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1.- INTRODUCCION.

El primer paso en el catabolismo de los aminoazicares -~
consiste en la conversion de la.glucosamina 6-fosfato (GlcNHZGP)
en un intermediario glucolftico, la fructosa 6~fosfato (Fru6P). Esta
reaccién es catalizada en todas las e_g\pecies estudiadas hasta la
actualidad, por una enzima que forma Fru6P y NH3 a partir de la
GlcNHZGP, la que se denomina,glucosamina 6-fosfato isomerasa

(desaminasa) [2-amino-2~desoxi-D-glucosa 6-fosfato cetol-

isomerasa (desaminante) E.C.5.3.1.10.) (1).

Esta enzima cataliza una reaccidn reversible . que es
al mismo tiempo una isomerizacién entre una cetosa y una aldosa,
acoplada a una reaccién de aminacién~desaminacién, lo que
constituye un Gnico ejemplo metabdlico de la reaccién de

Amadori (2).

Las primeras menciones a esta enzima la designan como
glucosamina 6-fosfato desaminasa, destacando en la nomenclatura
la reaccidén de desaminaci6én (3). Actualmente, sin embargo, se ha
clasificado como una isomerasa en la clase 5, destacandose 1la
similitud de su reaccién con la que cataliza la enzima glucosamina
6~fosfato isomerasa (formadora de glutamina), E.C.5.,3.1.19 ;

anteriormente denominada glucosamina 6-fosfato sintetasa o gluta-

mina~fructosa 6~fosfato aminotransferasa, (antes, E.C, 2, 6. 1.16).




(2)

Tradicionalmente se ha considerado que ambas enzimas
poseen funciones fisiolégicas opuestas, ya que la reaccié4n cata -
1izada por la isomerasa desaminante presenta un equilibrio despla_

zado hacia transformacién del aminoazcar en fructosa.

En la figura No. 1 , se representan las relaciones metabé—
licas de estas dos enzimas con respecto a 1a via de sintesis de

los N~acetil hexosamina-nucleétidos y la via glucolitica.

Desde el punto de vista blosintético, la formacién de -~
GIcNH,6P tiene importancia como precursor de los componentes de
aminoazGcar en el peptidoglicano de 1a pared celular de .las -
bacterias, y también de los lipopolisacédridos, en caso de las ~
especies Gram negativas. En los animales se utiliza para la sin
tesis de la quitina, en la formactén de los hexosaminoglicanos de
la sustancia fundamental de los tejldos conectivos y de los resi -

duos de aminoaztcar y &cido sidlico de las giucoprotefnas.

La glucosamina 6-fosfato isomerasa (desaminasa) fue
descrita por primera vez por Leloir y Cardini en rifién de cerdo(4)
y estudiada posteriormente en cerebro humano (5), Proteus vul -~

garis (6), Escherichia coli (7), Bacillus subtilis (8), Musca

domestica (9), Drosophila virilis (10), Aerobacter cloacae (11) ,

y Bifidobacterium bifidum (12).
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Figura No. 1l .
* Glucosamina 6-fosfato isomerasa (desaminasa).

** Glucosamina 6~-fosfato isomerasa (formadora de glutamina).
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La reaccién catalizada por la glucosamina 6-fosfato iso -
merasa (desaminasa) es reversible, [Keq = (NII3)(Fru6P)/(G1cNH26P
=0,18mM a 30°C pH 7.7, considerando la concentracién  del
agua igual a la unidad] (4), con el equlibrio desplazado en sentido
catabdlico. Sin embargo, el paso metabdlico sigulénte en la

formacién de los aminoazidcar-nuclebtidos es una reaccién de

transacetilacién entre la acetil-CoA vy la glucosamina 6-fosfato

para formar N-Acetil glucosamina 6-fosfato (GlcNAc6P). Esta

reaccidn es muy exergénica,de modo que acoplada a la reaccibébn

entre la Fru6P y el NH3 se forma fédcilmente GIlcNAc6P a partir
de esos sustratos. Se han aislado mutantes de E. coli K~12 , que
carecen de la enzima que cataliza la reacclén entre la glutamina y
la Fru6P (13,14) lo cual confirma la funcién blosintética de la

isomerasa desa minante .,

Reclientemente se han publicado resultado que indican -

que en las glandulas salivales de Drosophila virilis, a partir del

tercer estado larvario no existe otra v{a para la formacién de los
precursores de la quitina,que la reaccidén entre el NH3 y la Fru6p
(10). La lsomerasa dependiente de la glutamina no estd presente

tampoco en adultos jévenes de Musca domestica (9).

La glucosamina 6-fosfato isomerasa (desaminasa) de todas
las fuentes estudiadas, excepto una, la enzima de P. vulgaris, es
activada por la GlcNAc6P. Salvo la enzima de cerebro humano que

parece ser activada por cationes divalentes, la enzima no regquiere
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ningin tipo de ion metdlico o cofactoer.

Comb y Roseman en 1958 (7) obtuvieron un preparado de
esta enzima con un elevado grado de purificacién (120X) y reall -
zaron con ella un estudio preliminar, Estos autores comprobaron

también que la GIcNAc6P es un activador de la enzima de E.coli

Midelfort y Rose (15), publicaron en 1977 un trabajo muy
completo acerca del mecanismo quimico de la reaccién catalizada
por esta enzima. Estos autores concluyen que el anémero alfa
de la GIcNH,6F es la forma activa del sustrato. También propo -~
nen un mecanismo de reaccidn (figura No.2), basado en los -

resultados de sus experimentos de intercambio isotépico.
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2.- OBJETIVOS

2.1.- Describir el mecanismo cinético de la cnzima, es decir, -

establecer la secuencia al azar u ordenada en que los sustratos

se adicionan y los productos se liberan de ella, Con este fin se

propone proceder de acuerdo a las siguientes etapas:

‘2.1.1.- Producir cantidad suficiente de enzima para desarrollar -

los puntos siguientes.

2.1.2.- Establecer condiciones de cinética de¢ Michaelis en -
ambos sentido de la reaccién.

2.1.3.- Estudlos de velocidades iniciales en ambos sentidos de
la reaccién, en ausencia de productos.

2.1.4 .~ Estudios de la inhibicién por productes, en ambos senti-
dos de la reaccibn.

2.1.5.- Estudios de la inhibicién por andlogos estructurales de los
sustratos, en ambos sentidos de la reaccién (inhibidores compe -
titilvos y sustratos alternativos).

2.1.6 .- Estudios mediante procedimientos en equil.ibrio: Experi -

mentos de TFiltraci6én-Equilibrio con Fru6P marcada.

2.2,- Determinar las constantes cinéticas en ambos sentidos de

la reaccion.

2.3.- Plantear una ecuacién y un modelo de mecanismo que des -

criba el comportamiento cinético de la enzima,
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3.- FUNDAMENTACION DEL TEMA

El mecanismo qufmico propuesto por Midelfort y Rose (15)
(figura No. 2), implica un ataque nucleofflico del NH 3 al carbo-
no carbonflico de la forma ceténica (abierta) de la Fru6P, -
ligada a la enzima. El producto de este primer paso pierde -
agua y forma una imina que se enoliza en una cis-enamina ,

la que se isomeriza en la forma carbonflica de la alfa~-D -

glucosamina 6~fosfato.

Este mecanismo, sustentado por los experimentos de
Midelfort y Rose, podrfa tener una cinética de diferentes tipos .
- Dadas las caracteristicas de la reaccién, no es posible plantear
un mecanismo de doble sustitucién con la alternancis de dos
formas de la enzima y liberacién de un producto entre ambos -~
estados -{Mecanismo de *"ping pong" de acuerdo a la nomencila-
tura propuesta por W.W, Cleland) (16, 17). La presencia de una
unién transitoria entre el NH3 y la proteina, si existe, debers
ser detectada cinéticamente. En caso contrario, podrfa plan -
tearse un mecanismo de Theorell y Chance, en el que el NHj;
reaccliona directamente con el sustrato ligado a la superficie de
la enzima, en este casola Fru6P. Enel caso de la existencia
de un complejo ternario central E—NHs-PruGP, interesa estable-

cer la secuencia de adici6n de los ligandos. Existen basicamen,

te dos posibilidades ;: la adici6n al azar (Mecanismo secuencial

al azar) y la adiclén ordenada (Mecanismo secuencial odenado),
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En este Gltimo caso debe indicarse el orden de adicién de

los sustratos o de liberaci6tn de productos.

4 .- IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE ESTA ENZIMA,

La glucosamina 6-fosfato isomerasa (desaminasa), ha -
despertado el interés de varios autores, tanto por el cardcter de
la reaccidén que cataliza como por su posible funcionalidad
en ambos sentidos. También es interesante destacar wgue es
la Gnica enzima de 1la clase de las isomerasas que cataliza -
una reaccién reversible para la que se ha descrito un modulador
alostérico, es este caso, la GlcNAc6P., Nuestro interés en esta
reacci6bn, parte justamente del hecho de tratarse de un sistema -~
alostérico reversible, que en caso de tener significacién funcio -~
nal en ambos sentidos, constituirfa un ejemplo Gnico en el

metabolismo.

Un estudio detallado de-las propiedades regulatorias de
esta enzima, requlere conocer previamente su comportamiento -
cinético fundamental y establecer expresiones que describan su
cinética de velocidad inicial. En consecuencia, en este trabajo
se encara el estudio del mecanismo cinético a los efectos de

interpretar los datos de velocidad inicial,
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5.- HIPOTESIS.

Los mecanlsmos enziméticos pueden ser divididos en dos

clases; SECUENCIALES y DE DOBLE SUSTITUCION (PING PONG);

a su vez, los primeros, se dividen en dos tipos: ordenados y al

azar, cuando se ftrata de reacciones Dbirreactantes.

La caracteristica de los mecanismos secuenclales es que
la familia de rectas intersectan en un punto comin cuando los -
datos experimentales se trazan en gr&ficas de doble reciprocos,

mientras que los mecanismos de doble sustitucién muestran -

rectas paralelas.,

Las posibilidades del mecanismo cinético para la glucosa-
mina 6-fosfato isomerasa (desamlnasa) esté&n representados en -
los sigulentes esquemas, sin tener en cuenta el agua puesto que
cinéticamente no es detectable cuando un estudio se realiza en

medlio acuoso .

a) Secuencial ordenado. Primero se libera Fru6P luego NH3

GlcNHzﬁP Fru6P NH

Jl |

E E-GIcNH 6P ~—— E-FrubP-NHj4 E-NH4 E
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b) Secuencial ordenado. Primero se libera NH3 luego Fru6P.
GIcNH,6P NHa ! Fru6P

T I

-GlcNH26P E-Fru6P-NH E-NHj, E

3

c) Secuencial al azar, La liberacién de productos no sigue una

secuencia obligatoria.

NH 3 FrubP
GICNH,6P J‘ ﬂ
E E-GICNH 6P ===t E-Fru6P-NHg ’ E
FrusP NH 3

En los esquemas a y b , la liberacién de los productos
es en forma ordenada, primero la Fru6P luego el NH3 o viceversa.
En el esquema c, una vez que ocurre la formacién del complejo
central, la liberaci6én de los productos no sigue una secuencia -~

ordenada, sino que ocurre al azar,

Para determinar cudl de los esquemas representa el com -~
portamiento de la enzima, es necesario realizar estudios de la
reaccién en ambos sentidos en ausencia y presencia de productos,

productos alternativos e inhibidores competitivos.
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51 el mecanismo sucede al azar, el NH; vy la FrubP serdn

inhibidores competitives con respecto a la GlcNH, 6P (sentido ca-

2
tab6lico), v la GlcNHZGP serd inhibidor compatitivo con respecto
a la Fru6P y al NH3 (sentido biosintético). Por otro lado, si el
rmecanismo es ordenado, el primer producto liberado (la Fru6P o el
NH3) , Se comportard como 1nhib1d<;r no competitivo, v el dltimo
producto liberado mostrard un patrén de tipo competitivo con
respecto a la GlcNH?_GP (sentido catab6blico); y la GlcNHZGP

serd inhibidor competitivo con respecto al primer sustrato ligado

(sentido biosintético).

La informaci6n directa del mecanismo cinético, es detec-
tar la formacién de complejos binarios o ternarlos mediante el uso
de sustrato marcado. En un mecanismo al azar, la enzima debe -~
formar dos tipos de complejos: E-Fru6P en ausencia de NH3 Y
E—NH3 en ausencia de Fru6P., En caso de tratarse de un meca -
nismo ordenado, solo debe formarse un complejo binarfo con el

primer sustrato ligado.

Puesto que la enzima presenta cooperatividad termodinad -~
mica, se obtendrd cinética de Michaelis, por medio de la satu -

racién con GIcNAc6P, modulador alostérico positivo,




(13)

6.~ PLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA,

1a glucosamina 6-fosfato isomerasa (desaminasa) presenta
una intensa cooperatividad homotrépica positiva con respecto a la
GlcNHZGP v cierto grado de cooperatividad con respecto a la
Fru6P (18). Esta cooperatividad es mdximaa pH 7.6 -7.8,(ver
anexo), V¥ en el sentido biosintético es ajustable a un modelo de
fijacién exclusiva con tres sitios interactuantes.. Para poder. -
realizar este estudio en condiciones de cinética de Michaelis ,
podrfa eliminarse la cooperatividad por extremos de pH {menor
de 6.0 o mayor de 8,8), pero esto nos alejarfa considerable =
mente de las condiciones fisiolégicas y podria crear dificultades
debido a modificaciones de la estabilidad de la enzima.
Otro posible método »para obtener cinética de tipo hiperbélico, -

particularmente Gtil en el sentido catabélico de la reaccidédn es la

saturacién con el modulador positivo GlcNAc6P.

En el sentido biosintético, la cooperatividad es débil

(h=1.4) y puede anularse facilmente trabajando a elevadas concen- =
traciones de Fru6P. La enzima no presenta cooperatividad con

respecto al NHj3 .
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7.~ MATERIAL Y METODOS.,

7.1 .~ Purificacién de la enzima.

Se cultivé E. coli B bajo condiciones aerobias a 36°C -
en el medio salino amortiguado de Comb y Roseman (7) utilizando
glucosamina como tnica fuente de carbono y nitrégeno (S g/ 1) ;
las bacterias se cosecharon por centrifugacién al final del
crecimiento exponencial y se conservaron a -20° C hasta el
momento de su utilizacién, La enzima fué purificada de -
acuerdo al siguiente procedimiento llevado a cabo a 4°C: las
células bacterianas centrifugadas (de 150 a 200 g de peso ha -
medo en una preparacién tipica), se lavaron dos veces en cloruro
de sodio 0.15 M y se desintegraron por oscilacién ultrasénica -
con dos volimenes de solucibén amortiguadora de fosfato de po -~
tasio 50 mM pH 7.0 concloruro .de magnesio 5 mM; el extrac-
to fue centrifugado a 48 000 X g durante una hora, Bajo agi-
tacipn suave se agregd lentamente una solucién de sulfato de
protamina al 0.5% en la proporcién de 0.3 mg / mg de .proteina .
Después de 15 min el precipitado se recogié por centrifugacién -
(48 000 X g, una hora), se ajusts el pH del sobrenadante a 7.0
con NH3 SN vy se agregaron 226 mg de sulfato de amonio /ml
de solucién, (equivalente a 40% de saturacién a 4°C), El preci-
pitado fue recogido por centrifugacién (25 000 X g, 5 min). El
sobrenadante decantado fue adicionado con 89 mg de sulfato de

amonio/ ml de solucién (equivalente a 55% de saturaci6én a 4°C),
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y el precipitado,que contiene la enzima,se recogibé por centrifu -
gacién (25 000 X g, S min) se disolvié en un volumen minimo de
amortiguador de imidazol-HCl 50 mM pH 7.4. la muestra se -
pasé por una columna de Sephadex G~-25 de 2,6 x 100 cm equi
librada con el mismo amortiguador y se eluyd con dicha solucién,
recogiéndose el volumen eluido. Ecte que contiene la enzima -~
equilibrada con el amortiguador y liberada del sulfato de amonio ,
se aplicé a una columna de DEAE-Sephacel previamente equili -
brada con el mismo amortiguador de imidazol. Luego de lavar con
este amortiguador .para desechar la proteina no adsorbida , se
eluyd pof medio de un gradiente lineal de cloruro de potasio de
0.00 a 0.35M en amortiguador de imidazol 40 mM pH 7.4. El
gradiente fue obtenido por medio de una bomba peristdltica de -
tres canales mediante el procedimiento descrito por Lackshmanan
y col. (20). El volumen total de elucién fue de 400 ml y la enzima
sali®é de la columna como un pico Gnico a la concentracién de
cloruro de potasio de 0.09 a 0.10 M. Se reunieron las fracciones
de actividad especffica mayor de 40 unidades/ mg de proteina ,
se concentré por precipitacién con sulfato de amonio (0.40 mg/ml)
y se disolvidé en un volumen minimo de amortiguador de tris-HCIl
75 mM pH 7.8. Esta solucibdn se aplicé a una columna de -
Sephacril S-200 superfino, (1.6 x 100 cm) equilibrada con el
mi smo amortiguador. La elucidn se realizb a un flujo constante
con la bomba peristiltica recogiéndose fracclones de 1,8 ml

Las fraccliones correspondientes al pico de actividad enzimatica
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(con coeficiente de particién aparente de 0.31) se reunieron, se
ajusté el pH a 7.4 y se re-cromatografiaron en DEAE-Sephacel
bajo las mismas condiclones de la primera columna. El plco de
actividad enzimdtica, que es el pico principal en el perfil . de -
elucién tiene una actividad de 600 a 700 unidades/ mg de pro
telna; esta fracci6én se concentré por medio de una celda de ultra
filtracién bajo presién por medio de un ultrafiltro con un corte de
50 000 daltons (Diaflo XM 50, Amicon Inc.). La enzima se con -
servdé precipitada en un exceso de sulfato de amonio a 4°C, -
condiclones a las cuales demostrd ser suficientemente estable.

El diagrama No.l resume las diferentes etapas de la purificaci6n.
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7.2.~ Medidas de actividad enzimética,

Las medidas de rutina para segulr la marcha de la purifi -
cacién de la enzima, se hicieron en sentido catabélico midiendo
la concentraci6én de Fru6P formada por medio de un procedl -
miento colorimétrico basado en el métddo de Roe (22). Para
la medida de la Fru6P se incubaron 200 ).xi de mez=cla que -~
contenfa 50 }Jmoles de amortiguador dec tris-HCl pH 7.7 , con =
centraciones variables de GlcNHZGP solucién de tris-HC! pH
7.7 y 10 ).11 de muestra de enzima. Las soluciones de este =~
sustrato se prepararon antes del uso a partir de la forma 4cida
de la GlcNHZGP ajustando su pH con tris base; la mezcla se
incubé por tiempos variables en cada caso y la reacci6bn se de —~
tuvo por el agregadode 2 mlde HCl 10N y 0.5 ml deresor~
cinol al 0.1% en etanol. La mezcla se calenté por 7 mina 70°C
v se leyb en el espectrofotometro a 512 nm contra un blanco de
reactivos, esta reaccibébn basada en el método de Roe (22) da -

absortividades molares iguales para la fructosa y la fructosa -

6-fosfato (23).

Parte de los estudios cinéticos se hicleron midiendo el
NH3 formado en la reaccién (sentido catabdlico) acoplando la
r eaccibn catalizada por la glutamato deshidrogenasa; En una -
celda de vidrio termostatizada a 30°C se agregd 0.5 ml de -~
mezcla que contenia 50 }xmoles de amortiguador de tris-HCl1 pH
7.25 , SFmoles de alfa-ceto-glutarato de potasio , 0.2 Pmoles

de NADH , cantidades variables de GlcNH26P solucién de -
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tris-HC1, 10 pl de glucosamina §-fosfato isomerasa (desaminasa)
y un exceso de glutamato deshidrogenasa. La concentracién de
la enzima auxiliar fué calculada de acuerdo al método de McClure
(24). La reaccidn se desencadend c'on el agregado de la gluco -
samina 6-fosfato isomerasa (desaminasa) y se registr6 la absor_
bancia a 340 nm en un espectrofotémetro registrador de doble -
haz PIE Unicam SP-8 con el accesorio para el control de la tem
peratura de las celdas, El fundamento de este método se basa

en la medida de la desaparicién de NADH a 340 nm.

En el senticdo biosintético se midié .la velocidad de la -
reaccibn a través de la formaci6n de GlcNH26P . Se incubaron
a 30°C 200 )11 de mezcla que contenia 30 pmoles de amortigua-
dor de tris~HC1 pH 7.7 y concentracliones variables de Fru6P
sal de potasio o de sodio y cloruro de amonio. La reaccién se
detuvo por inmersién de los tubos en un bafic a 100°C (mezcla
de agua y etilénglicol) durante dos minutos y se midi6 la -
GlcNHZSP mediante el método colorimétrico de Relssig y -~
Leloir (25). Con esta técnica la GlcNHZGP y la glucosamina dan

la misma reaccién de color (26) por 16 cual se utilizé como

patrén una solucién de glucosamina -HCI,
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7.3.- Medidas de proteinas,

&

Se midié la concentracién de proteinas con el método -~ -~
turbidimétrico de Bilcher (27) como gula durante los primeros pa -
sos de la purificacién. Como p;‘ocedimiento general se utilizé
el método de Bradford (28) basado en el cambio de color del
extracto &cido del azul de comassie G en presencia de proteinas
En ambos casos se utilizé como patré4n la albGmina de suero de
bobino. El perfil de elucién de la's columnas durante la prepa -~
racién de la enzima se monitoriz6 a 280 nm. La concentracién

de enzima pura se calculd a partir de su absorcién a 275 nm, en

275

base al coeficiente de absortividad molar de 8.1 .x 104 ( €l‘7

4,.55) ., Calculado por composicién de aminoécidos.
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7.4.- Experimentos en equilibrio.

Con la finalidad de detectar la formacién de complejos -
entre la Fru6P y la enzima en presencia o no del segundo sustra_
to, se utiliz6 la tecnica de filtracidén en equilibric descrita por
Hummel y Dreyer (29). Se utiliz6 una columna de 4 x 65 mm ,
(volumen total 1.0 ml), preparada en una jeringa desechable -
de polipropileno,empacada con Sephadex G-25 fino,equilibrada con
amortiguador de tris-HC1 40 mM pH 7.25, con GIcNAc6P 1 mM y
Fru6P sal de sodio 0.1 M. La marca radiactiva se logré agre -
gando a la soluctén de Tru6P, una cantidad adecuada de Fru6P

14

marcada con - C de actividad especifica de 280 mCi/mmol -

(obtenida a través del Radiochemical Center, Amersham, Gran Bre -
tafia) de modo de obtener finalmente una actividad de 2,25 mCi/
mmol. Todos los experimentos se realizaron a 21°C, El eluyen-
te de la columna fue recogido en gotas por separado (de 25 P,
aproximadamente) en diferentes viales desechables para medidas
de centelleo, que contenfan 15 ml de mezcla de centelleo, Esta
mezcla consistié6 en una sclucién de p-feniloxazol (PPO) al -
0.5 % en un disolvente formado por dos volimenes de tolueno y
uno de tritén X-100. Las medidas se realizaron en un contador
de centelleo 1fquido Beckman LS-~300, con ventana amplia para
14

C. Las muestras se contaron hasta un error estandar de 0,2%.

El apagamiento valorado a través de la relacién de canales con

fuente externa (sistema que forma parte del aparato) resultd ser

sustancialmente constante en todas las muestras analizadas.
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7.5.- Procesamiento de datos.

Cada vez que los resultados siguieron la cinética de
Michelis, se calcularon los par&metros cinéticos ( Km y Vmax )
por medio del procedimiento de ajuste de Johanseny Lumry (30 ,
31) en el que se supone una varianza constante. Para su presen
tacidén, se utilizé la gréfica de dobles reciprocos de Linewea -

ver y Burk (32, 33).

7.6.~- Materiales.

Salvo cuando se indique lo contrario, todos los productos
bioquimicos utilizados fueron obtenidos de fuentes comerclales.
La GIcNAc6P fue preparada a partir de la GlcNHZGP por aceti -~
lacién con anhidrido acético en solucién de bicarbonato de sodio
y purificada por cromatograffa de intercambio i6énico en Dowex 1~
acetato de acuerdo al procedimiento original de Leloir y Cardini
{21). La concentracién de GlcNAc6P se determinéd por medio del

procedimiento de Reissig y Leloir (25).

La sorbitolamina 6-fosfato se obtuvo también a partir
de la GlcNHZGP por reduccidén con borohidruro de potasio en una
relacién de 1.5 moles / mol de GlcNHZGP en borato de potasio
20 mM pH 8.5 a temperatura ambiente. La mezcla se ajustd a

pH 6.0 vy se pas® por una columna de Dowex 50 u' (9 x150

mm) y se eluyé6 con HCl 0.05 N. Las fracciones que dieron -
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positiva la reaccidén con la ninhidrina (34) se reunieron y se lio -

filizaron.

Las proteinas, sustratos y demés productos bioqufmicos -
utilizados fueron adquiridos a Sigma Chemical Co. ( St. Louis

Mdssouri U.S.A.). Los demés reactivos fueron de pureza ana -

Iftica obtenidos de J.T. Baker S.A. de C.V. (México) 6

Merck de México S.A.

REACTIVOS COMERCIAIMENTE OBTENIDOS

ANALITICOS,

Ac. acético glaclal,

hc. clorhférico.

Ac. tricleroacizico,

Arhidridns acdtlco.

Azul de comassle G.

Borato de pastasio,

Borshidruro de¢ potasio.

Clorhtdrato de ta1tdazol,

Clothidrato de Ldsoxtiaming .,

Ciorhidrato de hidrazina,

Clorhidruto d¢ aetllaming,

Clorhideats Ie ¢rig-hidroximetil-
aminomntaro,.

Cloruro drs aninilo,

Cloruro de nugnosio,

Cloturo de potisio.

Cloturo de scidic,

DEAZ= Sephaced,

Drwex l-acelito,

Dowex Su H',

tanol,

nttienglcol

lFosfato Jde potisto,

Hinhitdrina,

merasdimotilan ¢ o benzald Ly,

pora=fentl 6x -0,

e soreinot,

Geplleceyl 8- i,

s iharlex f-ch,

Hate do ey in,

Ve tineno

irithn N-14

BICQUIMICOS .,

ALydmina sérica bavina,

Alfa-cilo-glutarate d2 potasio,

Fructosa,

Troctnsa 6-fosfato,

Glucosamina .

CGlucasamina 6~fosfata,

Gluthmate deshihiogenasa,

DinucledUdo de adenina nicotinamida
reducido (NADH).

de
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8.~ RESULTADOS
8.1l.- Obtencién vy purificacién de la enzima,

La tabla No. 1 resume la preparacién de la enzima vy la
figura No. 3 muestra el patrén electroforético de algunas fraccio-

nes de la purificacién.
8.2.~ Obtenci6tn de cinética de Michaelis.

Con la finalidad de suprimir la cooperatividad homotrépica
positiva con respecto a los sustratos GlcNHZGP y FPru6P , se
estudi6 la magnitud de la cooperatividad en funcién de la concen_
centracion de GlcNAc6P , que actia como modulador alostérico ~
positivo con efecto K (18). La magnitud de la cooperatividad ~
se valoré por medio del valor extremo del nGamero de Hill (h) ,
en base a los fundamentos teéricos desarrollados por Wyman (35).
Los resultados se analizaron mediante el gréfico de Hil en el que
se representa el log v/ Vmax ~ v en funci6n del log de la con-
centracitn del sustrato. El valor maximo de la pendiente, Jue
corresponde a una amplia zona en la que se puede ajustaruna -
recta, es el coeficlente de Hill . En la figura No. 4 se muestra
el valor del coeficlente de Hill, en funcién de la concentracién
de GlcNAc6P . Estos datos fueron obtenidos por medio de dife -
rentes series en las que la GIcNH,6P fue el sustrato variado, =~
realizada cada una de ellas a diferentes valores fijos de concen-

tracién de GlcNAc6P . De acuerdo a estos resultados , se esco-
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gié la concentracién de 0.12 mM de GIlcNAc6F , para ser agre-
gada en nuestros sistemas , a los efectos de garantizar la supre -
s16n de los efectos cooperativos. El valor de Km para la - -
GlcNHZGP obtenido en estas condiciones es de aproximadamente
1 mM . En el sentido biosintético, en estas condiciones se obtie
ne también cinética de tipo hiperbélico cldsico, En la figura No.
5§ se muestra el efecto de la GIcNAc6P , a concentracién fija de

0.12 mM sobre la velocidad de reaccién en ambos sentidos.
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PURIFICACION DE LA GLUCOSAMINA 6-P

Material de partida :

Unidad : pMol

VOLUMEN
ml

EXTRACTO INICIAL 630

SULFATO DE PROTA 700

MINA

SULFATO DE AMO-- 37
NIO 40-55% SATU-

RACION

12 CROMATOGRAFIA 8

EN DE AE SEPHACEL

CROMATOGRAFIA EN 2.3
SEPHACRYL S$-200

2% CROMATOGRAFIA 1.2
EN DE AE SEPHACEL

m1‘1. min

U/ml

329

490
1102

846

ISOMERASA ( DESAMINASA ) DE E,.

180 g de E. coli B, peso hiimedo
-1

a 30°C, pH 7.8

U. TOTALES

7120

6878

12173

3920

2535

1015

PROTEINA
mg,/ml

21

5.6

21

1.2

ACTIVIDAD

ESPECIFICA
U/mg prot.

0.54

15.7

92.4

440

705

CcoLx

RENDIMIENTO

100

96

55

36

14

3

PURIFICACION

171

815

1305

(£2)
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8.3.~ Patrones de velocidad inicial.

En la figura No. 6, se muestran los resultados de los es -
tudios de velocidad inicial en el sentido biosintético de la reac~
cién en el cuél es birreactante, En cada caso, se muestra un
experimento representativo en el cual se ha variado la concentra-
cién de uno de los sustratos a distintas concentraciones fijas -

del segundo.

Se observa un patrén de lineas intersectantes en el eje de
las abcisas tanto para uno como para el otro sustrato variable .
La constante relacionada con el sustrato, es del ordende 3 mM,
para la Fru6P, y de 35 mM para el NH4C1 ,a pH 7.7 a 30°C.
El valor corregido para NH3 eguivale a una constante de 0.45mM.
Cuando fué necesarlo calcular la Vmax en el sentido bi -
rreactante se regraficé el valor de la ordenada en el origenen -
funcién de la inversa de la concentracién del sustrato. En este -
caso, la ordenada en el origen da la inversa de la Vmax . El
corte en el eje de las abcisas , en este tipo particular de -
patrén de velocidad inicial, es el mismo tanto se grafiquen pen-
dientes o intersecciones, y proporcionan los mismos valores de

constantes relacionadas con cada uno de los dos sustratos.,

Cuando estos experimentos se realizan en ausencia de
GICNAc6P se observa, como yva se ha mencionado, un importante

desviaci6n con respecto a la cinética hiperbélica. Sin embargo ,
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a concentraciones elevadas de I'ru6P , que también se comporta -
como un ligando cooperativo la cinética se aproxima a la de
Michaelis y es posible obtener patrones de velocidad inicial se-
mejantes con valores de constantes para la Fru6P de 60 a 70
mM. Los valores para el NH,4Cl , no se modifican por el agre -

gado de GIlcNAcC6P .
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8.4 .~ Inhibicién por productos.-

En la figura (7), se muestran los patrones de inhibicién -
de la reaccién en el sentido catabblico, en presencia de diferen
tes valores fijos de concentracién de cada uno de los dos produc
tos de la reaccién, la Fru6P y el NHg, (agregado éste Gltimo en
forma de NH4CI). En la parte tufey orde la figura, se muestra
la inhibicién por NH4C1 que presenta un patrén de tipo competi
tivo. Las gré&ficas secundarias de pendientes en funcidn de

la concentraci6n de inhibidor, muestran una constante de inhi -

bicién de 30 a 40 mM,

Su enoY
En la parte de la figura , muestra la inhibicién

en presencia de Fru6P; el patrén es de tipo no competitivo sim-
ple, con interseccién de la familia de rectas sobre el eje de
las abscisas. En este caso, el valor de la constante de inhibi -
cién obtenido por regraficado de estos datos como pendientes en

funcién de la concentracién de Fru6P , es de 3 mM.
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8,5.— .Inhibicién por productos alternativos e inhibidores compe~

titivos.

El estudio de los patrones de inhibicién por andlogos de
los sustratos, ya sea que éstos actien como inhibidores compe -
titivos o también como sustratos, permite completar la informa -
cién sobre el mecanismo cinéticc. Con la finalidad de buscar -~
inhibidores competitivos con respecto al NH3 , Se ensayaron -

aminas primarias, hidrazinas e hidroxilaminas.

Observaciones previas (38), han demostrado que la hidra-
zina, la metilhidrazina y la N,N-dimetil hidrazina son sustratos
de la reaccién en sustitucidén del NH3. En estos casos, se

forma la hidrazona correspondiente de la Fru6P .

Cuando se estudia la inhibicién de la reaccién en sentido
catabdlico, por concentraciones variables de la hidrazina e hi -
droxilamina se obtienen patrones competitivos. La metilamina
(cloruro de metilamonio) también da un patrén de inhibici6én com-
petitiva con una constante de inhbiciénde 30 mM a pH 7.7 a
30°C . Se ensayaron otros compuestos en busca de inhibidores
competitivos con respecto al NH3 ., Qque carecleron de efecto =
sobre la enzima . Estos fueron la N,N~dimetilhidrazina, la fenil

hidrazina, la etiléndiamina y la etanolamina.
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Con respecto a la Fru6P, tampoco se ha podido hallar --
ningGn inhibidor competitivos. Se ensayaron con resultados nega
tivos la Fru 1,6, difosfato, la ribosa 5-fosfato y el piridoxal -
fosfato; éste Gltimo puede considerarse un andlogo estructural de
la forma carbonflica abierta de la Fru6P (35) . Existe en cambio
un poderoso inhibidor competitivo con res pecto a la GlcNH‘ZGP .
que es la sorbitolamina 6-fosfato (SNH 2ESP) , descrita por Midelfort
y Rose (15). En sentido catabélico inhibe en forma competitiva
conun Ki de 7x 1008 mM apH 7.7, 30°C . Cuando se -
utiliza como inhibidor de la reaccién en senti;io biosintético , se
obtienen los patrones de inhibicién que se muestran en la figura -
No. 8 . En la parte superior de esta figura se observa la inhibi -
de este compuesto con respecto al NH401 como sustrato varia-
do a una concentracidn fija de FrubP; el patrén correspondiente
es de tipo competitivo. Cuando el sustrato variado es en camblo
la Fru6P se obtiene una inhibici6n de tipo no competitiva clési-
ca, en la cual el punto de interseccién del haz de rectas, se -

encuentra en el eje de las abcisas.
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8.6.~- Medida de la constante de equilibrio.

Con la finalidad de establecer el valor de la constante de
equilibrio para la reaccién catalizada por la glucosamina 6-fos-
fato isomerasa (desaminasa), en las mismas condiciones de tra-
bajo en que se realizaron los experimentos cinéticos (pH 7.7 en
amortiguador de tris-HCl a 30°C), se siguid el curso en el
tiempo de la reaccién en sentido biosintético, hasta alcanzar el
punté de equilibrio (figura No. 9). El célculo de la constante -
de equilibrio Keq = (GlcNHZGP) /(FruGP)(NH4Cl) , se realizé
en base a la medida de GIcNH 6P formada y las concentraciones
iniciales conocidas de NH4Cl y Fru6P. Los valores de concen~-
centracién de NH,4Cl se convirtieron en concentraciones de NH3,
en base a la ecuacién de Henderson y Hasselbach , tomando el
valor de 9.3 como~ pKa del ion NHZ . El valor obtenido en
un experimento realizado por duplicado fue de 5.5 x 10-3 M .
Expresando el NHj como NH,Cl , la constante es de 4.3 x107°

M.
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(GIcNH, 6P) 10

0.5

100 t(min)

Figuea Mo, 9.~ Producto forizado e funcisn def tlompo cn ef sentido blosintéitco de la reaceidn,
se 1nosbaron diforentes whos con mezela de tguai compostcidn que fuecron analizados para: - -
CGleNi,6 o diterentes tlenpos, Composicion de la mezcla: Fru6f 30 mM, NN Cl 25 oM,
GIoHN6é6P 0.14 mM, tris-HOL 25 mM pH 7.7 , glucoramina G-fosfato fsomerdasa (desaminasa)
i) urwies / ml . Simultaneamente se hizo una curva da calibracién para convertis el valor de
11 ctdenada on unidodes do concoatracion, Lsta concentracion, x , se utiiizd para calcular la
constante de efnullibrie (Key) medlante la slguiente expresitng

X

Kea = ruer T) (Kily- xi

Lo concintraelén de NH. de o mazcla,se caleuls a pactir de a concontraclén de N‘.l"()l y el
pha det lon N”f; (9,3) %, Ll walor de la Lo caleulada o de 5,9 x 13,
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8.7.- Medidas de las velocidades mé&ximas biosintética y catabdlica.

Se realizaron medidas de Vmax en ambos sentidos de la
reaccién catalizada por la enzima , con la finalidad de disponer -
de datos que permitieran comprobar la validez de las ecuaciones
de Haldane que puede establecerse de acuerdo a estos resultados
(vease la discusién). Debido a que la Vmax es un pardmetro que
depende de la concentracién de enzima y que &sta puede resultar
una magnitud poco controlable desde el punto de vista experimen -
tal, se procedié a realizar ambas medidas de velocidad maxima

en el mismo dia y con la misma dilucién de la enzima.

En el sentido catabélico de la reccién se calculdé Vhax
(velocidad m&xima catabdlica) en la forma habitual, a partir de
los datos de velocidad inicial, de una serie a diferentes concen
traciones de GlcNHZGP. En el sentido biosintético, se realiza -
ron medidas de velocidad a diferentes concentraciones de NH,Cl
y Fru6P, en ausencia de GIcNAc6P. Las intersecciones en el
eje vertical, en las correspondientes grdficas de dobles recipro =
cos, se regraficaron en funcidén de la inversa del otro sustrato -
variado a distintos valores fijos. De esta forma se obtuvieron
dos velocidades méximas,aproximadamente iguales.Se consi -
der6 como Vb (velocidad méxima en sentido biosintético )

max

a la media de ambos valores (figura No. 10) .
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En las condiciones experimentales, los valores obtenidos
fueron: Vb =5 nmoles / min; Vc = 52 nmoles / min , La con -
centracién de la enzima fué de 0.35 ug/ ml , lo que equivale
a aproximadamente 1.96 nmoles / ml . La actividad molecu-
lar, es decir el cociente entre la velocidad méximay la con -
centracién de la enzima, puede calcularse vy resulta ser de - -
44.2 / seg para el sentido catabdlico y 4.25/ seg para el

sentido biosintético.
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8.8.~ Experimentos en equilibrio.

En la figura No. 1l se muestra el perfil de elucién de dos
experimentos de filtracién en e_quﬂibrio, de acuerdo a la técnica
de Huinmel y Dreyer (29), en la que se utilizé Fru6P marcada

140 , en la forma en que se describe en la seccién de mate -

con
riales y métodos. En un experimento, €stando la columna equili~
brada con FrubP no se detectd la aparicién de un pico positivo -
coincidente con el pico de proteina, seguido de un pico negativo.
Cuando se agrega al sistéma el sustrato alternativo, el cloruro

de metilamonio 50 mM , se puede observar en cambio un perfil -
de elucién que revela la captacién de la marca radiactiva por la
enzima, Este sustrato presenta con la enzima una Vmax apro -
ximadamente 10 veces menor que con el sustrato natural NH 3
pero para el cual muestra un valor aproximadamente igual de Km.,
En este caso, el pico positivo corresponde al volimen de exclu -

si6én y contiene la enzima; €ste, es seguido por un pico negativo,

de aproximadamente igual &rea,dentro del error experimental.
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CPM -
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FRACCIONES

Firura No. §1.- Perft! do oluctdn de dos expertninntus de flltractén en equilibrio,
52 usé und columna de 4 X 65 mm empacada coun Sepiradex G=25, eauilibrada con
is=ECl 40 mM pH 7,25, ClcilAz6P 1 mM y ruuP 0.1 M. L.os experimentos
e realizaron a4 2i°C , E! eluyente fué recouklo cn gotas por separado «n dife-

rentes viales desachables con isezela para medidas de centelleo,.{ver materfal ¢
métodos) .
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9.~ DISCUSION.

La mayorfa de los estudios se realizaron en condiciones
de cinética de Michaelis, aboliendo la cooperatividad con exceso
de GlcNAc6P , modulador alostérico positivo de la glucosamina

6-fosfato isomerasa (desaminasa).

servaciones preliminares sobre el comportamiento alosté -

rico de esta enzima (18}, indican que en el sentido catabdlico ,
se puede ajustar la ecuacién para la fijacién exclusiva del ligando
que prescnta cooperatividad; en este caso, la GlcNHZGP. Es_to
significa, que es aplicable el modelo restringido de Wyman ,
Changeux y Monod, en el cual se supone que uno de los confér
meros de la proteina, la forma denominada R (relajada), tiene -~
afinidad por el ligando, mientras que la otra forma, denominada T
(tensa), carece de capacidad ligante con respecto a dicha molé-
cula, El hecho de que la saturaciétn de GIcNAc6P o por lo me-
nos el agregado de una concentracién igual a aproximadamente 10
veces la correspondiente constante, dé lugar a una cinética per~
fectamente hiperbélica, es una indicacién de que existe fijacidn
exclusiva también del modulador positivo., Este resultado se =~
aprecia en la gréfica de la figura No.4 , en la que se representa
el valor del coeficiente de Hill (h), en funcién de la concentra-

citn de GlcNAc6P. En esta gréfica, se aprecia que al aumentar

la concentracién de GIcNAc6P , el valor de I se aproxima sen-~
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siblemente a la unidad, lo que indica la desaparicién de la coo -
peratividad. Fué en base a esta informacién que se escogieron -
los valores de concentracién de modulador positivo utilizados en
los experimentos realizados bajo condicliones de cinética hiper -
bélica o de Michaelis. En el sentldo catabélico de la reaccién ,
no existe en principio ningC;n inconveniente en utilizar un exceso
d.e modulador positivo., En sentido biosintético, en cambio, el
Gnico método de medida de la reaccién enzimética de que dispo -
nemos, se basa en la cuantificacion colorimétrica de la =~
GlcNHZGP formada, por medio del procedimiento de Reissig vy
Leloir (25). Enéste o en una gran variedad d= técnicas relacio
nadas,se cuantifica el aminoazGcar, previa acetilacién con -
anhfd:sid> acético en solucién alcalinizada con bicarbonato de -~
sodio; se forma entonces GIlcNAc6P , compuesto que da la
reaccién colorlda d=2 Elson y Morgan, conel p-dimetil amino
benzaldehido en solucién acética, La presencia de GlcNAc6P
en nuestras mezclas de reaccién para el estudio del sentido bio-
sintético constituye por la tanto una intecferencia, Sin embargo,
la concentracisn utilizada de 0,12 mM puede ser compensada adecua
adecuadamente si se incluyen en cada serle, los correspondien_
tes blancons que contienen la mezcla de reaccién, pero a los que
no se les agrega enzima. En estas condiciones de cinética de
Michaelis, realizaron estudios de wvelocidad inicial en ambos =~
sentidos de la reaccién. Las técnicas para las mediciones de -

velocidad fueron de dos tipos , uno de ellos, consistié en la
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monitorizacién continua de la formacién del NH3 , en el sentido
catabélice de la reaccidén, mediante el uso del sistema acoplado -
de la glutamato deshidrogenasa. Los otros dos métodos, pertenecen
cen al tipo denominado a tiempo fijo, en los cuales se mide la -
cantidad formada de Fru6P o de GIcNH,6P , enun tiempo fijo
predeterminado. En estos procedimientos, es necesario controlar
que el tiempo de reaccién no sea tal que la reaccidn se exceda de
aproximadamente el 5 % de su grado de avance. El conocimiento
de la constante de equilibrio permite verificar si las lecturas de
absorbancia en una serie dada, exceden o no de éste limite. Los
experimentos que no cumplieron este requisito , fueron descartados,
aunque en muchos casos es posible introducir la correccién de los
valores de velocidad tomando en cuenta el grado de avance,para
calcular velocidades iniciales., Este procedimiento ha sido des -
crito por Lee y Wilson (38) y utilizado en este trabajo solo

ocasionalmente.

La medida de la formacién de la Fru6P mediante un sistema
de dos enzimas acopladas, la glucosa 6~fosfato isomerasa vy la
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, ha sido descartada por su ma-
yvor complejidad y costo. En el sentido biosintético, es tefricamente
mente posible desarrollar un método de monitorizacién continua -
basadp en el hecho de que la GlcNHZSP , actta como sustrato

alternativo de de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (15): de
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esta manera serfia posible seguir la reaccién por la formacién de
NADH. Sin embargo, el Km para el sustrato alternativo es muy -
elevado vy resulta practicamente imposible eliminar los periodos -

de latencia.

El estudio de los patrones de velocidad inicial en sentido
bilosintético (figura No.6), revela un comportamiento perfecta -
mente simétrico con haces intersectantes en el eje de las abcisas.
Este patrén corresponde a un mecanismo secuencial, en el cual -
basta con dos constantes relacionas con los sustratos y una ve-~
locidad maxima para describir la variacién de la velocidad de la
reaccién en funci6tn de la concentracién de los sustratos. La -
absoluta independencia del Km aparente para uno de éstos, -
con respecto a la concentracidén del otro, podria interpretarse -
como consecuencia de un sistema de adiciébn al azar de este -

tipo:
P Q

of g
\ /

inf) * ijb

en el cual, la afinidad de cada ligando no es modificada por la pre
sencia del otro sobre la superficie de la enzima ( constantes K

iguales a constantes K' en el esquema). Sin embargo, como
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ha hecho notar Cleland (17), estos resultados , si se interpretan
en términos del estado estacionario , no permiten ni afirmar ni
descartar un mecanismo secuencial al azar. La ecuacidén de ve-
locidad inicial (en ausencia de productos) para una reaccién bi -

rreactante es :

= Vmax P O

= eeereseasll)
KigKp+ KgP +KpQ+PQ

Del analisis de esta ecuacién resulta evidente, que el haz de -~
rectas se entrecruza oor arriba del eje de las abclisas si Kig es
mayor que Kq y viceversa. La posicién vertical del punto de -
corte depende solo de la relacién Xiq / Kq y carece de valor -
diagnostico en lo que se refiere al mecanismo. "La igualdad entre
estas constantes relacionadas con el sustrato Q es un hecho pu-
ramente fortuito, independiente del mecanismo cinético y no debe
tomarse en cuenta como una evidencia al azar" (17). El sistema -
es perfectamente simétrico y lo que se acaba de mencionar inpli-
ca necesariamente que en nuestro sistema Kig = Kq. De esta -~
forma, no es posible establecer si el NH3 y la Fru6P se unen

a la enzima al azar o en forma ordenada y si fuese ésto Gltimo lo
correcto cuél serfa Q (primer sustrato ligado o altimo producto -
liberado) y cudl P. La ecuacidn que describe estos resultados,

en ausencia de productos en el sentido biosintético es:

= Vmax P Q venea(2)

= ® 80 2000 a0

KaKp+KgP+RKp Q+ PQ
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El dGnico producto que puede manifestarse cinéticamente en nues-

tro sistema, es la GlcNHZGP , ya que el otro producto formado

en la reaccién es el agua.

El valor diagndstico de estos patrones resulta limitado.

La aparicién de paces convergentes, permite descartar la exis -
tencia de mecanismos en los que se alternan dos formas estables
de la enzima ( mecanismos.de doble sustitucitn o "ping pong").
Pero por otra parte, este tipo de mecanismos resulta excluido

a priori , por la naturaleza de la reacci6on quimica que cataliza la
enzima; adem&s el caricter simétrico de la cinética observada ,
permite excluir ciertos tipos de mecanismos especiales que dan
cinéticas que se expresan por ecuaciones asimétricas con res -
pecto a los dos sustratos; este es el caso del mecanismo deno -

minado de equilibrio rapido ordenado (39).

Cuando se estudia la reaccién en el sentido catabdlico ,
en presencia de Fru6P y NH3 (éste dltimo agregado como NH4CI)
es necesario obtener una ecuacisn de velocidad que incluya los
tres ligandos (suponiendo que la concentracidén del agua es igual
a la unidad) , las dos velocidades maximas y la constante de
equilibrio. De esta forma, podemos plantear una ecuacién para
un sistema Bi- seudo Uni reactante secuencial . La ecuaci6én de

velocidad correspondiente, en presencia de productos, denominan

do como siempre P al primer producto liberado y Q al segundo ,
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ser& la siguiente (39) :

Ve A - PQ
v = Keqg
Ve Kq P Ve Kp Q.
Ka + A + pQ AP Ve PQ
Vb Keq + Vb . Keq + Kp * Vb Keq
que también puede escribirse:
v = Vb (PQ - A Keq) .
~b Ka Keqg Vb A Keqg Vb A PKegq
+
Vo Vo + KgP+ KpQ + Ve Kp + PQ

En este caso, se han utilizado soélo tres constantes, relacionadas
cada una con el respectivo sustrato ( o producto ), Ka, Kpy Kq .
En un sistema Uni Bi, secuencial ordenado, analizado en base al
estado estacionario (39), se requieren rormalmente cuatro cons-
tantes, pero como ya se ha mencionado, el andlisis de velocida-
des iniclales en sentide biosintético en ausencia de producto -~
demuestra que en nuestro caso particular, bastan sblo tres.(Ka,
Kpy Kq) (ecuacién N . 2). Tamb¥n las dos ecuaciones de

Haldane, que se describen para este mecanismo (39) , se reducen

a una sola, que tiene la sigulente forma:

Keq = Ve Kg Kp S )

Keq definida como (GlcNH,6P) / (FruSP)(NHqcl) {H,0) =1
Para analizar el efecto de inhibicidén por productos, se utilizan las
expresiones (3) y (4), en las que se hace la concentracién del

producto que no se ensaya y estd ausente, igual a cero . La Keq
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se elimina mediante la ecuacidén de Haldane.

La validez de la ecuaci6tn de Haldane, queda puesta en
evidencia, mediante los experimentos de velocidades iniciales en
sentido biosintético, en ausencia de productos, del tipo de los -
que se muestran en la figura No. 6 . Cuando se utiliza una mis-
ma dilucién de enzima, preparada- en las mismas condiciones vy
en la misma jornada de trabajo, a los efectos de efectos de anular
las posibles variaciones de la concentracion de enzima activa, se
puede aplicar la ecuacidén No.(5) a éstos resultados, Con este -
fin se calcularon los valores de Vc y Vb. La primera de estas
velocidades méximas se obtuvo mediante un experimento en sen-
tido catabdlico, en el que se varid la concentracién de GlcNHZGP,

obteniendo los parédmetros cinéticos en la forma descrita.

En sentido biosintético, los datos de V¢ se obtienen por
regraficado de las intersecciones de las gr&ficas de dobles reci
procos correspondientes a experimentos del tipo de los que se -
muestran en la figura No. l0. En este caso, se obtienen dos
valores de Vb (muy semejantes) uno en cada regraficado, los
cuales se promediaron para obtener el valor de Vmax en el sen_
tido biosintético. Los valores obtenidos fueron: Vb =5.0 -
nmoles/min , V¢ = 52 nmoles /min ; utilizando los valores de -
las constantes (pH 7.7. a 30°C) K

GlCNH,6P
=30mM vy KFruGP = 4 mM, obtenidos en las mis -

3 mM, - -

Knny Cl
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mas series en las que se calcularon las Vmax , se obtiene un -
valor de Keq = 2.27 x 10° Keq definida en sentido blosin-

tético: Keq = (GlcNHZGP) / (Fru6P) (NHQCI)

Si se convierte NH,Cl en NiI3 en base a la ecuacién
de Henderson y Hasselbach, tomando un pKa de 9.3 para el
NHZ . la constante de equilibrio coincide con el valor experi -
mental que hemos reportade. Este resultado nos confirma la va-
lidez de Haldane propuesta . En consecuencia podemos utili -
zarla para expresar en otra forma la ecuacién (3), con la finali-
dad de analizar el efecto de la inhibicién por productos, de esta
manera, se considera el sistema en sentido catabélico en presen
cia de uno de los productos (P o Q), haciendo la concentra -
cibébn del otro,igual a cere. . La Keq se elimina mediante la ecua-

ciébn de Haldane; tenemos asi para Q como inhibidor:

Vc P

v= oo-oooc----o-.-.c-(ﬁ)

Ka (1 + .9..)-9. A
Kg

y para P como inhibidor -

v = VC P (7)
(H}(%—)( Ka+ A)

Se observa que Q , el altimo producto liberado, en sentido ca -
tabolico (o primer sustrato ligado en sentido biosintético) es un

inhibidor competitiva, mientras que P, es un inhibidor no com-
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petitivo . En nuestro caso particular la inhibicién es de tipo

no ccmpetitiva clasica en la cual el punto de corte de los haces
de rectas en las graficas de dobles recipro_cos , Se encuentran en
el eje de las abcisas y con constantes de inhibicién identicas a

las correspondientes de Michaelis.

. La inhibicién que muestra la ecuacidén (7), es muy poco -
frecuente; las inhibiciones no competitivas que se observan predo
minantemente , muestran un término en el denominador del tipo
(1+1/Ki) que multiplica al valordei Km y a la concentracién
de sustrato en el denominador. En cada caso, el valorde Ki sue
le ser diferente del punto de corte de los haces de rectas. En
las graficas como la de la figura (7), suele encontrarse por
encima o por debajo de las abcisas, segGn sea mayor o menor

que la unidad, el cociente entre estas dos constantes .-

Nuestros resultados son una consecuencia de lo que se
ha deducido en base a los patrones de velocidad inicial ( figu-
ra No. 6) y de la correspondiente ecuacién de velocidad (2) ,

en la que no aparecen constantes de inhibicién.

Los resultados que se muestran en la figura (7) indican -
que Q = NH3 y P = Fru6P ; 1la coincidencia entre los valo -
res de las constantes de inhibicién ¢ las correspondientes de
Michaelis, resulta también evidente. Estos resultados permiten

descartar un mecanismo al azar, en el cudl,ambos ligandos, NH3
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vy Fru6P pueden formar complejos binarios con la enzima .,

Otro estudio de inhibicidén por producto, que se podria -
plantear para este sistema, es Ael correspondiente en sentido -
biosintético. En este caso, existe un solo producto, que es el
utilizado para la medicién de la velocidad de reaccidon. La obten
cién de los patrones de inhibicién de la reacéidn biosintética por
GlcNH,6P (con respecto a la Fru6P y al NH3: podria dar infor
macién complementaria valiosa. Sin embargo, ésto no resulta -
técnicamente posible, ya que en los experlmentos de este tipo
habrfa que medir las velocidades de reaccién por el consumo de
uno de los sustratos en este sentido (NH3 o Fru6P), ya que el
sistema contendrfa un exceso de producto (GlcNHZGP) cuya inhi-
bicién se trata de investigar, Los valores elevados del Km para
los sustratos del sentido biosintético, hacen imposible este
enfogue. A suvez, la medida de la formacién de GlcNH,6P en
presencia de un exceso de la misma sustancia, no resulta facti -
ble . En este caso, dado el valor de la constante de Michaelis
para el aminoazicar fosfato, habrfa que detectar minimos incre_
mentos en su concentracién y los resultados adolecerfan de un

error considerable.

Como es de esperar, los sustratos alternativos, metila-
mina , hidrazina e hidroxilamina, dan el mismo patrébn de inhib{
cién que el NH3 . El uso de sustratos (o productos), alternatives

de este tipo constituye ademdas, una interesante herramienta para
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el anélisis de los mecanismos cinéticos (40). El procedimiento
se basa en la obtencién de los pardmetros cinéticos para el sus
trato o producto natural y el sustrato o producto alternativo por
separado. Este procedimiento ha sido utilizado por Wong Y
Hanes (41), y se necesita de un método analitico ue discrimine
entre los dos productos o sustratos: en cuestién. Ei nuestro caso,
no disponemos de métodos espectrofotométricos adecuados para
realizar un estudio cinético, que nos permita discriminar entre
la GIcNH26P y el N- metil derivado, posible producto de

la reaccién entre la Fru6P y la metilamina. Tampoco es posi «
ble medir la oxima de la Fru6P (posible producto de la reaccibébn -
entre la Fru6F y la hidroxilamina), ya que la hidroxtlamina -
presente interfiere con el método analftico utilizado vara la -
medida de la GlcNHZGP. Los productos alternativos corres -
pondientes a estos sustratos, no han sido estudiados sisteméti

camente y quedd alGn por realizarse su identificacion precisa.

El manejo de inhibidores competitivos con respecto a los
sustratos en el sentido en el que la reaccién es birreactante, per
mite también realizar experimentos que confirmen o descarten -
el esquema de adicién ordenado que se propone para este meca_
nismo secuencial. En nuestro caso, deberfamos de disponer de
por lo menos un inhibidor competitivo con respecto a la Fru6P y

otro con respecto al NH3. En este caso,serfa aplicable el an§
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lisis que propone Fromm (42)..Serfa de esperar que cuando el -~
inhibidor competitivo con respecto a la Fru6P se estudiase en
funcién de la concentracién de NH3 , diese un patrén de tipo no
competitivo, mientras que un inhibidor competitivo con respecto
al NH, serd no competitivo con respecto a la Fru6P. Alno =~
disponer de inhibidores con estas caracteristicas, no ha sido -
posible buscar la confirmacién de nuestro esquema de adicién
ordenado por este camino. Se buscé entonces, otro procedimien
to de confirmacidén, basidndose en la existencia de un inhibidor
competitivo, que forma un complejo sin salida con la enzima, en
lugar de la GlcNHZGP , que es la sorbitolamina 6-fosfato - -
(SNHZGP) . En el caso que nos ocupa , cuando se estudian los
patrones de inhibicién de la reaccién en sentido biosintético en
presencia de distintas concentraciones fijas de SNHZGP , se
encuentra que este inhibidor d& patrones de tipo competitivo -
con respecto al NH3 y no competitivo con respecto a la Fru6P.
Estos resultados que se muestran en la figura (8), confirman la
existencia de un complejo binario E—NH3 , cuya formacibébn es -
excluyente con la del complejo E-SNHZGP . De esta forma, por

otro medio, comprobamos dque el NH_ se une directamente a la

3
enzima, formando un complejo binario. El patrén obtenido con
respecto a la Fru6P, es incompatible con la existencia de un -
complejo E-Frué® , que coexistirfa con el anterior, sélo si se

tratagse de un mecanismo dec adicién al azar y se manifestarfa -

por un patréon de inhibicién de la SNH 26P con respecto a la -
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Fru6P , también -competitivo.

Aln no se ha investigado la existencia o no de modifica-
cién del patréon de inhibicién competitivo de la SNHZGP con
respecto al NH3 , a FrubP saturante, En la nrActica esta satu
racién es inalcanzable, pero se puede estudiar la variacién de
los Ki en funcidén de la concentracién del sustrato fijo (Fru6P) .
Es evidente que de acuerdo a los resultados obtenidos, es de es~
perar que esta modificacién no exista. Interesa también ver la
modificacién de la inhibicién con respecto a la Fru6P, a diferen
tes concentraciones fijas de la sal de amonio. Se comprueba -
que la inhibicidon disminuye a medida que aumenta ésta, pero
dé‘deg,el elevado valor de la correspondiente constante, es nece--
sario utilizar concentraciones que producen una fuerza iénica -
tal que puede interferir con las propiedades ligantes de la enzima

y generar efectos inespecificos.

En la figura (l1) se muestran los experimentos en equili-
brio realizados con la técnica de filtracién-equilibrio en colum-
na de Sephadex G-25 , desarrollada por Hummel y Dreyer {29).
Si el mecanismo es al azar, debens existir dos complejos bina-
rios, I-:--NH3 y E-FrubP . En los circulos abiertos, se represen-
ta la elucién de una columna equilibrada con Fru6P marcada con
14

C . Se colocd una muestra de enzima y se eluyd con el medio

de equilibracidén; no se observé ningun alteracién en el nivel de
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la marca radioactiva, lo que indica que no se detecta complejo
binarioc E-Fru6P . Cuando la columna ¢s equilibrada con un me-
dio igual al anterior, pero que también tiene metilamina (sustra-
to an&logo del NHS)’ se obtiene un pico positivo , seguido de
uno .negativo por debajo de la linea de base. Estorevela que

la Fru6P , que es la marca radioactiva, se fija a la enzima, -
pero s6lo en presencia de metilamina y confirma la existencia -
del postulado complejo terciario E-MA-Fru6P. Estc indica que

se trata de un mecanismo secuencial ordenado, en el que el

orden obligatorio es el de el NH3 primero yla Fru6P después.

Se utilizé el sustrato analogo, dado que tiene una velocidad -
méxima mucho menor que el sustrato natural NH3 y se traba -
j6 a 4°C porque el complejo terciario no es estable ya que

es el complejo central de la secuencia catalitica.
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10.- CONCLUSIONES.

Los resultados precedentes constituyen un conjunto de
evidencias quc apoyan un mecanismo secuencial en el que
el NH3 es el primer sustrato ligado 6 Gltimo producto libe

rado:

o1 RS J 35 H.D Shuldi Ly

s

S Eed, (-l - rrars==3Gloah vr-d.2) walean G =
. - e . .

El agua no sc manifiesta en este tipo de experimentos, pero
su ubicacibn en la secuencia surge de los experimentos -~
sobre el mecanismo quimico de la reaccién, de Midelfort

y Rose.

Una verificacién de nuestros datcs proviene de la

coincidencia de las constantes de los experimentos de inhi_
bicién por productos, con las correspondientes Km, tal como
lo predice el tipo particular de patr6n de velocidades inicia_
les iIntersectantes en el eje de las abcisas (graficas de -
dobles reciprocos. Para este caso s6lo existe una relacién
de Haldane, 1la cual se verifica también con nuestros datos

de constantes cinéticas vy de equilibrio.

Estos resultados concluyen también, la existencia de
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complejos improductivos E-NH3-GlcNH26P y E-FruGP-GlcNHZGP
(o su andlogo, E-FruGP—-SNHZBP). Ademé&s, este ultimo com-
plejo abortivo darfa lugar a una inhibicién no competitiva -
por sustrato (Fru6P) en el sentido biosintético, lo cual no
se detecta. Por otra parte, estos complejos resultan estructu
ralmente poco proables, si se considera un sitio activo con
grupos ligantes para una funcién ésf.er fosfato y para un -

grupo amino, no duplicados en el mismo dominio.

Nuestros resultados tampoco hacen necesario introdu -
cir otras complejidades en el mecanismo cinético, como por

ejemplo isomerizaciones.

La existencia de un complejo binario, formado entre
el sustrato NH3 y la molécula de enzima, que surge como
consecuencia de nuestrors resultados experimentales, plantea -
una importante dificultad desde el punto de vista del meca-

nismo quimico de la reaccién catalizada por esta enzima.

Es concebible que el NH3 se una a su sitio ligante
sobre la superficie de la enzima, a través del par de electro-
nes no compartidos, ya que son éstos los que le confieren
capacidad de enlace. Dado que son también los que le con -
fieren reactividad, la unién del NH4 a la enzima bloquea -
rfa su capacidad de reaccién como reactivo nucleofflico. El

mecanismo de la figura (2), implica que el NH3 ataque como
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nucle6filo al carbono carbonflico de la forma abierta de la
Fru6P. Si bien este mecanismo de reaccién es hipotético, la
naturaleza de los productos de reaccién, lo hacen el mds -
verosfmil. Los experimentos en los que se emplean como sus
tratos andlogos la hidrazina (36) o la hidroxilamina, también
constituyen evidencias a favor de que en la secuencia catalltica,

existe un ataque nucleofflico al carbono 2 de la Fru6P.

Un posible grupo funcional en el sitio activo capaz de
lgar un NH3, o sus andlogos (metilamina, hidrazina e hidroxi
Iamina) o al grupo -NH, sustituyente en el carbono 2 de
la GIcNH,6F, podrfa ser, una funcién carbonilo. En los meca
nismos quimicos es frecuente encontrar reacciones enziméti-
cas basadas en un atagque nucleofflico a un carbono carboni
lico. Sin embargo, dado que no existe ningun aminoécido -
o derivado de aminodcido natural que contenga esta funcibén,
el mecanismo que mencionamos tiene lugar s6lo cuando el -~
grupo C=0 pertenece al sustrato, como en el conocido caso
de la reaccién catalizada por la fructosa difosfato-aldolasa,
o bien cuando al carbonilo se localiza en el grupo prosté -
tico, como en las enzimas que utilizan piridoxal fosfato. En
nuestra enzima no se ha detectado la existencia de un grupo
prostético y la composicién de aminodcidos, explica por comple
to la masa moleculer., Ni el espectro de la enzima ni el

estudio de sus productos de hidr6lisis &cida, permiten suponer
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la existencia de otro componente en su estructura , que no

sean los aminoédcidos .

De esta forma, la existencia de una unién entre el NH,
vy un posible grupo carbonilo para dar una imina (o una base -
de Shiff, en el caso de la metilamina), debe descartarse co-
mo posible estructura del complejo binario. Esto nos lleva
a plantear la existencia de una unién a un grupo carboxilo

de un residuo de aminodcido dicarboxilico, en forma de amida,

De acuerdo a estos resultados vy a los nuestros, -
consideramos que el NH3 debe fijarse a la enzima en una -~
forma que pueda readquirir sus propiedades de nucleéfilo en el
complejo ternario (complejo central o de Michaelis, E-NH3—
Fru6P). Una posible estructura del sitio del NH3 , bodrfa con
tener una amida ciclica, formada por un grupo carboxilico de
un glutdmico o aspértico con un grupo épsilon amino de -
una lisina (i) {ver esquema). Esta unidén amida seria rota por -
la entrada de un NH3 en una reaccidén perfectamente rever-
sible (ii). La entradadela Fru6P en un sitio pré6ximo del domi -
nio del sustrato darfa lugar a una reaccién de tipo concer-
tado, en la que el NH3reaccione como nuclebfilo desds su
posicién ligada. Nuestras observaciones en el sentido de que
la metilamina ouede actuar como sustrato de esta enzima, pue

den explotarse para intentar un marcado del sitio activo para
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el NH3 mediante el uso de 14C. La reversibilidad de la reac -
cién (1) ; podria evitarse mediante la desnaturalizacién instan -
tdnea de la enzima, que alejarfa al —NH2 libre, de una posi -

ble lisina, como consecuencia-de la pérdida de la estructura,

© 5

<

¢
0
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11.- PROPUESTAS Y RECCMENDACIONES.

El programa de trabajo que proponemos a continuacién, -
busca completar el estudio del mecanismo cinético y al mismo
tiempo obtener datos sobre la estequiumetrfa de los sitios, que

permitan avanzar cn el 4rea estructural .
11.1 .- Técnicas de filtracién~equilibrio en Sephadex G-25.

Ya hemos incursionado en esta metodologfa pero en condi-
ciones poco favorables. La imposibilidad de lograr un complejo
ternario estable mediante el uso de inhibidores competitivos ,
nos ha impedido utilizar esta técnica para el célculo de las
constantes de relaciones de estequiometrfa. Es importante -
en consecuencia, continuar la bésqueda de alguna amina que
pueda funcionar como competidor del sitio del NH 3- Las hidra_
zinas se han estudiado sistemdticamente pero no se ha encon-
trado el compuesto adecuado. Sin embargo, la reaccién de la
Fru6P con la hidrazina , que forma la hidrazona de la Fru6P ,
ha dado lugar a una interesante derivacién de este trabajo, -~
ademds de un nuevo método para monitorizar la reaccién en el
ultravicleta. En caso de obtener este inhibidor, se podrén lle -
var a cabo los experimentos de equilibrio ya mencionados y la
investigacidn del patr6n de inhibici6én de dicho compuesto con

respecto a la FrubP ., Este es el inlco aspecto accesible del
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analisis de Fromm, pero serfa Gtil para confirmar nuestros re-

sultados.
11.2.~ Técnicas para titulacién con ligandos.

Se propone utilizar un disefio experimental basado en la
técnica de titulacién de la proteina con sustratos, inhibidores-
y otros ligandos, basada en la medida del apagamiento de su
fluorescencia (43, 44, 45). Estos experimentos pueden confir -

mar nuestra hipbétesis sobre el mecanismo cinético, pero tam -

bién proporcionardn constantes termodindmicas y datos estequio
métricos, éstos Gltimos muy importantes para la evolucién futu-

ra del trabajo.

Una previsible dificultad provendr§, una vez mds, de la
baja afinidad de la enzima por el NH3 y sus andlogos. No se
podra por ejemplo, realizar una titulacién de la proteina con

FrubP a NH3 saturante, que darfa informacién en forma muy

directa.

Sibién el manejo de esta técnica en cuanto a sustratos
tendrd que ser semiciantitativa (existencia o no de interac -
cién), 6&sto basta para confirmar el mecanismo cinético. En -
cambio se dispone de dos ligandos muy adecuados para desarro_

llar todas las postbilidades cuantitativas de esta técnica, que



(67)

son la SNHZGP (Ki=5x 10"3 mM) para el éitio activo ¢y la
GlcNAc6P (Keq = 0.12 mM) para el sitio alostérico_. De esta for-
ma, se hace posible establecer las relaciones de estequiome -

trfa correspondientes.

Otra dificultad podrfa provenir de la nec;esidad de cono_

cer con precisién la concentracién molar de la enzima y no tener

presenta enzima inactiva en el sistema. En este momento se =
dispone de un valor confiable del coeficiente de absortividad
molar de la enzima ( por composicién de aminodcidos) y de un
procedimim to rdpido y confiable para eliminar posibles formas
inactivas de la enzima, que es la cromatograffa de bioafinidad.
La forma de conservacién de la enzima que usamos actualmente
(en glicerol al S§S0 %, con modulador alostérico e inhibidor, a

-29°) ha dado excelentes resultados,

Con este plan de trabajo, ademés de avanzar en infor_
macién estructural, nos permite confirmar nuestra hipbtesis: -
sobre el mecanismo cinético, per» no es necesario continuar -
experimentando sobre este punto., En caso de que se obtuvie -
sen resultados contradictorios con los anteriores, o que no se
lograsen interpretar, se podria recurricr a la cinética de inter -
cambio isotépico. A continuacién se desarrolla un breve esquema

de trabajo enbase a este tipo de técnicas.
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Una caracteristica propia de las técnicas de cinética de
intercambio de isétopos, es que el agua puede manejarse como
un reactivo ya que pasa a ser un componente medible del -~

sistema,

En nuestro caso, serfa posible disponer de marcas en
el carbono o en el fosfato del par FruGP—GlcNHZGP v de mar-
cas con tritio en éstos y-en el agua. Lamentablemente, uno de
los componentes, el NH3 no puede ser marcado, lo cudlli -

mita considerablemente las posibilidades del andlisis.

Una dificultad propia de estcs procedimientos, es la
necesidad de disponer de técnicas répidas y conflables para
separar los componentes del par en el cual se estudia el inter
cambio. En el caso del par de hexosas fosfato, se tratarfa -
de procedimientos cromatogréficos bastante laboriosos. S6lo
se puede considerar en estos casos el uso de estos procedi -

mientos sobre una base semicuantitativa.

Un experimento que podria permitir la diferenciaciébn en-~
tre el mecanismo con Fru6P como primer ligando y el mecanis_
mo con NH3 con esta caracteristica, es el de la medida del -

intercambio de una marca en el par FruGP—GlcNHZGP en funcibér

de la concentracién de NH3. Si el NH3 es el primer ligando,

no hay inhibici6én por alta concentraciébn de NHS'
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Midelfort y Rose (15), en su trabajo sobre el mecanis-
mo qufmico de la reaccién catalizada por esta enzima, hacen -
un experimento de intercambio de tritio entre la Fru6P y el
agua con el fin de estudiar la etapa de enolizacién del comple
jo central. Concluyen que para que exista este intercambio ,

debe haber NH3 presente .

Las dificultades mencionadas y la posibilidad de lograr
una demostracién soélida del mecanismo cinético con otros pro-~
cedimientos, nos inclinaron a dejar de lado las técnicas de-~

intercambio.
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13.- ANEXOS.

13.1.- Derivacidn de la ecuacidn de velocidad por el método de

King-Altman para el sistema ordenado Uni-Bi.

La reaccidén ordenada Uni-Bi puede ser escrita de la si -

gulente forma;

K K e K
E+A == EA =P~ EPQO =%» p + EQ =2 E + Q
K Kop K, K3

hay 4 especies enziméticas; E, EA, EPQ y EQ. Sin embargo,
puesto que el complejo central no tiene efecto sobre la forma -
final de la ecuacién de velocidad, podemos combinar EA y EPQ
como se muestra en la siguiente reaccién;

Kl K K

2 3
X, { Q) K, (Dﬁqz; Q

o, enla notacién Cleland;

E  (EA == EPQ) ED E

Ahora, tenemos solamente 3 especies enziméticas las cuales
producen la figura bé&sica de King-Altman mostrada abajo:

K, A
E = = (EA ~ EPQ)

K.y
K-35\\ff3 )

EQ
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La distribucién de las especies enzimaticas es obtenida de los

patrones de interconversién de dos lineas:

E K oK P + KiKp + K2K3
Ey denominador

(EA + EPQ) _ K]-K"ZAfli,t,,!il,!j?A + K~2K_3PQ

E; denominador

EQ _ K KZA + K__ZK__3Q + K_IK_3Q
E denominador

El d2nomiinador es igual a los 9 términos del numerador:

+ (KIK_Z) AP + (K_ZK_3) PQ.
La velocidad neta en el estado estacionario estd dada por:

v = K(EMA)- K_; (EA +EPQ)

Ky (KK +K_ K ,P+KgK_1) (A)(E) ~K_; (K_3Q K P+

denominador

vV =

+K) AK_,P+ KK A) E,

denominador
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agrupando los términos del denominador y simplificandoe €l

numerador: -
E, K3 (K.3+K,) + K (Kp+Kq) (A) +(K_jK_ 5} (P) +

K_(K,+K_)) (Q)+KK_, R(P)+K_;K_ (FI(Q)

Cuando P=0Q y Q =0, después de dividir numerador vy deno-
minador por Coef, , obtenemos la ecuacién de velocidad en el

sentido catabélico:

CoefA
const , p Kq + A

CoefA

Cuando A =0, obtenemos la éduacién de velocidad para la -

reaccién en sentido bilosintético:

aum, P Q
v = 2
crnvt ¢ Crief_ P o4 Coel Q & Coef, PO
r % r'-t
En ruestvn cnpn partismidar @ A, = K 1 Yy K i 1= 1
por ic tanto: Coef, = 1
&9}

Como: consu = E3 (a, + & 1)

vy KpKg =R (n, & N K & ) = (& K-p) & (K, - K ) =
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Kprg = a_ (K, # K ) = K, (&, +K_))
antoneaes const = Kp igq “

¥ la ecuscardin se reduee a;

nuu,_ ¥ Vb P g
¥ = L3 -

Kphq + Soef P 4+ Corf 4P G ~ KpKq 4+ KQP 4 Kp Q 4 P Q

<€
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Varlacién del nimero de Hill (h) en funcién del pPH.
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