzimas, las proteínas y los derivados de 

carbohidratos se adquirieron a Sigma Chemical Co. 

(Estados Unidos), los demás reactivos fueron de 

pureza analítica y se compraron a Baker y a Merck 

de México. Los geles de filtración molecular y de 

intercambio i6nico, así corno los anfolitos para 

electroenfoque ( "Pharrnalyte" ) fueron productos -

de Pharrnacia Fine Cheroical ( Suecia). El Ultro­

gel AcA 34 se adquiri6 a LKB Produkter ( Suecia l. 

La GlcN6P con anhidrido acético en soluci6n de bi­

carbonato de sodio, y purificada por cromatografía 

de intercambio i6nico en Dowex l-acetato, de acuer 

do al procedimiento de Leloir y Cardini (l). La­

pureza del producto se verific6 por cromatografía 

en capa fina sobre placas de celulosa microcrista­

lina usando el si~~iente sistema como disolvente: 

etanol, 5; acetato de amonio 1M, 2; ácido acético, 

1; agua l. En este sistema la GlcNAc6P tiene un -

Rf de 0.60 mientras que el producto sin reaccionar, 

la GlcN6P migra con un Rf de 0.50. Las placas se 

revelaron para aminoazúcares con ninhidrina y para 

N-acetil aminoazúcares con la reacci6n de Elson y 
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Morgan D.6). Ademlls. se usaron revelados de tipo 

general corno los vapores de yodo y el rociado con 

ácido sulfúrico 5N segu~do de calentamiento. 

La matriz de afinidad se prepar6 enlazando -

GlcN6P y epsilon-amino-caproíl agarosa ( 2 meq. -

de grupos acidos por mI. de gel empacado, adquiri 

do a Sigma Ca. ) por acoplamiento con carbodiimida. 

La suspensi6n de agarosa en agua destilada a pH -

4.5 se mezcló con GlcN6P ( forma ácida) para dar 

una concentraci6n final de 100 ::nM, luego el pH se 

reajustó a 4.5. La reacción se efectuó a temper~ 

tura ambiente en la presencia de 0.2 mmol/ml de -

cloruro de N-etil-N'-3-dimetil amino-propil-carb~ 

dii11lida, du::ar.::'e doce horas. El gel se lavó con 

amortiguador Tris-HCl Q.1 N a pH 7.25 ( 25°C 

que conten!a NaC1 0.1 M. Des~u€s de su uso el 

gel fué lavado de la misma manera, adicionado con 

un volumen de glic~ro1 y almacenado a -20°C. En -

la figura b se muestra la estructura del compone~ 

te activo de este medio cromatográfico de afinidad. 

La E.eoti B se cultivó en condiciones aeróbi 

cas a 36'?C y pE 7. O, gl ucosamina 0.05 l>1 como única 

fuente de carbono y nitr6geno, en el medio mineral 

descri to por Comb y RDseman <'2). El cul ti vo se -
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H,OH 

Agarosa 

Figura b . Estructura de la matriz de afinidad 

utilizada para la purificaci6n de la 

glucosamina 6-fosfato desaminasa. 



realizó simultáneamente en tres fermentadores de 

14 litros que contenían 10 litros de medio oxig~ 

nado por aire a 5 litros/minuto y un pH constan­

te de 7.0 mantenido por adición automática de 

NaOH 5N ( sistema labroferm ). La masa celular 

de E.cotl se colect6 al final del período de cre 

cimiento y se almacen6 a -2QoC hasta su uso, pe­

ro no por mas de dos semanas. 
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IV METonos 

IV.1 Medidas de actividad enzimática 

Las determinaciones enzimáticas de rutina fu~ 

ron hechas en la dirección de la formación de la 

Fru6P ( sentido catabólico en una mezcla de reac 

ci6n de 200 microlitros, que contenían amortigua-

dor Tris Hel 75 m}l pH 7.7, GlcNAc6P 0.85 mM Y can-

tidades variables del sustrato, GlcN6P. Las reac-

ciones se iniciaron agregando la enzima e incuban-

do a 30°C por un tiempo fijo y parando la reacción 

agregando 2. O ml de HCl 10N. La Fru6P se determi­

nó por el método de Roe (J.7l agregando resorcinol 

y leyendo a 512 nm, luego de incubar dUiante ., . 
I Inl.""" 

nutos a 70°C. Este procedimiento también se usó -

para hacer la mn";::::: ¡JJ.rte ¿¡e las determinacionc:} 

cinéticas, efectuando las correcciones por consumo 

de sustrato cuando era necesario, de acuerdo al 

procedimiento de Lee y \'1ilson (lB), pero evitando 

siempre tener reacciones con grado de avance mayor 

del 5%. Las velocidades de reacción en esta direc 

ción también se determinaron espectrofotométrica-

mente por medio de un ensayo acoplado con la enzi-
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ma glutarnato deshidrogenasa, para medir la forro~ 

ción del NH3 . Comunmente la mezcla de reacci6n 

( 350 microlitros ) contenía amortiguador Tris­

HCl 75 mM, pH 7.7, NADH 0.15 mM, alfa-cetogluta­

rato 12 mM, GlcNAc6P 0.15 mM, concentraciones 

variables de GlcN6P y una cantidad de glutamato 

deshidrogenasa de hígado de bovino que fué esti­

mada como lo proponen Storer y Cornish-Bowden 

(19). La desaparición del NADH fué registrada -

por medio de un espectrofotómetro registrador 

de doble haz, pye unicam SP-8-10Q. 

En la dirección biosintética de la reacción, 

las velocidades se midieron analizando ¡a GlcN6P 

formada en un tiempo fijo. Cada mezcla de reac­

ción de 200 microlitros contenía amorti~uador 

Tris-Hel 75 mM, pH 7.7, GlcNAc6P 0.85 mM, Y con­

centraciones variables de los sustratos, Fru6P y 

NH3 ( como NH 4 , en solución acuosa ajustada con 

alcali al pH de la mezcla}. La reacci6n se de­

tuvo por inmersión de los tubos en un baño hir-

viente a 92°C, Y la GlcN6P se midi6 con una roadi 

ficaci6n de la reacci6n de Elson y Morgan descr.:!:, 

ta por Reissig (20), usando plancos sin enzima p!!. 

ra corregir la lectura por la presencia de 
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GlcNAc6P en la mezcla de reacci6n. El avance to 

tal de la reacci6n siempre se controló y cuando 

fué necesario se hizo la corrección por grado de 

avance de acuerdo a la ecuaci6n de Lee y Wilson 

(18). La unidad de actividad enzirnática se defi 

ni6 en el sentido catabólico como la cantidad 

que cataliza la formación de u.n micromol de 

Fru6P en un minuto a 30e a pH 7.7 • Se realizó 

también un método de ensayo espectrofotométrico 

acoplado en el sentido biosintético de la reac­

ción, basado en el hecho de que la glucosa 6-fo~ 

fato deshidrogenasa es capaz de actuar también 

sobre la GlcN6P, produciendo el 2-desoxi-2-amino 

derivado del ácido glucosamínico 6-fosfato. El 

Km para ambos sustratos es semejante, y el ensa­

yo no ofrece dificultades corno método de cuanti­

ficación enzimática de la SlcN6P. El sistema 

contiene Fru6P, NH 4Cl, NADP, glucosamina 6-fosf~ 

to deshidrogenasa, glucosarnina desaminasa y un -

amortiguador de Tris-HCl pH 7.7; luego se regis­

tra la formaci6n de NADPlI a 340 nro, en un espec­

trofotómetro de celdas ter.rnostatizadas a 30°C. 

Sin embargo, su empleo para la medida de la acti 

vidad enzimática en el sentido biosintético se -
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ve obstaculizada por dos problemas. Uno de ellos, 

es que la Fru6P comercial, adquirida a Sigma Che­

mical Co., contiene hasta 0.1% de glucosa 6-fosf~ 

to como impureza, y que se trata de un componente 

muy difícil de eliminar. Otro inconve~iente, es 

que el método s6lo resulta aplicable a la enzima 

en ausencia de su activador alostérico, GlcNAc6P, 

ya que éste es también sustrato de la glucosamina 

6-fosfato deshidrogenasa. El producto formado en 

este caso, es el acido 2-desoxi-2-N-acetil amino 

glucónico 6-fosfato cuya existencia o significa­

ción no ha sido reportada. 

IV.2 Medida de la concentración de proteínas 

Durante los primeros pasos de la purificaci6n 

se midió la concentraci6n de proteínas por el mé­

todo turbidimétrico de BÜcner (2l). También se 

ut:j:li zó el método de Bradford (221 basado en el -

cambio de color del extracto ácido del azul de 

coroassie G en presencia de proteínas. En los dos 

casos se utilizó como patr6n de referencia a la 

albúmina de suero de bovino. En el caso de la 
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enzima obtenida pura, y luego de establecer su -

coeficiente de absortividad, siempre se calcu16 

la concentración en base a su absorci6n a 275 uro, 

en amortiguador Tris-Hel pH 7.7. El coeficiente 

de absortividad roolar usado fué de B.l x 10 4 

( El % 4.55 ) calculado en base a los datos de 

composici6n de runinoácidos. 

IV.3 Electroforesis en gel de poliacrilrumida 

Las electroforesis en condiciones no desnatu 

ralizantes se efectuaron en placas de gel de poli 

acrilamida con gradiente de poro ( PAi\4/30, Phar­

macia) a lDoe en amortiguador Tris-b6rico 90 mM 

pH 8.35 con Na2EDTA 5 mM, a 125 volts durante 16 

horas. Simult5~8~~8nt8 se corrieron varias pro-

teínas de referencia, y las bandas proteicas se -

detectaron tiñiendo con azul brillante de comassie 

G (23). 

Las electroforesis en condiciones desnatura~ 

lizantes se desarrollaron en presencia de dodecil 

sulfato de sodio al 0.1% en placas de 18 x 14 x 

0.07 cm. usando gel de empaque al 6% y gel de se­

parél,ci6n al 11.4% Y un sistema discontinuo de amor 
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tiguadores modificado de acuerdo a Laemmli (241. 

Las placas se tiñieron con azul brillante de coma 

5sie G o R al 0.2% en solución de ácido acético 

al 10% e isopropano1 al 20% durante 12 a lB horas. 

El mismo disolvente se utiliz6 para desteñir los 

ge1p.s, en presencia de una lámina o trozos de es-

puma de po1iuretano que absorbe el colorante. Es 

to permite economizar disolvente y evitar los cam 

bios de lfquido (25). 

IV .4 Electroenfoque analítico en capa fina de 

Poliacrilaroida. 

* Se corrieron geles al 5% de concentración y 

* al 2.6% de entrecruzamier,to con anfoli tos de PhaE. 

::1a:=ia Fine Chemica1s, pII 6 - B 6 3 - ') ~·.'_~~.:::n.a­

lyte)., diluidos y usados de acuerdo a las instruc 

ciones del proveedor. Las placas se enfocaron a 

25 watts durante 6 horas a 4°C, luego se fijaron 

y tiñieron de acuerdo al método de Malik y col. -

(261, o con ro6todos convencionales con azul bri -

lIante de comassie G. También se realizó electro-

enfoque analftico en placas delgadas de poliacri! 

* % de concentración = acrilamida + rretilenbis acrilamida 

% de entecruzamiento = rootilenbis / % de concentraci6n. 
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amida (pH 6-8) en presencia de .urea 6M y trit6n 

X-lOO al 2% óajo las mismas conaiciones de corri 

da. 

IV .5 Ultracentrifugación 

Las ultxacentrifugaciones en gradiente de -

densidad de sacarosa se hicieron como lo descri­

ben Martin y Ames (271, a 290 000 x g y 5°C en -

amortiguador Tris-HCl 50 mM, pH 7.7 usando un ro 

tor Beckman 5\'1-50 a 50 000 revoluciones por min~ 

to durante diez horas en tubos de nitrato de ce­

lulosa de 5.0 ml. de capacidad. El contenido de 

los tubos se analiz6 colectando fracciones dGs~ 

pués de perforar le el fondo. 

También se hicieron centrifu'J~~~.2.::::):; _.~ :;::::!. 

diente de densidad en presencia de monómeros de 

poliacrilamida, un procedimiento modificado (28), 

basado en una idea de Jolley y col. (29). En 

esta técnica se polimeriza por fotocatálisis des 

pués de realizar la centrifugaci6n y el gel se -

colorea por los métodos sefialados para proteínas. 

Para calcular el coeficiente de sedimentación y 
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el peso molecular se utilizaron como referencia 

las siguientes proteínas: hemoglobina humana, al­

dolasa de músculo de conejo y catalasa de eritro­

citos humanos. Los resultados se graficaron de -

acuerdo al procedimiento descrito por Calcagno y 

Rendón (3D), para calcular el peso molecular. 

IV .6 Cromatografía analítica de filtración en 

gel 

El peso molecular aparente de la glucosamina 

6-fosfato isomerasa de E.cot~ se estimó a partir 

de su volumen de eluci6n en una columna calibrada 

de Ultrogel AcA 34. El tamaño de la columna fué 

de 1.6 x 100 cm. y el gel fu~ equilibrado con aroo~ 

tiguüdor Tris·-HCl 75 roH, pH 7.7 a 4°C. Las protef. 

nas que se usaron~corno referencia fueron la rniogl~ 

bina de caballo, la hemoglobina humana, la aldola­

sa de músculo de conejo y la catalasa de hígado de 

bovino. Los perfiles de eluci6n se determinaron 

registrando la absorbancia del eluido a 280 nrn. 
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IV .7 Análisis de aminoácidos 

Todos los análisis de aminoácidos fueron rea 

l~zados por el Dr.Gui1lermo Ramírez de la Unidad 

de Análisis y Secuenciaci6n de Proteínas en el 

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. 

Las muestras de proteínas se hidrolizaron a 1lQ oe 

en una soluci6n de HC1 5.7N <. mezcla de punto de 

ebu1lici6n constante 1, durante 24, 48 Y 90 horas. 

Los aminoácidos se cuantificaron por medio de un 

analizador de aminoácidos Durrum D-500. La cis­

teina y media cistina se determinaron como ácido 

cisteico a partir de las muestras de proteína 

previamente oxidadas con ácido perf6rmico (31) e 

hiurolizando en Hel 5.6N durante 20 horas a llOoC. 

Los valores de treonina y &erina se corrigieron -

por extrapo1aci6n a tiempo cero y el resto de los 

aminoácidos se calcularon en base a su valor me­

dio. El análisis del tript6fano fué hecho por 

hidr61isis de la enzima en ácido metanosu1f6nico 

4.QN con 0.02% de 3-(2-aminoeti1) indol (32). 

El ácido perf6rroico se prepar6 en el momento de 

uso mezclando 0.5 ml. de H20 2 ( 30 vol. con 9.5 

ml. de ácido f6rroico al 29% y se incub6 a 25°C 
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antes de su uso. También se calculó la concen-

tración de triptófano en la proteína sin hidroli 

zar en NaOH 0.1 N mediante el método de Goodwin 

y Morton (33). 

IV .8 Diagrama del Proceso de Purificación y -

Caracterización de la Glucosamina 6-fos-

fato isomerasa ( desaminasa ) de E.col~ 

fuente: E.col~ B 
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V RESULTADOS 

V.l PurificacIón de la enzi~a 

La enziwa se purific8 por el siguiente proce~ 

dimiento efectuando todas las operaciones a una 

temperatura constante de 4°C. Las células bacte­

rianas centrifugadas e 150 - 250 g. de peso húmedo 

en una preparación típica } se lavaron dos veces -

con Rel 0.15 M, Y se desintegraron por oscilación 

ultrasónica con tres volúmenes de amortiguador fo~ 

fato de potasio 50 mM pH 7.0. Luego el extracto -

fue centrifugado a 48 000 x g. durante una hora, y 

el sedimento se someti6 a un nuevo ciclo de rotura 

y centrifugación. A los sobrenadan tes recogidos, 

se les agreg6 una soluci6n de sulfato de protamina 

0.5% bajo agitación suave, en una proporción de 

0.3 rng. de sulfato d~ protamina por mg. de proteí­

na. Después de 15 minutos se centrifugó el preci­

pitado fo~ado ( 48 000 x g. durante una hora ), -

el sobrenadante se ajust6 a un pH de 7.0 con una -

solución de NH 4011 5N Y se agregaron 225 mg/ml de -

sulfato de amonio ( equivalente a 40% de satura­

ción a 4°C ) el precipitado se recogi6 por centri-
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fugación e 25 UOO Yo g. durante 5 minutos 1 al so~ 

brenadante decantado se le agregaron 89 rog/ml de 

sulfato de amonio y el precipitado que contiene -

la enzima se recogió por centrifugación para des­

pués disolverlo en un volumen mínimo de amortigu~ 

dor de imidazol-HCl 50 mM, pH 7.4 a 4°C. El sul­

fato de amonio se eliminó por cromatografía de 

filtración molecular en una columna de Sephadex 

G-25 equilibrada con el mismo amortiguador y de -

esta manera preparar la muestra para la cromato­

grafía de intercambio i6nico. En algunas prepa­

raciones esta etapa se sustituyó con una diálisis 

de 6 horas' ( con un cambio de medio de di~lisis a 

las 3 horas 1 contra 50 a 70 volúmenes de amorti­

guador de imidazol-HC1, bajo agitación a 4°C en -

una membrana de diálisis Spectrapor 4, con un cor 

te a los 10 000 daltones de peso molecular. La 

muestra se aplicó en una columna de DEAE Sephacel 

equilibrada con el mismo amortiguador de iroidazol. 

La eluci5n se llevó a cabo con un gradiente con­

vexo, formado con una bomba peristáltica de tres 

canales t Pharmacia modelo P-3 ), de acuerdo al -

método de Lakshmanan y col. (34), de O a 0.25 M, 

manteniendo constante la concentración del amorti 
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guador. De esta manera la enzima sale como un solo 

pico cuando la concentración de NaCl es de 0.095 -

O .10 M (figura c) Las fracciones eluidas que tenían 

una actividad enzimatica especifica mayor de 20 

25 unidades mg de proteína, se recogieron para agr~ 

garles 0.45 mg/ml de sulfato de amonio y de esta ma 

nera concentrar las proteínas por precipitaci6n. Lu~ 

go el precipitado se disolvi6 en un volumen mínimo 

de amoriguador Tris-HCl 0.1 M pH 7.25. 

La soluci6n S0 aplicó en una pequeña columna­

de un mI preparada con la matriz de afinidad de eps~ 

lon-amino-N-caproíl-D-glucosamina 6-fosfa~o agarosa, 

contenida en una jeringa desechable del tipo para i~ 

sulina. La matriz de afinidad se us6 en una propor­

ci6n de un mI de gel por cada 10 mg de enzima pura. 

La columna se lavó con el amortiguador, y la enzima 

fué eluida con una solución de GlcNAc6P 1.0 mM pre­

parada en el mismo amortiguador. La enzima sale como 

un solo pico pronunciado, con una actividad especí­

fica constante de BaO - 900 unidades por mg de protef 

na. Se juntaron las fraccio"nes que contenían la­

enzima y se diluyeron con un volumen de glicerol y -

luego se almacenaron a - 20°C. 

Comparada con el extracto inicial, la enzima 

26 
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se purific6 1090 veces, con un rendimiento promedio 

de casi 50%. Se obtuvieron aproximadamente 12 mg de 

enzima pura a partir de 100 g. peso húmedo de célu­

las de E. cot~. En la tabla I se presenta un resumen 

de los pasos de purificaci6n. 

v. 2. Pureza de la enzima 

Después de efectuar la electroforesis en gel de 

poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de so­

dio 0.1 %, la preparaci6n enzimática reve16 una sola 

banda. En la figura di se muestran las electroferesis 

realizadas con este método para todas las etapas de -

la purificaci6n. De igual manera la electoforesis en 

gel de gradiente de poro ( 4-30% ) mostró una sola -

banda y lo mismo sucedió en la sedimentaci6n en la­

ultracentr~fuga en presencia de monómeros de poliacr~ 

lamida que fueron polirnerizados y posteriormente te­

ñidos. 

Todas las fracciones que corresponden al pico -

obtenido en la columna de cromatografia de ultrogel­

AcA 34 presentaron una actividad específica constan­

te y el pico fué simétrico. Las fracciones de eluci6n 

colectadas después de perforar los tubos de centrif~ 

ga en los experimentos de sedimentaci6n en gradiente 

de sacarosa, también muestran un solo pico con acti-
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ESQUEMA DE LA PURIFICACION DE LA GLUCOSAMINA G-FOSFATO ISOMERASA TABLA 1 

(DESAMINl\SAl DE ESCHERICHIA COLI D ( 100 9 de biomasa ). 

VOLUMEN PROTEINA UNIDADES ACTIVIDAD RENDIMIENTO PURIFICACION 
PROCEDIMI ENTO mI mg/m1 TOTALES ESPECIFICA No. VECES 

EXTRACTO INICIAL 315 21. O 3.55x10 3 0.56 100 1 

SULFATO DE PROTAMINA 350 6.25 3.41X103 1. 74 96 3.1 

SULFATO DE AMONIO 18.5 2l.0 3.08x103 8.25 "SS 14.9 
40 - 55 % Saturaci6n 

DEAD-SEPHACEL 4.0 5.3 1.96xl03 93.3 55,2 166. 

N-aminocapJ:o!l.,.. 0,5 5.8 1.76xl03 610,0 49.6 1090. 
Glucosa.mina .. 6-P 
a,gal:"osa 

UNIDAD u moles de Fru6P ~or~adas a partir de la G1cN6P, a 30°C, pU 7.7 (V max) 



EXTRACTO INICIAL 

SULFATO DE PROTAMINA 

SULFATO DE AMONIO 

40 a 55 % Saturación 

DEAE Sephacel 

N-epsilon-aminocaproil 
Glucosamina -P agarosa 

Figura d • Electroforesis en poliacrilamida en presencia 

de dodecilsulfato de sodio de las diferentes 

etapas de la purificaci6n de la enzima. 



vidad específica constante. También se encuentra -

una única banda en electroenfoque en gel de polia­

crilamida al 6' (pH 3-9 Y pH 5-8) Y en electroenfo­

que de p~ 3 a 9 en geles que contenían urea 6M y -­

tritón X-lOO 2%. 

v. 3 Estabilidad de la enzima 

La enzima purificada se almacen6 a - 20°C en -

amortiguador Tris-Hel 0.05 M a pH 7.25, NaCl 0.05 M, 

GlcNAc6P y glicerol a 50% (volumen/volumen); en es­

tas condiciones la enzima se mantuvo estable durante 

varios meses. En cambio si la enzima se m¡:lIltiene en 

el mismo pU pero precipitada en sulfato de amonio -

al 50%, la estabilidad es menor y la actividad enz~ 

mática se pierde gradualmente. Por otra parte en la 

electroforesis en gel de gradiente de poro y en la 

cromatografía de exclusión molecular, la enzima ya­

no mostraba la misma homogeneidad que en las condi­

ciones de almacenamiento anteriormente descritas. 
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V. 4. Peso molecular y composición de subunidades 

Se obtuvo un peso molecular por subunidarl de 

29"000 Dalton ( + 300 error estándar ) a partir de la 

electroforesis en gel desnaturalizante con dodeci1su1 

fato de sodio. Con este procedimiento se observó -

una sola banda 10 que indica que aparentemente las­

subunidades ti~en un peso molecular igual o muy s~ 

mejante (figura e). Empleando la técnica de electr~ 

foresis en gel con gradiente de poro se encontró -­

un peso molecular estimado en 190 000 + 2 500 (fig~ 

ra f). Mediante cromatografía de filtración molecu­

lar en u1trogel AcA 34 fué de 185 000 (figura g). -

En la u1tracentrifugación con gradiente de sacarosa 

la enzima muestra un coeficiente de sedimentación -

de 9. SS + 0.5, este valor fué calculado usando como­

patrones de referencia internos a la homoglobina, -

la aldo1asa y la cata1asa (figura h e i). Empleando 

este valor y de acuerdo a el criterio de Martín y -

Ames (27) el peso m01ecular asignado a la proteína­

por este procedimiento es de 190 000. Cuando los re 

su1tados de la ultracentrifugación se analizan de -

acuerdo al gráfico propuesto por Ca1cagno y Rendón 

(30) se obtiene un peso mo1ecular de 175 000 Daltones 

( figura j). 
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Figura e. Peso molecular de las cadenas polipeptfdicas 
de la enzima determirocb por lectroforesis en poliacrilamida en -
presencia de dodecil sulfato de sodio. La flecha indica la distan 
da migraél..:l. y el p;so llDlccular estirnacb. -

Patrones de calibración; 1. AlbGmina de suero bovir.o, 2. Catalasa 
de hígado de bovino, 3. Ovoalbúmina, 4. Anhidrasa caroonica de -
eritrocito, 5. Quimí tripsinÓJeno de cerdo, 6. Mioglobina de mús -
culo de caballo y 7. Citocromo C de rnfisculo de caballo. 
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Figura f. Peso Molecular de la enzima mediante gra­

diente de poro. La flecha indica la distancia migr~ 

da y el peso molecular correspondiente. 

Patrones de calibración: l. Ferritina de bazo de bo 

vino, 2. Catalasa de hígado de bovino, 3. Dímero de 

albúmina de suero de bovino, 4. Glutatión reductasa 

de ~p~4ut~na max~ma (dímero), 5. Albúmina de suero 

de bovino (monomero) y 6. Ovoalbúmina . 
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Figura g. 
Cromatograffa de la G1CNH26P desaminasa en una columna de ultrogel 

AcA 34, en Tris,:"HCl 75 ml1, pH 7.75 a 4°C. Columna de 1.6 x 100 cm 

eluida a un flujo contante de 4.0 cm h-1 • La flecha indica el valor 

de Kav y el peso molecular estimado para la enzima. 

Patrones de referencia: 1 - Catalasa, 2 - Fructosa 1,6 di-fosfato 

aldolilsil de T¡lúsculo de conejo, 3 - hemoglobina humana y 4 - Hioqlo-
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Figura j. 

Estimación del peso molecular de la glucosamina 6-fosfato desaminasa 

mediante ultracentrifugaci6n en gradiente de sacarosa en presencia 

de monomeros de poliacrilamida, seguida de polimerizaci6n y tinci6n. 

La flecha indica la distancia recorrida por la enzima y el corres -

pondiente peso molecular estimado. 
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suero ele bov i no. '1 - Ovo a 1 bCmí na, ;]-
6 - mioolobina de caballo 
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2 - Aldolasa, 3 - AlbuMina de 
lactoglobulina bovina , 



V. 5. Composici6n de mninoácidos 

La composici6n de aminoácidos de la glucosa­

mina 6-fosfato desaminasa se muestra en la tabla II 

A partir de este resultado y de acuerdo al método y 

datos publicados por McMe~kin y col. (35) se calcu-

16 un volumen parcial específico de 0.741 ml/g para 

esta enzima. El peso molecular mínimo calculado por 

composici6n de aminoácidos fué de 9872, 10 que co­

rresponde a un peso molecular por subunidad de 

29-406 Daltones. 

V. 6. Espectro de Absorci6n 

En la figura k se muestra el espectro de absor­

ci6n en el ultravioleta medio de la enzima en soluci6n 

a pH 7.7 En base a-la masa obtenida a partir del -

análisis de aminoácidos se calcu16 un coeficiente de 

absorbancia (275 nm), suponiendo un peso molecular­

de 178 000 daltones. 
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Aminoácido 

Asx 

Thr 
Ser 

Glx 
Pro 
Gly 

Ala 
Cysteic 
Val 

Met 

1le 
Leu 
Tyr 
Phe 

His 

Lys 

Arg 

Trp 

Acid 

Re5iduos por unidad 

27 

15 

10 
24 

9 

18 

21 

4 

20 

9 

12 

24 

8 

12 

12 

15 

11 

6 

TABLA II. COI>lPOSIC10N DE ruUNOACIDOS DE LA GLUCOSAf.UNA 

6-FOSFATO 1SOMERASA ( DESAMINASA ). 
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V. 7. Punto isoeléctrico 

Empleando el enfoque isoeléctrico analítico -

en placas delgadas de gel de poliacri1amida en un ~ 

intervalo de pll de 4 a 6, se encontró que el pH en­

el punto isoe1éctrico de la enzima fué de 6.0 (fi­

gura 1) • Cuando el enfoque isoe1éctrico se reali­

zó en gel de po1iacri1amida en un pH de 3 a 9 en -

presencia de urea 6M y Tritón X-lOO se confirmó 

el anterior resultado. 

V. 8. Actividad molecular 

La actividad molecular de la enzima se midió 

tanto en el sentido catab6lico como en el sentido -

biosintético de la reacci6n siempre con GlcN Ac6P 

1.85 yru1 a pH 7.7 • En ambos casos los resultados se 

obtubieron extrapolando los resultados cinéticos a 

concentración infinita de los sustratos, por otro -

lado la concentraci6n de la enzima se estableció 

mediante su absorbancia a 275 mm. De esta manera los 

valores formados fueron 44 • 2 seg - 1 en la dirección 

catabólica de la reacci6n y de 4.25 seg 1 en la _ 
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Figura 1 . Enfoque isoeléctrico en gel de po -

liacrilamida al 6 % en anfolitos pH 5 - 8 • La 

fecha indica la posici6n de la banda de protef­

na. Los puntos corresponden a medidas de pH re~ 

lizadas a distancias regulares (cada 5 mm) so -

bre el gel . 



dirección de la formación de la glucosamina 6-fosfato 

V. 9. Comportamiento cooperativo 

Los estudios cinéticos se hicieron en ambas di-

recciónes de la reacción. Cuando se estudiaron las -

velocidades en la dirección catabólica como una fun-

ción de la GlcN6P, se encontró que la enzima mostra-

ba una intensa cooperatividad (figura m). El grado -

de coopera ti vi dad se midi6 por medio del valor extr~ 

mo del número de Hill (Id, de acuerdo a Wyman (36). 

De esta manera se observó que el fenómeno de cooper~ 

tividad depende fue,rtemente del pH, como se muestra­

en la figura n. La cooperatividad resulta máxima en-

el intervalo de pH de 7.5 a 8.0 a 30°C (Tris-HCl), -

con un número de Hill ce~cano a 3.0. El valor de - -

SO.5 en estas condiciones es de aproximadamente 15 -

mM recuadro de la figura m), el valor de la constan 

te K' en la ecuación de Hill 
Sn 

equiva-v 
Vm K' + Sn 

le entonces n (15X10- 3) 3 a 50 . 5 M 

En la dirección biosintética de la reacción - -

también se presenta una cinética concooperatividad -
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5 10 15 20 

NGlc6P ( m M) 

Figura m • 

Velocidad inicial de reacci6n en función de la concentración de gluco-

samina sentido catab61ico de la reaeci6n l. 

---0------ En ausencia de activador. 

---e------ En prenencia de GlcNAc6P mM ( oH 7.7, 30·C l. 

Recuadro: Gr5fico de Hill de 105 mismos resultados. La velocidad mS -

>:ima utilizada para e5te grSfico se tomó de la curva correspondiente 

al experimento en presencia de activador. 
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Figura n. 

Variación del nGmero de Hill en función del pH. (sentido catabólico) • 



homotrópica positiva con respecto a la Fru6P, sin -

embargo el NH 3 se comporta como un sustrato de tipo 

Hichaeliano. El valor extremo del número de Hi 11 p!! 

ra la Fru6P, es independiente de la concentración -

de NH 3 y también depende del pH pero en un menor -­

grado y su valor se encontr6 de 1.3 a pH 7.7 ( fig~ 

ra ñ) • 

La GlcNAc6P funciona como un modelador alost~­

rico con efecto K positivo (figura o), en ambas di­

recciones de la reacción hace posible la eliminación 

del comportamiento cooperativo cuando está presente 

a una concentración suficiente como para saturar a 

la enzima ( figura p l. Este compuesto carece de 

efecto sobre el Km de NH 4Cl (figura q) . 

V. 10. Dependencia de los parámetros cinéticos con­

respecto al pH 

Ya se ha mencionado la dependencia de la coop~ 

ratividad con respecto al pH (figura nl. En el sen­

tido catab6lico de' la reacción y en presencia del -

activador alostérico, GlcNAc6P, la enzima presenta 
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h = 1.3 
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5 10 20· F6P mM 

Figura fi 

Reacci6n en sentido biosintético. Cooperatividad con respecto a la 

Fru6P, puesta en evidencia a trav~s del gráfico de Hill. Estos datos 

provienen de un experimento semejante al mostrado en la figura m 

Concentraci6n de NH 4Cl constante, 30 mM ( pH 7.7, 30·C ) • 
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Figura o. 

Reacci6n en sentido catab61ico. Representaci6n de los datos de un ex­

perimento semej~nte al de la gráfica m en forma de gráfico doble re -

cíproco. pI! 7.7, 30 D e . 
A - En presencia de GlcNAc6p 0.25 mM. r=0.99 , Km = 7.3 

B - En ausencia de octivador. 

Se observa que la gráfica doble recífoca en ausencia del activador 

presenta la concavidad hacia arriba característica de la cooperativi­

dad posi ti va . 
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Figura p. 
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La GlcNAc6P produce la desaparición de la cooperatividad en el sen 

tido catab6lico de la reacción. Namero de Hill, h, en funci6n de la 

concentraci6n de activador. (pH 7.7, 30 0 e) • 
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Figura q. 

Efecto del GlcNAc6P sobre el Km con respecto al NII4Cl (coordenada del 

sustrato expresada en conccntraci6n de NH3)' También se observó el 

efecto de la guanidin difosfato sobre la activación por Glc!¡Ac6P 

pI! 7.7. 30·C ). 

A - Control. sin agregados. 

B - GlcNAc6P 0.14 mH + GDP S mH. 

C - GlcNAc6P O .14 mI·: 



una velocidad máxima prácticamente constante dentro 

del intervalo 6.8 a 9.2 . La constante de Michaelis 

para la GlcN6P resulta menor entre pH 7.6 Y 8.2 r -

esta propiedad configura un pH 6ptimo para la enzi­

ma en el sentido de la formaci6n de la Fru6P en ese 

intervalo de pH (figura r). 

En la figura s, se muestra el ¡<m para la Fru6P en -

función del pH. En esta gráfica se observa una depe~ 

dencia semejante, con respecto al pH, con una zona 

6ptima de 7.2 a 7.8 El análisis gráfico según - -

Dixon (37), muestra una porción recta, de pendiente 

+1 de pH de 6.5 a 7.5, una porción de pendiente cero 

hasta pH 8.2 Y luego una porci6n de pendiente -1, -

pero tan pr6ximos entre si que el análisis de Dixon 

no es válido (38). 

Cuando se estudia el Km con respecto al NH4Cl, en -

función del pH, se encuent~n los resultados que se 

presentan en la figura u. En uno de los ejes de esta 

gráfica, se han expresado los resultados como pKm -

(= - lag Km) para las concentraciones calculadas de 

ion NH 4+ presente en la mezcla de reacci6n. En el -

otro eje, se hizo lo mismo, pero calculando el pKm­

en base aconcentraciones efectivas de NH 3, la espe­

cie no portonada del sustrato. En el primer caso --
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Estudio de la variaci6n de los par~etros cinéticos Km, Vm.1x 

con el pH, en el sentido catab6lico de la reacci6n, a 30°C • 

• Vmáx 

o Km para la glucosamina 6-fosfato. 
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Estudio de la variaci6n del KM con respecto a la Fru6P en función 

del pH. Medidas realizadas a concentración constante de NH4Cl ( 25mM 

a 30·C • 
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Estudio de la variaci6n del pY.m con respecto al NH 3 y al NH 4+ en 

función del pH. La pendiente experimental es de - 1.1 (r=O.99) • 



se observa una valor de pRm prácticamente constante 

entre los valores de pH de 6.8 y 9.0 • En este mismo 

intervalo, la variaci6n del pKm para el sustrato no 

protonado, disminuye con una pendiente de -1 ( -1.1 

en el resultado experimental ) . 

V. 11. Cinética en ausencia de productos 

Los patrones de velocidad inicial (figuraV) in-

dica que los Km para la Fru6P son independientes de 

la concentraci6n de NH 3 (agregado como NH 4Cl), y vi­

ceversa. Se trata de un caso particular de la ciné-

tica de enzimas secuenciales birreactantes, en la -

cual la constante de inhibición por productos de un 

sust=~to l~do es numericamente igual a la correspo~ 

diente constante de Michaelis. En este caso, los p~ 
. 

trones de.~elocidad inicial toman la forma de una -

familia de rectas intersectantes en el eje de las -

abcisas. De acuerdo a esta observación, es posible-

estudiar el Km para cada uno de estos dos sustratos 

en función del pH, a una concentración cualquiera y 

fija del otro s~strato. Esta independependencia del 
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Km de un sustrato con la concentraci6n del otro -

permite adem~s, analizar el comportamiento coope­

rativo de cada uno de los sustratos del sentido -

birreactante en forma totalmente independiente. 

V. 12. Cin€tica de la activaci6~ por GlcNAc6P 

~uando se estudia la activaci6n por GlcNAc6P 

a concentraci6n elevada de G1cN6P (30 mM, aproxima­

damente 10 Km, lo que a veces se consTdera como cri­

terio de saturaci6n ) se observa un incremento de -

las velocidades iniciales, en funci6n de la conCen­

traci6n del activador, tal como se muestra en la fi 

gura w. La curva es de tipo sigmoide, semejante a -

una curva de saturaci6n con cooperatividad homotr6p~ 

ca positiva. Calculando una velocidad m~xima extrap~ 

landa los datos ~orrespondientes a las concentracio­

nes e1~das, (que siguen aproximadamente una satura 

ci6n hiperb6lica) mediante los procedimientos usuales, 

se puede ap~icar la ecuaci6n de Hil1 en su forma do 

b1e logarítmica, y calcular los valores de h. En 

este caso se observa un valor de h igual a 2.8 • El 

valor de 5
0

• 5 calculando es de 58 uM, Y el índice de 

cooperatividad de Koshland ( 5 0 • 9 / 50 •1 ) (39 ) es 

ñ:i.ez. 
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0:5 FRU6P (MM) 

l/v 

50 

0.05 NHI.¡CL (MM) 
Figura V. 

Patrones de velocid~d inicial en el sentido biosintético, qráficos de 

doble recl~rocos. 

~. Patrones de velocidad en funci6n de la concentraci6n de Fru6P a di­

ferentes concentraciones fijos de NH 4Cl eue se indican en cada una 

de las rectas en Dresencia de GlcN~c6P n.12 nM. 

n. Patrones de velocidad en funci6n de la concentración de NH 4Cl a di­

ferentes concentraciones fiias de ~ru6P oue sc.indic~n en cada una 

Je las rectas; en estc caso no se utiloz6 Glc~nc6P. 

En todos los casos se utilizó Tris-I!Cl 0.25 n'l nll 7.7 a una concentra­

ci6n de enzima de 5 !""Jr.tolcs/l~l con un tiCT'1no de incubaci.ón fijo de 20' . 
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Figura w. 

Velocidad de reacci6n en sentido catab61ico, en funci6nde la con-

centraci6n del activador. 

B. Soluci6n con GDP 5 mM; número de Hill 2.4 (r=.99) 50 .
5 

58 ""M. 

iI.. En ausencia de GDP 5 m!1. Número de Hill 2.8 (r=.96) SO. 5 181~M. 



En la misma figura w se observa el efecto de 

la adici6n de la 5' guanidina difosfato sobre el -

efecto activador de GlcNAc6P sobre la re~cción en 

sentido catabólico, La SO.5 aumenta tres veces sin 

que se produzca una notable modificación de la coo 

peratividad. Cuando se analiza este efecto en fun­

ci6n de la concentraci6n de GlcN6P o Fru6P, en uno 

u otro sentido de la reacci6n se comprueba que este 

nucle6tido es inhibidor, y que su efecto consite -

en contrarrestar la acci6n activadora de la GlcNA6P. 

; . 
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VI. DISCUSION y CONCLUSIONES 

En este trabajo se presenta una técnica de -

purificaci6n de la glucosamina 6-fosfato isomera­

sa (desaminasa~ de E.cot~ en la cual se hace uso de 

la interacci6n específica entre la enzima, y su -

ligando alostérico. En este caso, se emplea un -­

análogo, la epsilon-amino-N-caproíl-glucosamina-6 

-fosfato unido covalentemente a un soporte inerte 

de gel de agarosa en forma de pequeñas partículas 

esféricas. 

Si bien el modelador positivo de la enzima -

es el N-aceti 1 derivado de la G1CNH2 6P, hemos ob .... 

servado que el hom6logo superior correspondiente, 

N-propionil glucosaroina-6-fosfato, tiene las mis­

mas propiedades (AO). Esto nos llev6 a suponer -­

que la longitud de la cadena del grupo acilo N­

substituyente no es un factor determinante de la 

cadena del grupo acilo N-substituyente no es un 

factor determinante de la afinidad del activador 

por el correspondiente sitio alostérico, y por -

lo tanto, podría utiliaarse un grupo de mayor -­

longitud para "anclar" este ligando a una matriz 

inerte para crear un medio de cromatografia de -
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afinidad para la purificación de la enzima. Es -

importante tener en cuenta la longitud dada por 

los seis metilenos del grupo caproíl que son ne 

cesarios como espaciadores, para permitir la in 

teracción entre la proteína y el ligando sin in 

terferencias de tipo est€rico. 

otra posibilidad para fijar al activador o 

algún análogo estructural del mismo, podría ser 

SD uni6n a trav~s del grupo éster fosfato en C-6 

o bien el OH situado en el carbón anomérico u -

otro OH libre (C-3,C-4 ). 

En o-xpori"mento5 preliminares no reportados, 

hemos intentado obtener una matriz de afinidad -

fosforilando la quitina, de acuerdo a la técnica 

de Hoffpawir y Guthrie (41) con ácido fosf6rico 

concentrado en soluci6n de urea concentrada. Si 

bien se obtuvo un grado aceptable de fosforila­

ci6n del polímero, el material resultante no es 

capaz de retener la enzima. Esto evidencia tal 

vez la necesidad de que el carbon 1, el 4 o om­

bos tengan su 011 libre, o simplemente que el 

ligando no resulta accesible a la enzima por 
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impedimento estérico. Otro ligando que podría -

utilizarse para la creaci6n de una matriz de afi 

nidad para esta enzima, es la guanidina monofosf~ 

to o la guanidina difosfato. De acuerdo a resulta­

dos de nuestro grupo (42), estos nucle6tidos ac­

tuán como moduladores negativos de la enzima, ·co!:!. 

trarrestando el efecto activador de la GlcNAc6P -

(figura W) • Sin embargo la afinidad aparente de 

la enzima para estos nucle6tidos no es tan baja -

como por la GlcNAc6P, (Ki de 2 a 5 rilM) lo que da 

lugar a condiciones menos favorables para la cro­

matografía de afinidad: además, la interacci6n -­

sería selectiva, que con el N-acetil aminoazúcar. 

En cuanto a los sustrato!'! no resultan adecuados.,.. 

para este fin, por su elevado Km (2. O mI>1 aproxim~ 

damente para la Fru6P y la GICNH 26P, ambos a con­

centraci6n saturante de GlcNAc6P, pH 7.7 30°C). -

S610 un inhibidór competitivo de la enzima, la -

2-desoxi 2-amino glucitol 6-fosfato (sorbitolami­

na 6-fosfato. SNH 26P) tiene una constante de inhi 

bici6n suficientemente baja (5 micromolar), como 

para plantear la posibilidad de emplear esta inte 

racci6n para desarrollar una técnica de afinidad, 

sin embargo, no es fácil resolver en forma inmedia 
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ta c6mo ligar este inhibidor a una matriz dE! ag~ 

rosa u otro material de soporte y serta necesario 

realizar un estudio sistemático de las propiedades 

de este ligante. 

La especificidad de la unión de la enzima -

al medio estacionario de la columna, es de espe­

rarse que sea muy elevada. Sin embargo, otras -­

enzimas presentadas como impurezas tambi6n podr~ 

an fijarse en forma específica, como la N-aceti1 

glucosamina 6-fosfato desaceti1asa (E.C. 3.5 - -

1.25 )., N-acetil glucosamina 6-fosfato mutasa­

(EC. 2.7. 5.2) o incluso la glucosa 6- fosfato-­

deshidrogenasa Q::.C. l.l.l.49'..1 que como h.enio:;r.,.. 

visto, tambi6n es capaz de utilizar la GlcNAc6P 

como sustrato. También existe la posi~lidad de -

interacciones inespecíficas, por simple ~fc~to 

de intercambio iónico sobre los grupos fosfato -

inmovilizados, o por tratarse de enzimas de esp~ 

cificidad amplia, como por ejemplo algunas fosf~ 

tasas presentes en E.c.o.e.,¿, Hay que tener en cuen 

ta que una desacetilasa u otra hidrolasa, al igual 

que una fosfatasa inespecífica dañaría la matriz 

de afinidad haciéndola inservible. 
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Por este motivo, no es posible emplear la -

cromatografía de afinidad desde el comienzo de la 

preparación, por ejemplo en la fracci6n de sulfa­

to de amonio entre 40 y 55% de saturaci6n, (etapa 

III, tabla 1). Con la finalidad de proteger la -­

matriz de afinidad, para cuya preparación se em­

plean materiales costosos, se agreg6 la etapa IV 

(tabla 1) consistente en una cromatografía de -

intercambio iónico de DEAE-Sephacel, que es una 

forma comercial de celulosa en forma de pequeñas 

esferitas, con grupos dietil-aminoetil termina­

les. 

Los fen6menos inespecíficos de adsorción por 

interacción electrostática pueden compensarse o -

eliminarse mediante una fuerza i6nica elevada. Por 

este motivo hemos incluido en nuestro amortiguador 

de trabajo una cierta concentraci6n de cloruro de 

sodio. La especificidad de la etapa de afinidad -

depende tambi~n de la eluci6n que llevemos a cabo 

mediante el pasaje por la columna de una soluci6n 

de G1cNAc6P 1 mM. La eluci6n se puede hacer tambíen 

por cambio de pH, aumento de la fuerza i6nica, o 

ambos, con la ventaja de no'consml~r un metabolito 

costoso y que no se obtiene de fuentes comerciales, 

Sin embargo, se sometería la enzima a extremos de 
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pB que podrían disminuir el rendimiento de la pre­

paración por desnaturalizaci6n de la enzima. El 

pH de adsorción y elución fue escogido en forma em 

pírica en 7,25. Si se usa un pH dentro del inter­

valo de pH óptimo de la enzima (7.7) no es posible 

eluir la enzima con GlcNAc6P 5 mM. A pH 7.25 la -

afinidad de la enzima por la matriz es menor, y -

permite realizar el paso de purificación en con­

diciones más favorables, y con mayor economía de 

activador. La enzima purificada, ha demostrado ser 

homogénea, de acuerdo a diversos procedimientos y 

criterios de pureza. Su actividad específica es 

de 1060 unHlaaes por miligramo de proteína, el -

valor mas elevado que se haya publicado para una 

preparaci6n de esta enzima en E. cot~. Esto se -

debe a que otras preparaciones eran sólo purifi­

caciones parciales, (2,3,7) aunque en algunos c~ 

sos los autores reportan homogeneidad electroforé 

tica (15). Hay que tener en cuenta además que nue~ 

tras medidas de actividad se basan en velocidades 

máximas verdaderas, obtenidas extrapolando las -­

velocidades a concentración infinita de sustrato, 

y no simples medidas de actividad a concentración 

elevada de sustrato, cosa que con esta enzima no 
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es posibles debido a los elevados valores de Km -

para la GlcNH 2 6P. Los resultados sobre el peso -

molecular de la enzima nativa y de subunidad, pe~ 

mite deducir que esta proteína posee una estruc­

tura cuaternaria hexamérica, constituida por subu 

nidades de masa igualo muy semejante. Estas seis 

subunidades pueden estar dispuestas de acuerdo a 

tres tipos fundamentales, el hexágono plano, el -

octaedro (o antiprisroa trigonal ) y el prisma -­

trigonal. 

Los datos de microscopía electr6nica recien­

temente obtenidos por el grupo (43) muestran una 

estructura aproximadamente circular de 17 .8 + 1. 3 

nm de diámetro con una distribuci6n plana compue~ 

ta por seis subunidades. 

Si bien la técnrca de electroforesis en pre­

sencia de dodecil sulfato de sodio, no permite de 

tectar pequeñas diferencias de peso molecular, 

como las que existen entre las cadenas alfa y beta 

de hemoglobina, por ejemplo, la identidad de las 

seis subunidades puede resolverse por electroen­

foque en medios desnaturalizantes. En este caso -
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la separación se basa en el pH isoel€ctrico de la 

enzima y no en su peso molecular, y una pequeña -

diferencia en la com?osici6n de subunidades de dos 

tipos semejantes pero no iguales sería detectada. 

En estas condiciones, se ha observado la apari­

ci5n de una única banda perfectamente enfocada. 

Por lo tanto, es posible suponer que se trata 

de un hexarnero for.mado por seis subunidades igua­

les de 29 500 daltones de peso, aproximadamente. 

El peso mas probable para la molécula entera, es 

entonces de 177 000 daltones. El plI isoeléctrico, 

y la composición de aminoácidos no ofrecen parti­

cularidades notables, constituyen información que 

podrá ser útil en ulteriores estudios comparados 

con otras fuentes de esta enzima, cuando sean es­

tudiadas. 

La composición de aminoácidos proporciona in 

formación útil además, para el trabajo estructural, 

mediante datos como el coeficiente de absortividad 

molar, que hace posible trabajar en el experimentos 

cinéticos conociendo con. precisión la concentraci6n 

de la enzima, y el volumen específico parcial, que 

podrá hacer factible la medida precisa del peso mo 

lecular por sedimentación en equilibrio,en caso de 
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disponer~e de i.ns.tJ;.ll.IJlental adecu~do par~ ello, 

El estudio cinético revela que la enzima ad­

quiere una cinética perfectamente Michaeliana, a 

concentración saturante de GlcNAc6P. Esto permi­

tiría plantear la validez de un modelo de fijaci6n 

exclusiva (modelo de Wyman-Monod-Changeaux res­

tringido). Esta hip6tesis ha sido verificada re­

cientemente en nuestro laboratorio. Los datos para 

la reacci6n en sentido catab6lico pueden ajustar­

se a la ecuaci6n de Horn y Bjorning (44) basado en 

la fijaci6n exclusiva de GlcN6P. Los datos se aju~ 

tan con correlaci6n mayor o igual a 0.97, y permi­

te calcular una constante alostérica de 80.l y un 

número de sitios inteactuantes de 3.0 e resultados 

no publicados). De confirmar estos resultados ha­

brá que suponer que cada sitio esta formado con -

la contribuci6n de dos subunidades vecinas. 

El estudio de la cin€tica de velocidades ini 

ciales, en presencia de GlcNAc6P muestra un caso 

muy particular de un mecanismo de tipo secuencial, 

en el cual la cinética en ausencia de productos -

puede describirse 5610 con dos constantes re lacio 

nadas cada uno con cada sustrato. ( En los meca-
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nismos secuenciales se requieren tres constantes; 

dos constantes de Michaelis y una constante de 

inhibición). En este caso, Kia = Km para ambos 

sustratos (Fru6P y NH 3), lo que da lugar a esta -

ecuaci6n cinética: 

v (Fru6P) 

Vm - [~ru6P + 

Nuestros resultados no permiten sacar una conclu-

si6n acerca del orden de adición de la Fru6P y el 

NHt al sitio activo. Este aspecto ha sido estudi~ 

do J;eci.entemente por Silva '1 Suastegui l45t me.,.. 

diante experimentos de inhibición por productos, 

inhibidores competitivos, sustratos alternativos 

y exper~~entos en equilibrio. 

Nuestra preparaci6n enzimática presenta una 

intensa cooperatividad homotr6pica positiva con -

respecto al sustrato, en el sentido catab61ico de 

la reacción. También existe una leve cooperativi-

dad del mismo tipo con respecto a la Fru6P, pero 

el NH: es un ligante absolutamente michaeliano. 

Esta propiedad de la enzima de E.Cot~ no ha sido 
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observada hasta ahora por ninguno de los otros au­

tores que han estudiado esta enzima en bacterias,­

hongos y tejidos animales. Esta discrepancia podría 

explicarse suponi0ndo que dicha propiedad sea excl~ 

siva de la enzima de E.col~, pero que no aparece -

en otras especies. Sin embargo, tampoco ha sido o~ 

servada por Corob y Roseman (2) ni por l-1ilderfort y 

Rose (15), quienes trabajaron con E.col~.La inten­

sidad del fenómeno es tal que no es posible supo­

ner que haya pasado inadvertida. Tal vez, como -

nuestra técnica de preparación esta basada en -­

procedimientos menos agresivos, posiblemente ob­

tenemos la enzima en una forma particularmente i~ 

tacta.'Esto es válido, principalmente para la eta 

pa de cromatografía de afinidad. 

En las enzimas alostéricas es frecuente encon 

trar cooperatividad homotrópica positiva con res­

pecto a alg.~.m?s dé los sustratos, y no es de sor­

prender que esta enzima siga la regla general. Una 

excepción bien conocida, a esta tendencia, es la -

enzima glucosamina 6-fosfato isomerasa (formadora­

de glutamina), también conocida como glucosamina­

sintetasa (E. c. 5.3.1.19;). Aunque se hubiese pod.!. 

do esperar que las dos glucosamina 6-fosfato isom~ 
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rasas estén evolutivamente realcionadas, y com­

partiesen esta propiedad, (alostería sin cooper~ 

tividad), nuestros resultados muestran una clara 

interacci6n entre las subunidades que fijan la -

GlcNH 26P, que es mas intensa a su pH óptimo, que 

la correspondiente a la hemoglobina. 

En el sentido opuesto de la reacci6n, la e~ 

zima se asemeja mas a la isomerasa dependiente de 

glutamina, ya que si bien esta sujeta a importante 

regulaci6n alostérica, presenta una cooperatividad 

mínima con respecto a la Fru6P, sustrato cuyo Km 

es intensamente modificado por la GlcNAc6P. Es i~ 

portante s~ñalar, que la coop~ratividaa homotr6p! 

ca en sentido catab61ico es muy intensa, mientras 

que en el sentido opuesto es apenas detectable. -

Los principales modelos que se han propuesto para 

explicar tanto el comportamiento coopetativo como 

la regulaci5n por efectos alostéricos proporcionan 

una visi5n unificada de ambos procesos, que son -

una consecuencia de conformaciones extremas, con 

afinidades diferentes por los sustratos hacia los 

cuales existe cooperatividad, o por los ligandos 

activadores o inhibidores (47,46). En esta enzima, 
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se observa que en el sentido catabólico, la rela-

ci6n entre cooperatividad y activación por GlcNAc6P 

es la esperada de acuerdo a la teoría. La activa-

ci6n, consiste en la adquisición de cinética hipe~ 

l::6lica ( It cambia de 3 al), pero la velocidad --

máxima no se modifica. Esto es lo que Monod denomi 

na un sistema K puro (46). 

En sentido biosint~tico, en cambio, la coope-

ratividad es escasa, y su desaparición produciría 

poca o ninguna activación. Sin embargo la activa­

ción en este sentido es intensa, y se manifiesta 

como una reducción muy significativa de la Km para 

la Pru6P por la acción del activador, GlcNAc6P. -

En este seItido de la reacci6n, la activación es -

muy semejante a la cinética obtenida con un acti-

vador de tipo esencial (salvo una pequeña veloci-

dad basal sin uctíVador), en que para cualquier -

concentraci6n de activador, la cinética es de tipo 

Hichaelis-Henri. 

Llama la atención que en una misma molécula 

alostérlca, y un sitio li~ante igual, (el sitio de 

la Fru6P y el de la GlcNH 26P son necesariamente -

el mismo; aunque alguno de los grupos ligantes --
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que participan en uno y otro caso pueden no ser los 
L. 

mismos) la activaci6n por G1cNAc6P pued explicar 

por la desaparici5n de l. cooperatividad en un se~ 

tido de la reacci5n pero no en el otro, par. el -

cual es necesario postular una activaci5n a10sté-

rica en un sistema no cooperativo. Esta última s~ 

tuaci5n ha sido mencionada por Monod y col. (46) 

como una característica de la glucosamina 6-fosf~ 

to sintetasa (glucosamina 6-fosfato isomerasa, d!:, 

pendiente de la glutaminal y que es incompatible 

con su modelo de las transiciones concertadas. La 

enzima, tanto de hígado de rata, como de cartílago 

de pollo (49,48). es inhibida por 5 I AMP Y UDP-G1 

cNAc, y se ha aemostl.'ado el carácter alosdirico -

de estas inhibiciones. Sin embargo, tanto la enz~ 

ma fuertemente inhibida, como la enzima sin inhi-

bidores presenta una total ausencia de cooperati-

vidad. Este fen6meno no ha sido suficientemente -

estudiado, y por lo contrario, la gran mayoría de 

las enzimas alostéricas presentancooperatividad, 

como 10 requieren los lUodelos mencionados. 

En nuestro caso, hemos encontrado en una mis 

ma molécula de enzima un comportamiento a1ostérico 
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clásico, monodiano para el sentido catabólico, y 

un comportamiento no ajustable al modelo clásico, 

para la racción reversa, aún cuando el activador 

es el mismo ligando, la GlcNAc6P. Estas observa­

ciones tendrán que llevarnos a replantear la in­

terpretación te6rica de las propiedades alost6r~ 

cas de esta enzima aunque al momento presente, no 

tengamos un modelo interpretativo de este compor­

tamiento aparentemente anormal. 
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