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/'\CTIVIDAD CATAl !TlCA DE L_A URIDINA DIFOSFP.TO JJ'."'ACl::TILGLUCQ 

SAfiiIN/\-2'-EPiriiERHSA DEL ílIÑ-ON DE ·rrnTH. 

I NTíl O DlJ ce 10 f·!. 

I~ ílefinicidn y. crracterísticrs de le·rePcci6n. 

' . 
l n uridina di f osfeto N-ece-tilglwcosr..mina":'2' -epime-

.rasa (LIDPAG-2' -·epimorasa) céitali_za la conversi'6n de la ur.i 

dina c:ifosfo.to tJ-acetilglucosamina (UDPAG) ,_ en uridina di-

· fosfato (L.1DP) y N-acetilmanosamina (NAm) para lo cual hidr;9_ 

liza el ~nlace ~ster glicos!dico ~el sustrato y epimsriza 

.el carbono 2' del residuo N-acetilhexosaminilo del mismo 

{fig. 1); la r_eacci6n es. uniclireccional, poco eficien:te y 
.· . . .... 

es modulada por ol medio ambiente intracelula:r. 

Pontis(l) desc~ibl6 ppr primera v~~, actividad de 

' ' 

LIDPAG-2 ·' -ep:i mer~~p ,. , en lil 1 h !9ado· de · 1 a ruta.. CarcHni y Le-

lo ir (Z) identi ficar6n i8. N:..~cetilhexosc'.lmina producid.a c,omo 

N-acetilge1octosDmina y postu1aJ!,on, en consecuen~ie, rctiv,! 

dad de UDPAG-4 • ..;epimerc:_isa. Comb Y. ílosema_n (3 ) 'res-o_lv-~eron la 

polémico, al ·parecer ele m:1nera definitiva e iden'ti ficaron a 

la N-acotilhoxosa_mina, en cutisti6n c0~10 N-acetilman_o·sariiina. 

Salo y Fl~tcher(4 ) ·dijscriben ~1 posible mecanismo 
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de la reacción·y postulan la particípación de LAD en el P.E.º 

ceso (fig. 2). 

II. 1~Ll~"JPJ\G-2'-epimercsa y·la biosíntesis del cmp 

sinlnto .• 

Lr LJDPAG-2 1 -~pimet2s~ hepftice es lr primera enii

me de lo v!~ metrbólica cuyo producto fin~l es el CffiP-siá

lico (fig. 3) y es retroinhibida alostáricamente por este 

metabolito ·terminal (S); le:: ef'iciencia fluctuante de la en-· 

zima es fuhción inversa de la concentración ambiental del 

CffiP-siállco; niveles elevados de este metabolito se acomp~ 

nante octivid~d cotol!tica baja de la UDPA~-2 1 ~epimsrasa 

y recíprocamente ocurre un incremento en la velocidad de lo 

reo~ci6n enzim6tica tua~do el CMP-siélico Gmbiental dismi

nuyo(s). 

III. Relación do ln LJDPAG-2 1 -epimorrsa con otras -

vf¡.s_motab6licas. 

~) Las propiedades regulatorias de la UDPAG-2 1 -e

pimerasa le confieren a esta macromol6cula un papel crucial 

en el coritrol de otras ví~s metabólicas; en efecto, la dis 

minución en su eficiencia catalítica conduciría a los si--
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guientes cr:mbios: 

a) Exprnsidn, d6ntro de ciertos límites, de la poza 

de U DP,;G. 

b) Oferto incrementada de UDPAG para v!as metab6li 

cas 1:iroctumonte relacionac.lns con la iniciaci6n y crecimien 

to de los riligosacáridos en las glicoproteínas( 6-S) y lipa 
. . -

prote!nas( 9},. con el alargamiento de los mucopolisac~ridos 

(10, 11). í (12) 
y con las ·ntesis de algunos l!pidos • 

e) Oferta increm.entada de UDPAG pé1rn la UDPAG-4' -!. 

pimerasa (EC 5. 1. 3. 7 )(.1 3), la U DPAG pirofosfori l2s2 (EC 2. 

7.7.23)(l4), la UDPAG hidrolasa(lS) enzimas que al parecer 

no son de csráctor regulatorio. 

d)· El incremento en·la conc~ntración de UDPA~ dis-

. t 1·. t .6 t· (5 , 16- 18 ) 1 f. minuye, por ro roa imen ac1 n negn iva . , a e 1~-

ciencia do la glucosamirrn-6-:-fosfat'o sintetasa (EC 2 .1.16) 

enzima que cataliza al primer paso _de la v!a cuyo metabol! 

to terminal es precisnmente el UDrAG; la cinática de la 

reacción correspondiente ha sido estudi~da con elgdn deta-

lle; ln modul~ción. de le actividad cntal!tica de esta ami-

t f.. . '1t· 1 f t "b' t 1 <19 - 22 ) · do rcns erasa por mu 1p os acores am 1en a es in 

elusiva por el UDPAG(S) ha sido elucidada en parte y se han 

postulado dos formas alost~ricas para esta enzima con base 

6 



en sus pro-piedades _fisicoqu!micas (lB). 

2) El incremento en la eficiencia de la UDPAG-2 1 -

epimerasa conduciría a una síntesis mayor de glicoproteínas 

con.siálico en su·estructura, eri efecto, se ha ohserved~ -

aumento c;e la actividad espec!ficr, ·c1e esta enzima en híga-

-do de rata despu~s de. daílo o· recupercci6n de hepatectomia 

· ·1 ( 2 2 ) • d 1 · 6 d c~íl P NA 111* p-arcie . ,. asocia o con e evac1 n -e _11 -- •~· • 

3) Estudios en nuestro laboratorio mue~tran una -

corroloci6n estrécha entre la actividcd catalítica cambian 
. . -

te de la. UDPAG-2 1·-epimer..asa uterina y los niveles fluctua.n 

tes de la L-fucosa celular en e~te: 6rgano(2~). 

4) Estudios por nuestr~ grupo y por otros invest! 

gadores permiten ~ostular coordinación temporal estrecha -

ehtre la~ actividades de la UDPAG-2'-epimerasa y de la si~ 

(24' ·1~1-transfer~sa uterinEs. 1 

5) Los niveles de UDPAG; sin embargo, pudiesen d~ 

pender tombi~n ,\ a~nque de modo indirecto, de la d'isponibi

lidud del UTP y por consiguiente de la utilización de este 

QLIClodtido ·pero la·productidn de otros nucle6tidos~azdcares 

como la uridina difo·sfato glucosa, uridina ·difos.fa.to gala.E, 

tosa, uridina difosf~to ~cido glucurdnico y de üridina di

fosfato N-.,cetilgalactosnmina ya señ.alada en párrafos a-nt~ 
.. 

·itci tic:in-e mm1ó f 08 fato i:-:-: cotilr1 uurc,rnin i co 

7 



rieres. Los trabajds de $ates et al són ilustrativos ~l res 

pecto. (l?) 

a 

IV. La ~DPAG-2'-~pimerrsa y lns glicoproteínas ples-

m~ticas. 

Los oligosscáridos de las diferentes glicoprote!nas 

plasmáticas se insrirtan .a la porción pept!dict por interme -
dio de ra N-acetilglucosamina<25 ) y con alta frecuenci~ e~ 

·te ~ismo azócar inicia las ramificoriiories perif~ricas que . 
-concluyen con el tfcido· siálico· y la L-fucosa. <2~) La estr,!;!_c 

tura genere.:! de l,os oligosacéridos en l.c.1s distintes glico-

proteínDs plasm6tic~s (fig.4) permiten suponer la existen-

cia de mdltiples controles pata asegurar la secuenciacidn 

de los diferentes monosacáridos; la situación peculiar de 

N:...acetilgluco-snminá. _autoriza a pensar .que el sistema cons,ii 

tuido pot la UbPAG-2'-epimerasa y la N-acetilglucosamilo.-

trarisferas~ juega un papel esencial en la biosíntesis dé -

las. glicoprote!nas p1asmáticas. La correlación entre la e!_ 

tructliraci6n de los oligosacárir:os. en las diferentes glic.2, 

proteínas p'lasniáticas y el origen tisular de estas. supram_! 

.cromoléculas pueden .ser de gran utilid2d pera entender los 

m~canismos fisioi6gicos norm~les y fisiop~tol6gicos en m6! 



Estructura general de la porción het erosacárido de una gl i~,.;-
proteina plasmática. . 

NAN NAN NAN ·Fue 

Ga't Gal Gal Gal 

-1- l I l 
NAG NAG NAG. NAG 

1 
·Man- Man- ·Man~NAG 

1 

NAG 
1-

PEPT I_DO.CAsn) 

Fig.4 . - NAN, ácido N-Acetilneuramínico, Gal, D-Gal aétosa, 
NAG, N-Acetilglucosamina, Man, Manosa, Asn, Asparagina, la 
unión NAN-Gal es )32-3,la unión Gal-NAG es}3 l-4, se desco
noce Ja naturaleza de los enlaces con Manosa y entre Man...:."ivfan, 
NAG está unida por medio del carboQo J al pépt ido. 
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tiples padecimientos y po~tuler· los posibles sitios de a-

daptac.ión molecular en los diferentes casos. En este sent,! 

do., -se pudiesen racionalizar distintas inmunopatías, hepa

topat!is, endoc;inopat!bs y aón padecimientos de los apar~ 

tos cardiovascular, respiratoriri, digestivo o de los siste 

mas nervioso, hematoldgico·~ etc. 

En relacidn con las glicoprote!nas plasmáticas, ~l 

riñ6n produce entre otrus a ~a proeritropoyetina(2B) y el 

plasmin6genof27 ) est~s ~upramacromoláculas tienen por sµ--

puesto N-ocetilglucosamina en su estructur~ y la concentra 

ci6n de proeritropoyetina plcsmática se modifica en· fun~i6n 

de la presión bnrométrica (presión ·parcial de oxígeno) .ni

veles-de andtdgenos, pobalto, vitamina s12 , etc •. (2a) Se p~ 

dies~ postul~r que la ~d~p~acidn fisiológica d~l riM6n en 

relación con la -bios!ntesis de. glicopiote!nas ~epends de -

' la .a~aptaci6n· molecular de la UDPAG-2 '-epimerasa. 

v. Objetlvos. 

Los objetivos del presente trab~jo experimental son 

ios siguientes: 

10 



lo. Determint;r e.l compartimiento subcelul.a_r. del P.!:, 

r~nquima renel. en el cual se sit6a la.UDPAG-2 1 -

epimerasa. 

2o. Iniciar el ·estudio cinático el~ 1-a UDPAG.;.2•~epi 
. -

merasa renal°. 

11 
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ffiATERIAL Y ffiETODOS 

Se usaron ratas albinas, machos de la cepa Sprague

Dawley, con peso pro·rnedio ele .100 g, alim_entados ad libi tum 

con Purin,i Chow. 

ílo;·,ctivoa y medios cromatográficos. 

La uridina difosfato N-aceti.lgluc~samina, N-acetil

galactosamina, N-acetilmanosamina, N·-acetilglucosamina, u

ridina, glicilglicina, alb6mina bovina (fracción IU de Cohn), 

n~butanol y acetato de etilo se obtuvieron de Sigma Chemical 

Co., St. Lou is .filo .• , E:UA. El trishidroximetlcminometano, ta!. 

trato de sodio ·y pot~sio, reactivo_ de Folin, ·S6carose, Na2co3 , 

Feso 4·, Coc12 , NaOH, !<OH, mgso 4 , etanol, n-propanol, 'NH 40H, 

ácido oc~tico glacial y Cuso 4 se edquirieró~ de E. merck. 

(ffiéxico). El mgcl2 KH2ro 4 .y amberlita ms-3 de mallinckrodt 

Chem. Works, St. Lou~s, ELIA. El pcru~imetila~inobenz~ldehi~o. 

se obtu\/o de :i. T. Baker Chem. Co., "EUA Z'nso4 , H3BO 4 ·de Téc

nica Química, s. A~ de M~xico, ·HCl d~ Harlecó (Dada), fflé~i

co. La para-hidioquinona de Watson, Philli~s y Compan!a, mj 

xico. Las pl~cos tipo s!Jica Gél-60 merck de E. merck Darms

tuclt. f\lorn.;inio.. · 
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Homogeneizndo 

Las ratas fueron· sacrificadas por decapitacidnJ los 

riílones extirpados rápid~mente, liberados de su ·cápsula, 

cortados on fragmentos ~uy pcqueílos y mezclados con agua -

desibnizada u otro ·medio apropiado (3ml por grnmo de tej! 

do hdmecio) para ser homogeneizado en el Potter-Elvehjem. 

Compartamontalizaci6n 

Lus di ferentcs fraccio11es subcelulares renales se 

obtuvieron, e~ un principio, de acuerdo al m~todo de Ho~e~ 

boom y Schneider pnia hígado d~ ratat segdn descripción de 

A. l. Lehninger.(29 ) 

Los pasos c!el pi:-oceso son los siguientes: 

llomoueneiz,1ci611 en sr,cnrosn 0.25 m. 

filtrrci6n de homogeneizcdo por cuatro capes de g~ 

sa parr desc~rtar el tejit'o fibroso. 

Centrifugación del filtrado a 600 g por 10 min; se 

obtiene el _precipitado 1 ('fracción nuclear) y el -

uol1ru11s1dw,to l. ·-



Centrifugación üel so"brenadante 1 a 15,000 g· duran - -
te 5 min-.,. s·e óbti·ene et precip.i.tado 2 (frocción· ~ 

enriquecida en·. mitocondrias, lisoso.mas -y microcuer 

pos) y el sobre~edan~e 2. 

Centrifugaci6n riel sobrenr:,dr: nte 2 a 105~000 g, 60 

min.; se .obtiene el precipitado· 3 ( fre.c-c:i6n .micro

som~l) y el sobren a.dante 3· ( fracci6n soluble o ci

to sol). 

En experimentos postetiores se siguierbn con liga~ 

ras modificacione~ los lineamientos del mátodo citado ~ar 

H. R. Mahler( 30) y Birnie(3l) para hfga~o da r~~a, en al -

siguiente orden: 

Homoganeizor en 3 vol6menes de ~guE. 

14 

Adiciohar con fEpidez sacarosa hestE obtener Oe32 m, 

mezcl8r enérgicamente. 

filtr~r a través·de cuatrri capas de gasa. 

/\fiaclir al filtrado Tris pH 7 .5, OlgC12 y ague para 

obtene~ conc~ntraciones finales de 0.25 M sacarosa, 

0.02 m Tris -y 0.003 mgc12 ~ 

Centrifugación de .1~ mezcla a 700 g, 10 min.; ~e -

obtiene el· precipitado .! y el sobrenadnnte, l. 
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Resuspenc'.er el precipitado l en sscc:,rosa 2.4 ffi, 

ffigC1 2 0.001 m y Tris 0.02 m pH 7.4; se obtiene el 

resuspendido l. 
. -

Centrifugación de resuspendido 1 a 100,000 9, 60 -

· min. se obtiene. el precipi taslo clel re suspendido l, 

PR 1 (fracción nucloar). 

Centrifugación del Sobtenadante 1 a 7,000.9, 10 

min. ¡ se obtiene el pr_ecipi t2.do 2 y .el sobrenaden-

te. 2. 

ReSL!Spender el .precipitado 2 en sacarosa 0~2'5 m,, -

h~sto lograr volumen igual 81 inicial, Tris pH 7.5~ 

0.02 m, ffigCl 2 0.093 m (sacarosa-Tris~ffig), se obti~ 

ne el resuspendido 2. 

Centrifugación del resuspenciido 2 a 24,000 g, 10 -

~in.; se obtien~ el p~ecipitado del resuspendido 2~ 

PR 2. 

Resuspencier PR 2 en sacarosa o.2s.m hasta el Volu

men iniciul, Tris pH 7.5, 0.02 m, fílgC1 2 0.003 m P.!! 

ra obtener el resuspenclido (~2_). 

Centrif'ugaci6n del resuspendido (~) 24,000 g, 10 

min.; se obtiene el pre~ipitado del resuspendido -

2a, (Píl 2a) (frocci6n mitocondrial). 
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Centrifugación ~el sobrena~a~t~ ! a 15,000 g,. 10 

min.; s~ obtiene el ~recipitado 3 (fracción lisoso -
mal) y el sobrenadante 3. 

C~ntrifugaci6n del sobrenadante 3 a 100,000 g, 100 

min.; para obtener el precipitado 4 (fracción micro 

soma!) y el sobrenadante 4 (fr2c~i6n soluble). 

Resuspender al precipitado 4 (fraccidn microsomal) 

hasta el volu~en inicial con sacaros~-Tris-ffig; sa 

,,' 

obtiene el resuspendidci de microsom~s, Rm, 

Colocar el resuspendido de microsomE.s Rffi, s_obre S,! 

caresa 1.5 m y ce~trifugar a 100,000 9, 75 min.; -

s,e obtienen dos z o n r; s , un a superior (ves i cu 1 es 1 i-

sas) y otra i 11 fer ior ( vesículas rugosas)·. 

Re~uspender las vesículas rugosas en secarosa·o.25 

m·y centrifugar el resuspendido a 100~000 9, 60 

min. 

El método anterior, demasiado elaborado pc:.ra los 2,b 

jetivos, se simplifi66 de modo importan~e y en el procedi

mianto habitual l~s fracciones subcelulares no. ~tiles se~ 

liminEron con repidez, on estc:do crudo; en cEmbio, se ret,!;!. 

vieron tocfr,s las mE1niobras_ conducentes_ a la puri ficacióri -
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de les vesículas lisaé.Todes las operaciones heste aquj re

ferid~~ se· realiZEron a aprcrximademe~tB 4°c~ 

Cu anti ficé,ci_6n de la .activi-dad enzimática. 

La actividad enzimática en las diferente~ f~accio-

.nes s~bc~lulares, se cwcintificd de acuerdo ~1 mátodo de 

Cardini ~ {elo{r(2 ) mpdificado. En el sistema de referencia 
·! 

se permite, en·un volumen de 200 µ1, la )nteracci6n a i?º 

clL1rante 30 min., de ¡QO _µl de la preparación enzimática con 

UDPAG 2.5 x 10-1 m, ~H 7.5 ~ ffl9S04 7.5. x 10·2 m. La reac

ción se _t.ermina por riesnaturálizaci6n prote!nici:, a 92° C 

por. 5 min~ y se extrae (n) la (s) N-acet1lhexosamina {s} -

producida{s) ~on l~Oml ~e agua ·de~ionizada. 

El si stem·a descrito se modifica en función del pa·-

rá·met~o cinátic.o investigado. 

·medición de las N-acetilhexosaminas. -

La(s). N-acetilhexosaminas(s) producidas se ~iden en 

·1· A d . ' • t 1 d.• f O d ( 32 ) 1 base a· mt:todo . e Re·issig e a , mo l.. ice. o; en e proc.2, 

dimiento us~do., el ~iom6geno se pro~u~e por la interacción 

de la(s) N-acetil~~xosamina(s) (D.5 ml del problema.o del 
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estándar) con tetraborato rle potasio o.e m (O.l ml) a 92ºc, 

por 20 min. y el crom6ford sa desairoila al r~accionar el 

cromógeno con pDffiAB ~11% a J7°c por 20 min. La cinática 

de la reacci6n globrl demostrd que l2s condiciones utiliza 

das fuero.n las 6ptimas; la extinción se midió a la longi--

tud de onda de 550 nm. y el coeficiente de extinción mblar 

· . -1 -1 correspondiente fue de 12 1 000 l•mol •cm ~ 

Identificación de la(s) N-ccetilh~xosarnirra(s). 

L·r¡ identificación de las N;'"r.cetilhexosaminr·s se ef~c 

tuó por cromEtografíe ~n cape fina, en placas de sílice Gel-

60, ectivadas a 110°c durinte 30 min. y ptesaturadas junto 

con la cámara cromntográficc. con el sistema de prrtici6r.. (33 ) 

Las cantid6d~s de N:acetilaminoaz6cares aplicadas oscilarori, 

para estándares y proble~as, entre 25 y 100 f9• La ~artición 

de los azócares se efectuó en ~na mezcla de n~propanol, ace-

tato de etilo, H20, NH 3 (25%); 50, 10, jo y 10 volumenes re~ 

t · · t (33 1 t t 1 1 ' t . t áf. poc 1vrnnen a; · a ampora ura ce sis eme croma ogr 1co 

fue alrededor de ·2sºc y el tiempo de partici6ri de aproxima

damshta 5 h. El revelado cromatográfico se efectuó con 

•. DíílAB ( 3·3 ) .p • 
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·Otras determinaciones 

El DNA é~ cüantificd de acuerdo ~l método de Bµrton( 34 ) 

~o~ificado por Giles y ~yers.<35 ) La proteína ~e midió por 

el procedimiento de Lowry. (35 ) 



RESULTADOS 

Dis~ción subcelular ele la UOPAG-2'-epimerasa 

renal. 

La actividad rle la LIDPAG-2'-épimerPsa se locoliza 

de modo primordial en las ves!culas lisas; la preparación 

de estas estructuras permite una purificación directa de 7 

veces, con un rendimiento superior·al 50% (fig. 5). Esta 

distribuición se co;rrobor6 por lo 'menos en siete experimen 

tos diferentes y el grado de purificación en alrededor de 

17 ocasione~; el procedimiento se describid con todo deta

lle en material y métodos. 

Actividad de la UDP_AIS-2 '-epimerr:sa en función del 

tiempo de incubación. 

20 

L,1S curv2s ele progr.eso cJemuestrc:.n que la activicir·d 

enzimática es directomento p~oporcional al tiempo de incub~ 

c1ón durante los primeros 40 minutos. Debe notarse.la pre

sencia e:ie un período c!e retro.so ("lag")· a tiempos cortos ~ue 

~e m~nifest6 también cuando se detalló la región de O a 10 

minutos) y en consecusncia, la tendencia ~e la curva a to

m~r la forma oigmoirloa (1ig. 6). 
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A.et ivic.lades es pee ificas: 

,-\) 3. 29 nrnol as/m in -mg 
!. o.,=;,::, 

(n= 19) 

F) 22.34 nr'i"nL.1s _ (n=J7) 
,,., 1r -n,cr +24, ·"'·'···o 

u_ 
A B C o E F G 

- . J 

A homogei1eizado totd.l 
.B núcleos 
e 
D 
E 
F 
G 

mitqcondr ias 
liso somas 
vesículas rugosas 
ves·ículas 1 isas 
cito sol 

F i g. 5. - Se dete:;:-minó la actividad por cada ·100 ul de la muestra dilu
yéndolas con sacarosa-Tris-Mg hasta el volumen inicial homogeneizado 
total. Las diferentes fracciones subcelulares se diluyeron al volumen 
inicial del homogeneizado con sacarosa -Tris - Mg y la actividad enzi
mática se determinó en 10~1 de cada ma de las diversas diluciones. 
El sistema consistió además de la fracción subcelular de: CDPAG O. 0025 M, 
MgS04 O. 075 M, Tris 0.15 M pH 7. 5, incubación 30 minutos a 37°C. 
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Curva de progreso de la UDPAG-.2 ~ - epi meras a en vesículas 1 isas. 

400 

~ 
300 

<t 
z 
cu 200--o 
E 
e 100 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 
minutosa 37ºC 

Fia. 6 . - Vesículas lisas 100µ1, Tris 0.15 M pH 7.5, UDPAG 0.0025 M, 
Mnt:12 O. 006 M, volumen final 200Jll. 
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Efecto del sustrato s6bre la actividad de. la UDPAG-

·2 • -e pimerasa ·en el homoqcrwiz ac!o del r iñ6n d.e ·rata. 

la a~tivicl~d enzimética se incrementa en función ¿9 

la concentracidn del suctrrto hasta alcanzar un méximo a 

2. 5 mm l.1DPAG; concent-raciones mayores de este nucle6ticio-r 

zt.1car se tradui:::en en una eficicncir: enzimétic,1 menor (fig. 

7); lu ro_l~1ci611 6ptirn~ Mn++ /UDPAG ·es- aproximac:amonte c:e B. 

Efecto del sustrnto sobre .la activi_daci de la UDPAG-

2'-epimerasa· de vesículas lisas. 

[l qfe·cto del sustr~to sobre la actividad enzimáti 

ca demuestra, como ~n el caso .de~ homogeneizado, inhibici6n 

por sustrato-, así com~ un desplazamiento de la posición del 

máximo y da su magnitud en funci6A del tiempo de incubaci6n 

(fig~ 8). La aráfiria_de dobles recíprocas muestra la tenden 

cio tonto do la rng.i6n antes como despuás del máximo ( fi g. 

9). Se presentan otros tipos de gráfica que permiten hacer

aparente la vnrir~ci6n de las curvas c:e velociC:ad contra SUJ! 

trato en func~ón. dol tiem~o de ihcubuci6n (figs. 10 a 12). 

Efecio del stilendiaminotetruacetato (EDTA) sobre 

la actividad de la UOP;~G-·2' -epimerasa. 

La actividad de- la enzima en el homogeneizado to

tnl de riAón de rata dis~inuye r~pi~a~ente en prese~cia de 



Actividad de laUDPAG-2' -epirrierasa en función de la concentración 
del UDP AG en presencia o no de N -acetilmanosamina. 
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8 

-c--
1 c 7 ·-
f; 6 
ru 
o 5 .E 
e 4 . . 
¿ 3 
<!. 
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3 4 5 6 7 8 

UDPAG mM 
~ 

Fi g. 7 . - Homogeneizado total 100 pl, MnCl2 O. 023 M, Tris O. 15 M pH 7. 5, 
volumen final 225 pl, 30 minutos a 37ºC. La curva inferior es en presencia 
de N-acetilmanosamina O. 002 M. 

" b-



o;- -8 
'c . 
. E 7 

~ 6 
o 
E 5 
e 
i 4 
<( z 3 

1 

Actividad de la UDPAG-2' -epimerasa renal en función de la concentración de UDPAG·. 

------,.__ _____ ~-:-. 

0.44 1.32 2.20 3.08 3.96 4.84 5.72 6.60 

UO-PAG mM 
Fig. 8 . - Vesículas li~as lOOpl, MnC12 O. Q06 M, Tris 0.15 M pH 7. 5, volumen 
final 225pl, tiempos de incubación:• • 10', + + 20' ~ 0 o 30'. 
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Actividad de la UDPAG-2' -epimerasa en función de la concentración 
del ·uDPAG. 

o 

0.300 

2 0.200 
tU -o 
E 
~ 0.100 
e -
E 

0;23 0.69 - 1J5 . tó1 2.07 
1/UO PAG m·M 

F i g. 9 . - Gráfica cie recíprocas de los resultados presei1tados en la 
fig~ 8 (• •) 10 minutos, (+--:--4) 20 minutos, (o--o) 30 minutos. 
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tracjón del UDPAG. 
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UDPAG m-M 
Fia.1 Ü . - . Vasícu~ as li~as 100...,ul,. MnCl 2. ,º· 006. M, Tris .º~ 15 M pI¿ 7. 5, 
vorumen fmal 220.,.ul, uempos de mcubac10J?-: (•-e) 11 minutos, (+--+) 
17 minutO:s, (o--o) 30 minutos. · · 
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v/s 
_F j:g.11 . - Los datos empleados son los presentados en la 
fig~ 10 ,( ............ •) 11 _minutos, (+-+) 17 minutos, (~) 
30 .minutos. 
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Fig. ·12 . - l..,os datos empleados son los presentados 
en la fig. 10, ·(• •) 11 ·minutos,-.(+--+) 17 minutos, 
(~) 30 rriinutos. 
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EDTA y alcenz n un mípimo ,1el 6;~ tlel centro 1 respectivo CLJr.n 

do la cbncehtrtción del cgente quelarite es ·1.25 x 10-3m (fig. 

13), el efB·cto c'.el EDTl1 se pu e.de reve_rtir al añridir f11g~-04 al 

sistema (fig. 14) .l~ _recuperación da la actividrid se aproxi

me. al ~001~ cuando .el coc-iente fí".g:;0,1 _exó.geno/EDTi'\ oscila ·alr~ 

dec.Jor de 5 ;_ coricer1tr;:,cior,c:LJ raüyoros d.o lo sal pr.or~ucen rever 

sío~1.es ·menorn.s eri él efecto do] [DT1i. 

La diálisis . oxhou_sti va del hor.)ogene~zaclo ( 1 x 10-2 .m 

COll' roferonci t1 · a EDTl\) contra Tris '.l. 2 X 10:-2m, pH 7. 5 'y E DT ,~ 

1 x 10""3 M a 4·ºc conú1cá á. una -do_"sep..: rición total de l<" rct,! 

vidac.l énzir,1f.tic, en r,usencL=:. ele met.ril ex69eno, recuperocidn 

del 50% de lo ericic:.ncia c,;t_~líti.ct", ,11 afíadir mn*, modific.f!_ 

cJ6n t:e la curv.2 do respLH:sta hübi tual D este catión e inha-

biliciud de lá preparación enzimática p~rn ser inhibida por 

e o ne en t r ~:. e i ó no s ,; e l · IW i\ G supo r i o re s a 2 • 5 mm (ver en seg u id c.1) , 

( f igs. 15 ·y 16). 

Efecto de Glgunos ~etales divnl~htes sobre la a~tivi-

('.ad tle la UOPAG-2 '-e-pi mor asa rem:l ori -el homogeneiz:· do. 

La activi~ad.cetn1ítica de '1a UDPAG-2'~epimerésa, en 

presencia de 1.25 x 10~ 3 m EDTA, se incrementa con rfpidez 

al eAaciir mn al' sistema y vlcEnze un máximo d~ 97% del con-

tr·o1 c11aiHio la concentn:1ci611 de esto coti6n os do 12 mfll. J a 

activi, ali t..:n;{.imt,tica. del control mi_smo (homogenoizado sin 



Efecto del etilendiamino tetracetato· sobre la 
[_1 0PAG-2.' -epi merasa. 
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1.25 12.5 
.EDTA tv1·104 

125.0 

Fi g:13. - Se midió la actividad enzi-mát i ca de 100¡11 
.de homo52;cneizúdo rotal én prese:ncia de LJDPAG 0.C025 \.1 
Tris C. ÚS M pH 7. 5, a 370c 30 minutos. sin añadir me-. 
tal exógcno. El control con MgS04 0.075 M sin EDTA 
tuvo actividad de 7. 2 nmol a• mi n-1 
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Actividad de la UDPAG-2" - epimerasa renal en función de la 
concentración de MgS04. 

8 

Te 7 
·-E 6 
íc1 o 5 
E e 4 
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20 40 60 80 100 120- 140 160 
M SO g 4 mM 

Fig.14. - Se det· erminó la actividad enzimática en lOC,.ul de ho
mogeneizado en presencia de EDTA O. 00125 M, L:DPAG O. 0025 .M 
Tris 0.15 M pH 7. 5 y las diferentes concentraciones de ·MgS04 , a 
37ºC. durante 30 minutos. 
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Efecto"del MnCl2, en presencia· de EDTA, sobre la actividad de la 
UDPAG-2' :-epimerasa renal. 

~ ', 
- 3 
E 
ro 

--J 

o 2· 
E 
e .. 
¿ 
<! 1 
z-

20 40 60 o 90 

MnCl2 mM 

F ig.15 . - Homogeneizado total (en EDTA O._OlO M) dializado contra 
Tris O. 012 M pH 7. 5, y EDTA O. 001 M, conservado durante 24 horas 
.ª 4°C. Se midjó la actividad en presencia de UDPAG O. 0025 M,' Tris 
0.15 M pH 7. 5, 100µ1 de la preparación enzimática, volumen·final 
200 jil.durante- 30 minutos. e '2>7ºC. 

ú3 
CA 



1.- ---- -- -.---- _.... .a.-.a .. '"":.1.'-'1J. \,.,l.'\.,, .&.1..A. .._,_JII\....C.lJLJ. a. 

ción de UDP AG. 
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Fig.16 . - La preparación enzim~tica empleada es igual que la des_- . 
crita en la -fig. 13, se usan 100 pL Tris O. 15 M pH 7. 5., MnG12 O. 003 M, 
EDTA O. 001 M, volumen final 225 ul, 37ºC 30 minutos. 

tA 
J:),. 



-

A.cti vidad .de la UDP AG-2' -epimerasa renal en.función .de la 
concentración de MnCl2. 
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Fi_g.17. - Homogeneizado total 100 ul, Tris _O. 1~ M pH 7. 5, 
EDJ'A q. 00125 i\1, UDPAG O. 0025 M,· volumen final 200/11 
incubación 30 rrúnütos a 37~C. 
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Eféctü del CoC1 2 sobre la acti.vidad de la UDPAG-2 ! -epimera
sa renal. 
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Fig.18 . - Homogeneizado total lOOf.lL Tris O. 15 M pl-:l 7. 5, 
UDPAG O. OC25 M, volumen final 20C~l, . 37°C 30 mim.ros. 
(o~) EDTA l. 2:1.x 10""3M, (~} sfn EDTA. 
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Efecu.1 del FeS04 sobre la actividad de la UDPAG-2' -epimerása 
renal. 
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Fiq,19. - Homogeneizado total 100).11, Tris 0.15M pH 7.5 
UDP' AG O. 0025 M, volumen f:nal 200 µ1, 37ºC 30 m ,nutos. 
(o--o¡ EDTA l. 25 x ·1c-3M, ( ............ ) sin EDTA. 
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EDTA) se e-~eve eri to% cli'r-.ndo se u!icion~. mncl2 a 

trr.ci6n fi-nrl de D.03 J,1 (Fig.17). 

una caneen -

El Co~+es c~p~z tambiáh cie revertir el ef~cto del 

EDT/\; sir; ombúrgo, la recupe.raci6n es inferior él 1 a obteni

da C(?í1 f1:n++y ·í,:g++ lj el patr6'n ÜD. reé.;.Ctivaci6n es diferente ya 

que la volocic:ad m{xim(l apt1rc.rnto corresponde a una meseta 

que se inicia en 3 mí:" ca++ ( fi~. 18). 

la reactivaci6n enzimática que se presenti con le 

++ . .· -3 
adición de ·Fe al sj stema r;on 1.2.5 x 10 m EDTA es muy P! 

cu.li.ar_y 1~ rccuporr:eión es inferior a lr: obt~nida· con Co 
' 

mg++ y rnn++; ·el máximo _c:e ·ti"ctivit:eci coincide con 12 mm F,e++ 

~n el sistema _(fig. 19). 

Efecto de. la N-acotilm~nosamina sobre la actividad 

de la UOPAG-2 1 -epim¿rasa en.el homogeneizado total. 

Ls adición de _N~ocetilmanosamiria, producto i~mediato 

de la reacción entimáticn en discusi6n, cor,duce ~ ~ctivida-

-ües cat~üJticr:s i-nferjorr1s.· a h~s correspondientes a los con-

tr_riles n'_specbvos· (fig.7}. 

Efecto drJl pH del .s.i stema sObr·e le cctivió1d de le 

llDP/\G-2 1 -:opimorr sa el.e Vcs!cuJ. as lisas. 

El ofecto c.'.el_ ·PH sobre la activir'ad enzimátic·r1 se 

· 6 · ro cp·r,c.0·_ r1t . .rai::i6_n t'ini.ca (sc,t"ure.nte) del UDPAG: .EJ X t\lllJ. ll l,)I' J III U é., 



el pH óptimo es apareptemente B.2 (Jig. 20). Al analizar 

el efecto del tiempo de incubación sobre la actividad a es-

. 
te pH (8.2) se ei.contr6 proporc-ionccliciad direc·ta h,stri 25 

minutos eproximndamen~e (fig. 21). L2 curva ~e velocided 

m6xima inicü:l enzimf.ticn en fun°ci6n riel pH l 0 el sistema 

(fig. 22), c!educic:,; c!e .lr;s curvrs obtenidas 2 difererite·S 

pHs e.le las velocidades iniciales en función de h1 concentra 

ci6n de sustrato (figs. 23 y 24.), demuestran que el pH 6pt!, 

mo está representado quizé pür una meseta que·va de pH e.o 

a pH B.75 asimismo qUG la attivi¿ad enzim~tica se extiende 

en todo el rengo explorado (pH 7.5 a 9.5). El anélisis por 

los mátodos gráficos adecuados (figs. 25 a 27) poned~ man,i 

fiesta peq~eíl~s diferencias en les·constentes rle ffiichrelis 

39 

. -4 
alrec'edor del posible pH óptimo y son: a pH 7.75, 7.5 x 10 

-4 . -4 m, a pH B.25, 6 x 10 m, o ·pH B.75, 6 x 10 m, con rele-

ción·al UDFAG~ 

Efecto c;e la naturaleza de1 arno1:tigu.ador sobre la 

actividad catalítica. 

ta actividad catal!tic2 e~ presehcii del K2 HP0 4 en 

el rnGgo ~e pH 7.0, 7.5 y B.O y la correspondiente con gli

cilglicinc:: en ol intervalo 8.25, 8~50, 8~75., 9.oo. y 9.50 (~m 

bos cmortigu2,dores a concf:ntraciOn. final D.15 m), se aproxi-



Actividad de la UDPAG-2' - epimerasa renal en función del pH del 

sistema. 
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F _¡ g. 2 O. - Vesfcul as _lisas 100).11, MnC?2 O. 006 M, UDPAG O. 0025 M, 

Tris O. 15 M, volumen fmal 200 pl, 30 mmutos a 37°C. 
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Curva de progreso de la CDPAG-2' -epimerasa r~nal a pH _8·. 2 

• • • 

1 1 1 1 .1 1 1 . 

5 10 15·20 25 30 35 40 45 50 55 60 
minutos a 37°C 

F¡ g. 21 .. - Vesículas lisas lOOpl, MnCl_2 O. 006 M, UDP AG 0.-0025 M, 
Tris 0.15 M pH 8. 2, volumen final 200 pr. b..... 



Actividad, de la UDPAG-2' -epimerasa renal en función del pH del sistema. 
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F.ig .. 2 2. - Vesículas lisas 100 pl, MnC12 O. 006 M, UDPAG O. 0025 M, Tris 0._~5 M, 
30 mmutos.a 370c. 
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Actividad de la UDPAG-2' -epi merasa re1dl a diferentes pHs en función 
d<::: 1 a concentración del UDPAG. 
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UDPAG mM 
F ig. 23 . - Vesf cula~ 1 isas 1 Oüpl, MnCl2 O. 006 M, Tris O. 15 M, volumen 
final 225pl, incubación 20 minutos a 37°C. (•-•) pH 7.75, (+-+) 
pH 8. 2. (o-o) pH 8. 75. ·J:::,. 
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Actividad de la UDPAG-2'-epimerasa renal e1. diferentes pHs en 
íunción de In concentración del UDPAG~ · 
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Fig. 24. - Vesículas 1 isas 100 pl, MnCl 2 O. 006 M, Tris O. 1 :=i M, 
volumen final 225_.AJl, incubación 20 minutos a 17ºC (e-•) pH 7.5, 
(+-+) pH 8. 2; (o--o) pH 9. 5. ::,.· 
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Fig. 25. - Los datos empleado$ para esta gráfica son 
los presentados en la fig .. 23 (•--•) pH 7.7:,, (+--+) 
pH 8. 2; (o-o) pH 8. 75. 
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pS 
F ig .. 2 6 - Los da.tos usados para esta gráfica son 
aquellos presentados en la fig. 2~, (•--e) pH 7. 75, 
(+~~) pH 8. 20, (o-o) pH 8. 75. ~ 
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pKm 

Efecto del pH sobre el Km de la UDPAG-2' :-epi merasa 
renal. 
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pH 
Fig. 27. - Los valores de pKm se calcularon de la gráfica 

present" ada en la f.ig. 26. 
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ma a coro. 

Efecto c;e !a tf.!mperature _ s·o.bre la ·veloc'icc,d de reac

ción de lé.l ÜDPAG-2'-epimerasa. 

La temp-or; tura 6ptimí~ apa-rerite es aJ rededor ·de soºc 

(fig. 28); las ve1ocidrdes mfximcs prese1:tr·das en _estP grá~ 

·fié:a fueron obtenicla-s. de ex:peri.mentos s·eparado's donde se de 

terminó el efecto de Ij concentr~cidn ~el sustr~to sobre ~a 

velocidad a di ferent-~s. t~rnperaturas con un tiempo de :f,.ncub! 

ci6n de 15 minutc;is. !--~ energía ··de· activaci6n calculada de 

:1a gráfica de Arrhenius (fig. 29) fué de 12,500 -cal/ mol x 

ºK. 

Precipi t __ abilidad di ferencin·l de la UDPAG-2' -epime

rr.sa, en función de la· temperriure en eusenc;:ie. de sustrato. 

En uti primer intento p~r~ purificrr lP UDPAG-2'-epi

meresa $e preincubd el homogerieized0 total de.riíldn de rata 

(ei1 u~1ua desiorlizodn) a diferentes temperaturas·, en ·ausen

cia de lcis diferentes componentes del sistema (inclusive el 

sustrato) con el.objeto ~u inve~tigar la ~asible desnatura-

.lizacidn ~iferencial d~ la enzima con -respecto al résto ·de 

protoínas de la célula .renal (tablc1 I). Se pu.acle concluir 

quo la lllWi\G-2 '-apimnras,L y otra.s prote!nJ•s, en el rlfUln de 



Efecto de la temperar ura sobre la velocidad de reacción de 
la UDP AG-2' -epi mer asa .. 
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Fi g 28 - Las. velocidades máximas ( V) fueron cal culad~s a 
partir de curvas de sustrato a las temperaturas indicadas, las 
condiciones fueron: vesicul as lisas lOO}ll, MnCl 2 O. 006 M, 
Tris, pH 8. 2 0.15 M, volumen final 200)11, UDPAG desde· 
O. 18 mM hasta 6. 67 mM. .:> 
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Precipi tabilidad diferencial de la UDPAG-2' - epimerasa renal en función 
de la temperar ura en aüse.nci.a de lo.s drferenre·s componenres d~l siste·ma 
oe reacc iqn. 

Preincubac ión . . .·. 

37oc 

:5bºc 

-ssºc 

6o9c 

65~C 

T . .A. 

Actividad esReC ífica 
nmola NAM • min-1• mg-1 proteína 

3.2.1 (-Ppdo) 
2:.07 (Sn) · 

2. 74 (.Ppdo) 
1. 99 ( 5n) 

O. 94. '(Ppdo} 
·2.10 _(Sn) 

-- * 

* 

2. 71 ( Ppdo) 
2.16 (Sn) 

Tabla I. - Se preincubó e_l homogeneizado total durante 10 minut.os a 1 as 
temperaturas indicadas. Se qentrifugaron -las muestras 5 minutos a 1400 g 
y s~ d~terninó actividad ertzim4tica y.concentración de· prot ~íria_s en el so
brenadante y en el precipitado. El sistema para medir acthiidad fue:· 
UDPAG 0;0025 M, MgS04 0.075 M, Tris 0.15 M pH 7. 5, 37ºC 30 ·minutos. 
* ______ significa actividad no detectable. 

L'l 
~ 
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.l.a rat.a, precipitan a. velocidad semE3_jánte en el ·:r:~ngo d.e te.!!l 

p·erátura utilizado Y. en·. consecwenciá f~, puri ficaci6n enzim:á-

tica fue ínfima en·e1 mejor de los casos. 

[n seguido se prol..J6 bajo- lris misrnüs conclicio·nes man-

cionar!Qo, a .dif~rentes tierrip.os de pr·eincubaci6n, la posible 

·protección de la enz~rna contra el efecto i:!e ·la temperaturo 

por la µridin~, lris resultados obtenidos~ ssºc (fi~. 30) y 

a ~oºc demostr6ron que·~ste nucl~osido carece de efecto pro

tectur s-o~re. ·la: UDP.AG..:2 '-epime:r;asa renal, lo que contrasta 

con el efecto· estabiliz~dor de la uridina. ~obre·1a· UDPAG-2 1 -

"(37) 
epi~erasn hepltica •. 

Precipitabilid~d diferencial de la·UDPAG-2'-epimera-

-sa en función de· la temperatuta 1 en· presen~ia del sustrato. 

Se realizaron curvas ~e progresoi a· 60 y 65°c, para 

~ilucida; lo posible protección rle ;a 6nzi~a por el ~ustr~~

to y/u otros componentes del sistemi:1·,. en est~ ser;tido se pu,!. 

do concluir c¡uo ln IIDf'AG y/u otros rigen.tes reaccion;;:·.ntes no. 
. . . . 

modifican de manera sus·tanci·e.l la termoestabi1idad enzimáti-. . . . . . 

ca y la actividad de la U DPAG-·2· 1 -ep~merasa · es muy baja adn a 

tiempos muy cortos (p. ej. 2 minutos). 

Precipi tabilidad · cii ferencli.~l dE3. la UOPAG~2 •-epimer.a-
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Precipitabilidad diferencial de la· UDPAG-2' -epimerasa a :')5°C. 
en ausencia del sustrato y en presencia o no de Urídina . 

~ 

•e: . E 6. . 
tU ___. 
o 
E 
e 3 

--~ ,2. 
z 

1 

5 -10 1"5 20 ·25 -30 

minutosa 55°C 

F¡ g.3 O- Se incub6 el horí1ogeneizado total en ausencia de 
sustrato ·y en presencia de Ur idina O. 0025 M (o-o) y sin 
Uridina ( • ) a la temperatura y tiempos indicados. Se 
midió la ·actividad residual a 37°C, 30·minutos en UbPAG 
O. 0025 M, Tris 0.15 .M pH 7. 5, · MgS04 O. 075 M. 

. . 

LTl 
CA 
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sa gor mncl2 ~-

·El ffinC12 affadido a~ .homoganeizado renrl (cpncentra

ción. finr.l 0.6 ·mJ permite la ·precipi_taci6n parciol de la 

UDP~G-2'-epimernsa con incrementci en la octividad ~atalíti

ca t~tal. (~mbrenadante + ·pr.ecipitado=;= 210% cle1 valor· ini

cial) despuj~ de diálisis· contfa Trís 0.02 y eleVaci6n an 

la actividad en~imátipa-espetífita. 
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DIS.CU.'.ilON 

La localizaciónpreferente de la UDPAG-2'-epimerasa . . . ' . . 

or1 lu~ vesículas lisus. Je ln cdlulu renal de 1~ rata (fig~ 

6) es muy sugestiva .de la Vecinded estructural y funcio-

nal ele es.ta enzima y la N-acetilglucosaminilo tronsferas.a; 

se pudiese pe11s·,:,r q11e este sistema, epimerasa-trénsferc.sa, 

en función de la progresión topográfica en la inserción de 

los diferentes mo~osn6éridos, estuviese relacionado con la 

implant~ción de las diferent~s N-acetilglucosamin~s que in! 

cif¡n las diversas ramificaciones de las oligosacáridos de 

los multiplas glic.oprate!nas. renalos y que otra·s isozimas, 

en vesículas rugosas colocasen la N-acetilglucosamina cen-

tral. 

Las curvas de velocidad contra sustrato presentadas 

aquí son características r!e inhibición par sustrato, este 

rosllltudo p11C 1iora ustr.,.r asociado al r¡ue se prosent8 pera 

los cationes divalentes ensay.ados, pues c·omo se veré mas a-

del2nte, la dis~inución en 12 activid2d cat6litica despu,s 

d.e cierta concentración r:e sustr,.to es un evento que· acorri-

po"e a·la activaci6n ~ór metales. 



Las curvr. ~ ·de· e'(ec::to contra. -tiempo (curvfs de P.ro

gres-o) p.::,ra t!eterminr.r el tiempo d.e incubr.ción cdecuedo, 

dads la relación lineal. presentada llevar6n a seleccionar 

el intervalo de ·30 minutos para·la determinación da la reac 

ci6n en experimentos subsecuentes. Con lo anterior se in

vestigó el efecto Je !a concentiEci6~ del UDPAG y como se 

sefía.16 antes se ·encontró inhibición por sustrato y el pico 

de· m~xima velocidad estuvo alrerledor c~e 1 .s mm· a un tiempo 

de incubación e.e 30 minutos~ pero a tiempos mas cortos, sor 

pten(entemer:-ite, Ir: ppsición del mfximo se pre~_ente r· caneen 

trc·ciones c'.e sustrato menores y mr~s sdn, lt velocidad máxi

ma aprrente fu~ m~yor a medida que el tjempo era m~no~, la 

posibilidad de un efecto inhibidor de algdn agente en el me 

dio se discute más adelante. 

De los resultados respec~o al efecto del EDTA es P.!2. 

eible postular que la enzi~a requiera.de un metal divalente 

p·o siti va para que se mrtni fiesta su activi.dr., d en pres·en ci a 

del uorAG, de los cationes prob.ados el que mayo.r activiciad 

procl.uce es ·el r11n++,. y por ello· quizá el metal que natural

~ente. req11iere lo UDPAG-,2 1 -epimernsa renf·l, aunque, desde 

luego, .hE-.brán c..;e probtirse otros cationes mono y clivalentes. 

Es de hacer notar que ,las c.urves de velocip_ad en funci6n de 

56 
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1 -· . t . 6 1 . r~ -++ n' ++ f ++ l . . a con e.en rac1. n r- e 1_i_,,g_ , . .. ,n y e · · son (e tipo que re-

presenta una· clas·e el.e -acti.vac¡6n en la que el cati6n se com 

bina tanto con él sus.trato propio- de la enzima, prir~ const,! 

tuir el sustroto ve_rdod~r-o·, como con la forma enzimática 

con el sitio ~ctivo_ vac.fo.· La cii_r,va cte· velod,'.EiC: en fun·cidn 

dé li concentratidn fe ca++ es tal v~z repres~ntativa ~e·una 

activación ~emej ante a la que_ ocurre ~·on. los metal.es antes 

moncionodos, pero sin ~(l posibilidad do unión .~el ión libra, 

al siiio activo; las dJferentes alternativas se discuten más 

edelélnte en función de morJelos ·cináticos apropiados •. 

A continuación: al parámet';ro a delinear fu~· el pH. 06:g 

timo"., y como se müestrn, la activide.d de. la UDPAG-2 1 -ep.ime-

re.sa es mayor ~lr(;l\:.i~dqr c'.e· pH · B.2; con este dato se analizó 

-~1 efecto ~el tiempo de incubatidn (curva de progreso) para 

precis;::r l.-,~· é·ondicion~s ó·ptimas y se ·seleccionó el tiempo 

d~ 20 mlnuto,. p2r8 llevar e ~abo la r~acción al pH de B.2. 

Puer'e. v~rse, no obs.tante ·qu'e las diferencias en velo.d,dad 

son relativamente ~equeílps y que el -cambio .de magnitud de 

la constante aparente de (1~i·chaeli.s a los di feroentes pHs es 

tambi.én p·oco apre:cia.ble·; a6n a_sí', ·en _la gráfica· de pl<m con 

t'~a pH se. observa que_ 'lo concaviclr.d de la curva puec'.e ser 

. ·, . . • 1 . •. . 6 1 . . ·(3B) 1 ci' J:~1dicat1va, e e 1on1zac1 n .en. · l' enz1m_o · Y. que oe acuer o 

·con u.1 pl<u pos.i _LJ le, so. tr ;•tnse ria la di soci r ción del gr·upo 
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" 11- ' • ...: Í ( 3 9 ) - - r . -
-'.J · oe una ClSl.13 _i,a. - -_-- - - Fodr.1.0 -1.ntentacrse una titulaci6n . . . 

ds grupos -5H contra actividad, peiri corrobo~ar este tea-

ría. 

¡: ara votificar el efecto. del pH sobre la actividad 

enz.imática so em'plearon amortig_uar ores ·de fosfatos y glicil, 

glicina, la ausencia c'e activtdad en su .presenci~ podría ªl. 

plicarse con la. capacir~ad tjuelo.nte de ambas sustancias, d~ 

do que los logaritmos (log10) de las constontes de estabi-

lidad para f{ln de fosfttos y glicilglicina son 2.6 y 2~2 

. t· t (40) raspee 1vsmcn_ c. 

La a-cci6n de la temperrtur6 sobr,3 lr: UDPI\G-2 1 -epi-

moroso p~o1 1Jjo una c11rvn de veloci~foci de la qµe se puede 

cloducir qua lo te.mpe·rf:ture. '~óptíma 11 es alrededor de soºc ; 

temperatura despui1s de l¡::¡ cu.al· predomina el efecto desn_atu 

ralizante sobre la enzima,, la energía de activación (Ea) 

-l ºK-l · 1 t d l LJDP (:e 12,500 cal•rnol • -. aproxima a respües .a e a _ "." 

AG-2'..;.epimerasn a la· ley de ·van't Hoff que dice que las ve 

locü;acles (L reacción sufren un incremento de aproximadame,D_ 

te el doble cuan.do la temperatllr'a del sistema -se el.eva en 

ldºc .(qHl) y de acue.rdó con la cual la Ea ideal es de 

- -1 o 1 
12,000 cal•mol • K- ~ 



·En lo refer·e·r,1.t-~ ,c. lo$ in_tentos:) do puri_fi'car· la _en

zimí:1 por lr: acción ·.c:e la temperatura Sp,iva.k y Roseman (3·7 }. 

r·eportaron que la estabilidad· de la UDPAG-2 1 -epimerasa · hé-

pati~a s~ inc~ementa en ~res3n~in de concentr~cio~es·eleva~ 

,. 

dns ele uridi_na y l.1san· esta -propiedad en la púri_ficaci6n de 

la snzima; ¿esafortunadamente este no fué el c~so con la 

lJDí'-AG-2'-epimerasa renr=l cúya tetmQlE'bilir'Fd no.se modifi,cá 

con lo adición ·d·e uridi:na ·al sistema; de cuaiquier modo ).a. 

explo-recióp era p·ertinent!3 ye que la -termoestc.bil.idad de o-

tras enzimQs se modifica en presencia.~el su~tiato corres-

pondi~nt~ o ~e metaboli~os relacionados. 
. . 

la precipi ta.ción ·de la enzima por el. mnc:i.2 p.areci6 

en u.n principio un -mélodo. que permitía p_uri ficaci6n, s'irf 

e~bErgo al:incrementti en actividad especifica se debió apa

rBoteme~te al efecto ~e la diálisis ef~ctuada par~ rBtir~r 

el exceso de mnc12 tinto del sobrenadante comó ciel_ precipi

tado obt-enic'os, .pues- f'l ca.lcul,:r la c,.ctivÍde1d totPl se rec;! 

per6 Eproximadamente el 200%. Se irivestig6 cufl de le~ fe~ 

ses,del _proceso ~rod~c!a lo acti0ación ~ se cohciuy6 que -

E;ira 1~ simple diálisis del ho1I1og~eneízado contra Tris· O. 0:12 

m, pH 7.5'. l:str c'lpr.rente , ctivPción se·. deb·e trl· vez r-1 re-
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. 
tiro de un inhibidor t·e la preparación_ enzimsticr, pero d.e-

.be realiz2rse. m2yor investigación r-1 respecto pera preciser 

le. calisa r~el fer16meno. 

Se investigó támbi~n 1 aunque no se menciona ·en los 

íloti1:ltür:os, el efecto del pH como ¡iu.ente desn.aturaliztinte, 

en l& r~aión ~cida,· con muy poco éxito; es probcible que en 

al.futuro sea c6nveniente explorar la zona alcalina para es 

te propósito. 

Regresando al efecto de los .metales y del UDPAG, si 

. se acer,tase que existe releci6n ontre la inhibición de la 

~ctividad enzimática~ concentracionijs ~levBdas.de catión 

y la c:1isminuci6n ele la velocidad en. fLmci6n del exce~o ·de 

HDP/\G, se pue: en proponer r.lgun:::s c;:onsideraciones teóricas 

que uyuc.:en 2 comprender la conductn de le. UDPAG-2' -epimere.-... 
so y ul mi smv t.i. ompo, permitan sug or ir e 1 comino por a .i nves 

tigar E:Jl papel tle los iones sobre la act.iviclad .catalítica. 

En pr.imor término, dacio que la é\dici6n r:!e los iones 

diva.lentes permite la ·reversión c:el efecto ciel EDTA, se pu!:_ 

de pioponer que es inrlispensa~l~ la presencia de lps ~eta~ 

los p,.ra que se rnoni fieste la re,,cción enzimática; pnrr. as.2, 

~urar estri con firmeza será nec~sario probar que la inhibi-
~· 
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cidn ~e debe el· efecto quelnnte ~el EDTA y para ello d~be-

rán emplearse otros ~gentes quelantes·en el medio. 

ta f.l.1r,ci6n del m~·tal, si se acepta como indispens·a

b 1-e, p\..ecl~ ocurrir como s:i gue: a) uniéndose. al UDPAG para 

com;t .. i t,;ir el sustrt.1to vurdadoro y. b) combinánclose taínbi.Sn 

tori la anzima eri uA sitio difer~nte al ~atal!tic~r como se 

observa en EJ; se incluye la. posibilidad descrita en .!)• 

mencionadas estas altern~~ivas es necesario considerar el 

modelo g¡:ine-ral para activaci6n esencial por metales propue,!. 

to por l.011clon y Steck. (4l)" Las reacciones pertinentes se 

pre$~11tanen el si.guiente esqL1ema: 

Ko 
M+.S ...----C 
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.Si se· particulariza este modelo ··pr:,rE- le UDPAG-2 1 - ep,! 
.::·· ·/ 

. . 
mer~sa y prra él efectn de lds. ione~ prob~dos t~ridremos: 

ífl=Ct,tión mo:t,Üico: íil.n ++_, füg++, fe++. 

S=Uridinn ciifosfato N-acatilglucosamina. 

C=Uriclina difosfat.o f~-·acetilg,lucos·am.ina-cat~6n metálicCJ ·(su~ 
tratq v.erdai.ie.r.o) .-

E=UDP·AG-2 1 -epime;rasa ·(enzima libre). 

ES=C6~plejo .. enzima-UPPAG. 

EM=Corhplej o enzima~metal (cati6l1 en el si tia ac:tivo). 

EC=C,omplejo enzima-sustrato verdadero. 

P=Producto final. 

ffiE=Cornplejo metal-enzima (catión fu.era c'el sitio activo) .• 

MES=Complejo metal-enzima-UDPAG (coti6n fueia del ~itio ec-

tivo:UOPAG en el sitio cotal!tico)~ 

mEól:::Ccimplejo m.etal-enz ima-metc 1 (catión en la superficie no 

cat~l!tica y catión en el sitio activo). 

MEC=Complejo· metal-en~ima-sust~ato v~r~adero. 

i<o, Kc, Km,·Ks, K2 , ·~ 1 , KA' K3 , K4 , K5 constantes c:e equili

brio para la· f or·maci6n de complejos int.er.medio$. 

k y k I Constantes c'e velocidac para el· ro·mpimiento de los 

con~lojos EC.y MEC. 

A·demás en la c'iscusi6n que sigue se usar~n los :;i.iguieJi 
·tps símbolos adicionales: 

E·t=Enztmi:i Total 

ntt=Meta'i tbtai. 

Mf=metal libr~~mt-C 

ms=ffietal ~n la ~uperficie no cat&lític&. 

'.it=lJDPí\C totul. 



Sf=Sus.trato (u DPAG )- .~·ib:reT:St"".C 

Ss=Sustrato en la suporficie.no catal!tic-· 

·V=velocidad catalítica 

V y V'=Vélocidal·~~ má~imas apa~entes 

Las ecuaciones p.arr les reE1ctiones individuales en 

la activación esenciel son l~s sig~ientes:. 

Ko 
'(1) 

:KA Ki m+ 5 e m + E ME (7) mts + ft1 'ffiEC 
1 

.Kc K3 K~ 
E+ C- EC (2) m + Eftl. 'ffiEffl (8) _ffiE + m.· MEffl 

Ks K4 ' K2 
[ + s ES (~) 1\1 + ES. füES (9) MEM + 5., mEt < 

~~ 1 1<5 k 
ES+ M 'EC (4) m +.EC MEC (10) E:C~E ·t fJ 

Km I< ' k' 
(.5) 

c 
·(11) E + ffi Effi .~E + e___ mtc OIEC--,E + p 

1<2 I< ' .s 
Em+ S EC (6) ffiE + S n1[S· (12) 

D~ acüerdb con ·este mci~elo la formacidn ~el produc

to sólo· púecl1;:1 o·currir a partir ele aquél;I.os complejos que PB. 

sean. el. sústrat'O verdadero c. (~etal-UDPAG) • · 

Las diferentes EB¡J-ecies enz'irnáiic;:as involucradas en 

la ai:ti.vaci6n. esenci,ü,· de acuerdo .con el .mo·rl'e.lo pr·opues·to·, 

conducen a la sigui,ente e·cüaci6n de conservación: 
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(13) 

(14) 

(15) 

(16) 

(17) 
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[t=E+ E S+Em+EC+.ffiE+MES-tfi1Efr'H·mtc (18) 

por otro lado 

ffit=m f+C y St=Sf+ C (19) 

también 

n~s«rr:f, ms<<C y .is<< .. if, Ss{<C 

Defj.nie.ndo .asimismo la. velocicf d. ce .formr cfdn del 

producto fin~l ! como: 

v=k (Ec)+k • (mEc) (20) 

y las v~locidades.méximas respectiv~~ ~orno.:, 

1/=k(Et) (?l) y V '=k 1 (Et) '{22)· 

üivic:iendo miembro o.miembro 1a ecuación (20.) .por la 

(18) se tiene.: 

_y___ k .( E e ) + k • ( m E e ) 
Et-E+ES+Em+Ec+r11E+~1cs+mEm+mE.c 

Expresan:o las cli feronte·s esp·ecies e·nzimáticas en (23) 

en función de (E), (Sf), (ffif) y (C) de atuerdo a 'ecOaciori~s 

derivr,clns de les reaccio'i.es _individuales. (2 a 17.) "!/ ecuoci.2, 

nas 21 y 22 se bbtiene; 

Diviüienc!o ambros mie,mh:L'OS del c·ociente· po~. (E) y 

reo-rrc-glEÍnclo se tiene; 

(24) 
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l+Ks (Sf)+l<m (m f)+Kc (t)+KA (í,}f)[. i+Ks' (Sf)+l~1 1 (mr)+Kc 1 (C)] 

Por otra parte e.lo aGuer·c:fo ·a la reacci6n 1, la cons -
tante ~e equilibrio l<o, par.a la form'.:ci.6n del _sustrato ver 

·cJa.cléro · C' ·a partir ciel catión metálicp ':l del UDPAG· es: 

K - (C~ . o- (íllf (Sf)· (26) 

pero dado que 

m f =(m~) ~ (~) y . Sf= (s_t~ -(e) 

tenemos la siguiente expiesi6n: 

.. · (t) . l<o=...,..- . . . . . . . 
(mt) (st)-(mt) (cl-.(~t)(.c)+(.c} 2 

(27) 

r~arregla~do se encuentra: 

(2H) 

De 1 q ec1,ac16n ('.~ 8) es posible calcular C cuando· se 

A partir Jal u~quema ~~neral y de :1~· ecuación (2~) 

. . 
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._se .pueden visualizar· dos mode+os· fund~m.entales seg6n que. el 

metal -lnte.ractúe o no c,on algi.1n si t 0io de la sup:erfici~ no c~ 

talíti~a de· ln cornc~2•~epimeresc; los ~odelo~ son.: 



+y·EM~f 
E~ .. +C. ~EC----E+ P 

~4Mf 
ES 

L-[ 1 catión intertictúa excl,1si v,rn,ente con el sitio 

catbl!{ico, lB ecuación que coiresponde es la siguiente·: 

(29) 

y 

TI.-l,.ouificaci6r, previa c;e lr: entimí'! por el catión 

(octivf·ción esencial r:ropic.,;i~nte) uniém ose ~ste a un sitio 

c:i ferente .E;l e¿: t; lJ'Lico h. ~,cuc:cl ón ,:e volocil:.::.d es: 

(30) 

De acUerdo a.J primer modolo, ecuación 29, cuando se 

·varía mt y se m· ntiene con.st,·nte St .se pueden obtener parf.! 

. . (41) . 
les ffi\jY diversos entre los que se encuentl,'e, una curve 

hip,erbólice1 despuós de cuyo mf. ximo s'e present~ un desce'.nso; . 
pr.ra l;S±t~· Ci::SO Km lo y Ks~ Kc, de modo similar cuando l(s fJ 

f.6 
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y Km~ Kc le forma de 1~ curva a m~ constant'3. es hip.erb6l.!, 

·ca con un máximo de veJ,oéidad a cierta concentración de s 

("41) y despu_és un descenso ; · • 

En cuantn il segundo mo~elo, ecu~ci6n 36, correspoll 

de e lr:. tctivaci6n esencir.i prap:i r0mente r!ichq ·1r- especi~ 

ME os lF···rormr alost6r~~ci Ectiva y el catión metélíco en lF 

,uperficie no catalítica es el efe~tor positivo; Ces de. 

igu~l modo el sustr~to.verdadero; de acuerdo a est~ modelo 

cuando se var!~ m~ y se ~aoti~ne constante St se ebiiene~ 

resL1l ta dos semej t1ntes a los anteriores y es probable la cur · 
. . -

va ·con un máximo y· un th.>sc.enEJo si K¡r. '¡i(o ;· el rn~ximo se pr~

sentr ·. a concentración.E3s mr:yores de mt que en él . modelo Pnte -
(41 )-rior · , las velocid~des son menores y la rema escendente 

e·s sigmoidea; rec.fprocemente curnclo St va.ria y mt el:i consten, 

té, l:· r<':ma c1scendente pUec'!=! o ; o ser sigmoidea, el méximo 

se presenta a cor1c-entp,cíones -de 5~ superior·es y_ lE:S ve1oci 

ci~des carrespondieht~s son menores que ce~ er modelo discu-

tjdo en primer tárminQ; ol deécenso sn 1~ actividad cBtalí-

tica posteririi ·a la velocid6~ ~~~ima ·a~a~ente (gráfic~ v vs 

St) ·es mas p.ronunciá,do en ~l. segundo modelo ~.xcepto cuando 

Km' =O en cli~1 0. caso e.l .mlixim:o· se presenta cuando Mt)>St. 



l~ descr~pcidn detallada del modelo general y los .. 

dos moc:'.elos derivc:.dos. se· jüs~ifi~a si sé toma en considl;3r!_ 

ci~n que el rresente ~nctuye experi~entos cuyos resultados 

oueden relacicinorse; }os ci~tos ~ertinentes son: 
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l~-Jodrrs los i6nes ~robédos fueron efectivos para que 

la activ~ciad c~tal!tic~ s~·hiciese ~p&rente; esto 

probc:blement,e inc'ique que el UDPAG se co.tribina con 
.·.· ' . . . . 

loi catiQ~~s en cuesti6n·y que el sustrat6 re~l sea 

l.1 f)PAG-met~l, · sin emb,. rgo, es nece·~-erio demostrer 

que e~istu ~ombin~ci6~ entre el i6n y el UDPAG.Al 

rcispocto s·e h~cieron r:lgunos ·intentos qe. aplicar 

1~ tácnica de _formación.~e complejos coloridcis de 

icines divalentes con muráxido (pur~urato de amonio) 
. . ~ .· 

para demo.strar la ·acci6n quelante -del EDTA, no ob! 

tantia e-1 m,~todo- ·es poco sensibl~ y deberá quizá u

sarse 6tra tecnica para evidénciai la Unión del UD -
PAG a e.~(ios) m-etal(es). 

2.-La curva··dc v~locidad en función ~e lF conceritrP

ci'6n c.ie ·mg++, [iln++ y Fe++ a una co11centre.ci6.n fija 

dP .sustrat~- e~ d.e ·tipo hip_érb6Lico con ·descenso ·Pº.! 

terior a la velecidad máxima. El modelo I ~redice . . . . . . . . . . . . 

:este tipo _pe r·esp~esta, por lo que' pudiel;'a sugeiri! 
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se que los metales se combinan con el sitio activo 

do la ~nzima libre para fotmrir el complej~ Em. La 

ausencii:1· de une, ramB .sigmoidea ascendente t'.oscar-

tér!a la posibilidad de considnrai la unión del ca 

ti6n para d.ar el complejo n~E. Aq11í tí::l vez .necesi-

ter cletellorse lo región en que se usrn concentre~ 

cienes brjPS de metal para verificar las ceracteris 

ti¿as .e la c~rv~ ~n su inicfo, además deberln ile-. . . . . . 

varse u cr:b~. e xp_erimentos complementarios en los q~e 

!E, concei1troci6n de UDfflG total se.haga variar,lo 

cual permitirá, si la ~espuesta a·la concentraci6n 

variablé del metal es funci6n del UDPAG. presente, cal 

cu 1 ar Ks, l<m; l<c y V ce. acuerdo. con los métoc'os gráfi 

propuestos por London y Steck(4l) y de los vale-CDS 

res de Ks y K[ se po(r6 calcular ~o, todo lo que ob

viamente sern útil pnro dfscernir si lc.. UDPAG-2 1 -ep!, 

rneresE. s~ aju_sta E1l -rnorLelo en discusión. 

3.~La curve de velo~ici~d en función ~e· la conc~ntrución 

de Co ++, es hiperbólica sin porción . descet1dente; E;JS

to puede·s~r su~estivo d~ un mecanismo de activación 

cliferentr.: al de los otros iones probados. Es también 

t+ . . 
necesario investigar para el Co la· respuesta a con-

. b · ! corr10· .. l"'· ·co·nclL.1cta e.n función cen tracio ne s. c.1J a~., · as . . , .... 
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de é:ontentr~cio.ne,s :variables de U.DPAG totai. 

4.~La curva ·de vel6ci~ad en fuhci6n ci~ la conc~ntr~cidn 

.d-e UDP.·AG. en presencia de mnH , con enzfm~ de. homoge-

: ne.1.z ado o de ves!cu las .lis.as t es h_i.perból~ca ,. con de 

crern:erito c'·e·spt·i~s de .un máximo; 1;?ste resuit1:cio puec'e 
. .· 

deberse a:18 conce~tr~cidn li~itante der mang~neso 

en -el ~Gdio, si ns así, lo respuest~ es cer~ct~ris-· 

tica do. unión del UDP/\G libre al s.i tia activo de la 

enzima. Como s_ij ·vid,. este comportamiento pociri~ in

terpret~rs_e en· fLrnci6n de ulguno de. ios dos modelos 

deriv.6¡ios, pera si se· tiene· en cµ.e·nta la respueet~ 

·da la e·nzima a la concentración creciente de nin 

conclusión se_. verá superl"i tada· a l_'os _resül tr.dos· de los 

·experimento.s. propuestos en-l • Exis·te un inclicio de .. 
la p·osib).e. t,e_ni:lencia de ié .. GLJrvr: d_e velocidad contra 

UDPAG y e_s ~ue, usando el homogerneizad_o. total, y cua!l. 

-110 rnn tob:,1 es 23 mm el máximo se ·enc-uentra a 3.0 mm 

ULlf'll\G ;. cúarH o mn total es 6 mn1 el máximo se mani fie_! 
¡ 

te a 1-.5 mm UDPAG, 'para el' caso tlé las ves!culas li-

~as. 

;'.\unque los conci_icionas emp1,eel"da~A para· el presef!tB· estl,l-



. dio p·l!rmiten objeciones. en .Jo que se refiere .a la impureza 

do las p.r·eparaciones ~nzimáticas, es muy probable que las 

co~siderapiones es~nci~l~s, ~~jo situacion~s diferentes, no 
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se've~n modificadas ~ra~demente,· y sí den la pauta. a seguir 

en el futuro iespectq al ~fectb ~e los meiale~ .sobre la acti 

'vid ad de la UDPAG-2 1 _.epimerasa; 

1 or.otr2 pcr~e, ae-acuerdo con los tesultado~ en lo 

que se refiere al efpcto d~l tiempo ~e incubeqi6n sobre las 

curvas dé-velocidad ~ontro sus~rato, ·se puede ver q~e a me

dida el tie~po de rea~Fión es mayot, é bajas eoncenttacicines 

do Ul?PAG, las vel ocidac:ies ·s-on mono res., lo que pudiera seña

lar l_a ,parici6n 'ele .un fnhi_bidor de la recJc~ión a. medid~ que: 

tran~curre esta; en un intento de determinar.el tipo de in

hibic:i.6n se· uti U.zaron diferentes .mátodos gráficos ; cc!m e

llos s.e observe .quf?, dadas las di-fel"'_entOs pendientes de les 

·perciorrns rffc:tas y ~a tenden-cia ~ reunir.se de las curvas, en 

el niéttH o f:e las dobles .re~iprocas, lo mismo qu-e la po~i-ci6n 

relativa de ~as curVQ~ de ls gr~fica v vs v/s, y finalment~ 

la ten~encia de lai:~urvas ~ de sus r~spectivos máximos ·en 

la g:ráfica de- v contra pS, se püe.de proponer que s-e trata. d:a 

• h"b" º6 ·t·t··, \lJ bb<42 ) . t 1· .. t f t~ 1,n 1 .1.ci n comp_e 1 · iv~ ;_ e · mues· ra as .car·ac er s 1.c;:es 

d·e la~ gréficas,. ·del t.ipd eql,J.Í pre_sentadas, c_~arido ~xiste in-
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.. 

hibi ción ~ompoti tiva .r,c!enH~,s . de .ir\hibi ci6n por ~u-strato. Con-

sic1eranr.¡o que le:: enzim,, se· éJ~i"stase ~ alguno de -los dos mo

delos fundamenb,les C.:e _ú-Ctivación por metales· ._'!J. que efecti-

vamente se tr6te de inhibición cornpati tiva~ s-e pueden _av1;1_n-

turar lan s~g.uiont_os reaccciones: 

K.i Ki' 
E+I El y mE.+"1 nl[I 

_donde 

Ki= {EI) y l<i.' = (mEI)" 
(E) ( I) (ffiE) ( I) 

Aquí (I) -es la· conce·ntrr.-tión del inhibit"or y- les cons 

téntos, como- se ve son de asocia-ci6n al équ:ilibrio.- ·sajo es-

~a.s consic'oracione.s l2s Etcuaciones pero los macelos .--de acti-

vacidn se verían altefecias comp si~uei 

Modelo I,. inhibi~id~ competiti~at 

_ V{Ke}(C) V- . . . . . . 
1 + l<s ( Sf )+ 1<m'(rh f)+ l<_c (e)+ Ki -( I _): 

r·odolo II, inh:ibici611 competitiva: 

.v• l<c·•· I< IYl-f e. v= - . . . . . . 

l+KA (mf) ll:+Km' (mr}+Kc' (C)+Ks' (Sf)+Ki 1 (I}. 

/\poy ¡- r¡ os1;.as súgerer:1cie.s c3e tipo de inhibici.ón los dA

c!atos pre·sentcidos crin _respecto al ofe_cto de -la N-~cetilmrnqsr.

roina c9mo inhibito!, ~siso ·acepta .el mecariismo propuesto p9r 

Salo y 'f letcher".(4 ) e.s vá.U.do. par.a la UDPAG-,2 1 .,.1=1pimerasa, es pro-
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bable q_ue el i-nhibico:r sea el piodt,Jc.to irll!,ladia.to de la reac_-

ción,. y Jndo qu• se combi~a ~on el si~i6 acti~o-de la enzima 

(fig.2) el tipo de·i_nhipic_i6n s.er!a c·ómpetitivo. 

f\Jo se puode -~:oscartar,, desde luego' que el efecto l:lb-

servor..io-. so deba a ot:r,H3 cru::;¡;is tE:les como la combinación tiel 

su~tt~to o del metal coo ot~as mqlécijle$ ptesontes en el mé~ 

·' 

,c.lio, o bif:ll1 Ir, c,cc:i.6.n de una stistancie que rctúe como fnti..:r.c. 

tivudor- en lo qus se fefiite el efecto d• 16s metales o que 

el 5nhibit'or no sec e~ pro~ucto inmediato .sino un metabolito 

lejano. 
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CCNCLl,JS.IO·Nl:S 

El méto-dó empleado para con·fi nar la act-ivid.ad de ·la 

UDPAG~2'-epimerasa, Bh eJ tiílón de le r~t~, o -la fracci6n que 

reprcisonta lns vesículns lisa~ fué sufici~ntemente eficaz pE-

rá ·ruc_omo.rnior su uso _postotior ·en_ ol c·studio·. de la enzima. 

Se logró evide·nciar,en lo que se r.efiere ól efecto ... 

del ~DPAG, una conducta m~y importante de. la enzima, ~s decir 

la inh~bici6n .por sustrato; es.te hecho es fu_nd~mental para d,!: 

rigir. la caracteriza_ci.6n on el futuro del mecanismo cinético 

de la UDPAG-2'-ep~meias~. 

Se hizo e.parente .t.ambién el cercicter _indis_pen.sr:ble c!e 

los cütioncrn divalunt_es .para le rea.c.ci6n "1:1nzimltica. en cues-

ti"6n. 

9e sugi1·i6 una rel:: ciqn entre la a·cci6n clel UDPAG y 

la de los cationes con lo que .se intento la ?1,plicación de un 
• • • • 1 • 

modelo cinét.i"co ql,le pucliora ser e:l apropiádo para la reacc16n 

cntalfzada por_ la U()PAG·-2 1· -opimerasa. 

Con base e1_1 ·e-1 ·compo·r·tam,iento I e la ·e.n~im~ frente a 

la· c·oncentraci6n vari~_bie del LIDPAG en funció'n del ti!3nip-o de 

reacc~6n se posiu16: i~hibjcidn.por el ·~reducto inmedigto de 

la r1: acción, 1~ cu al· colo ca ú n precedente·· para el estu~H.o· ríe 
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lo~ inhibiaores de la UDPAG~2'~epimeresa. 

~ie precisó un zona de pl-l. en la· ~ual i.a, .. eficie-ncla· en 

zimáti ca es mi::yor, . este dato es aprovechc:ble pr.:r~ .. carc:1cteri!"" 

zor ]:a conducta de 1 ta crizim?J eil~Laestj 6n Y· pÚede tél vez, Pº! 

mitir Ir ecl~r0c~6n del mecrnismo d~ r~5cci6n. 

ción, i nfo1•mé1ci6n útil tumbién paro_ continuo~. el estuc!io de 

la UDFAG-2· 1 -epimer,i-sa. 

Firitlm~nte,. no fuá posible cdn los máttidos empleados 

p~ríficar la U)'WAG-2 '-epi"merasa ·reña1 a partir del ·homogenei-

• 
zacJo, con esto tal vez· sea re-~ome~dabl~ u.t.ilizar otros p.roce-

dimientos no ensaya~os aquí •. 

Con lo a.nter_i_or· puec:Je considerarse que los objetivos 

dé este trabajo fu·er·on logx·~i;fo~ · y. que aun cuú1c:to ria-se pt1e-

d~ decir que los resulttdos ,son cdmpleta~ente setisfectoti9s, 

son suficientes· pota sentar las· bases qu.e permi ti~~n. !e, secuen-· 

ciaGi6n.16gica de ~a ,in~estigació~ po~t~rior de la UDPAG~2 1 ~e 

pimerasa. 
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