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Sntf't trn.bnjo ftfll 1n1~i~ "n e) J,niiorRtorio d111 'f\ioqu1mioA 

Gen~tlCR drl Dr. ~:.d...,11rc\ J .• Tntum ~n ]n Un1vE•rM:i•ll\ll Hoc/u~fellRr 

~n ?fo..., York. n., -'1 fui- )" inr¡uiPtud orieinal Rn rclnc16n con el 

inoA.ltol, <:¡ue graci1u3 tt :'!U ('JlntnrJi1.wmo e intP.rt~?J muy pronto lQ 

c:onidtU"d m!e., I,~ R¿r•td~Y.co elf•rec:1tll1:-"1nt1' al Dr. T1ltum la benevo-

.,.,, •. t ''":· I 1¡ ,, ,,,., ... _., r-•n•,+ ··A 
"' - 'l.... 1. .. 1 ~ ... .; . lh ' • \_ ..... 

ciller. y l~ am1ntu.d con )ll 111,. sil!mrr·· no'."! 1Hf3t"ingul~ron loa 

El mayor )'Orcentt:lje dt"1 tru.bu.jC\ nquí r~portHrio se rea­

lir.6 en el Dn¡iartH.JMnto dE> Bioquí:nica di'~ la !-'u.cultttd de Medicina 

de la UNAM, mi u.ctual ai tio d~ trHbu.jo. En él h~ encontrado 

siempre el t.lmbientH de trabajo y com¡mi\eri emo baRe de un con­

tinuo espíritu de au11eraci.6n. Ac;rude1.co a mie compu.neros de tra­

bajo 0UF-1 oríticua y orinionee. Er. rHrticulnr t;"Htoy ~n d~UdH con 

Aurora Brunner, Yolnndn Sn.lct~Lfh y i/l\rtt\ Zentel}<.i. df" Pifia que 

reali~'.Hron mu~hoA rle Jon exrerirr.~ntoe aquí '.l'-"!Jcrito~. ílt.· nu1.ne-

ra P.S}\ecinl q\ilif9ier!\ uerari~cer a1 Llr. Joné la,::unn Garc:ín. toda~ 

lHR fac:i lidades que de manora 11 imi tailu. 11\il">mpn~ m"" rroporcion6 

rarH lH ri•ll]l~'.llCi6n d~) trnlHljOj Ht\P.rn·tu a t:f} )~ <\l'!l)Q ~n erA.n 

rart,e t"1 hltbf'rtn.- irl"\Ciflcl0 Pn la inVeHt1;.;·1rl~n 'j' I'") h;\bf'rlC(" hf"Ch0 



ex~r1Mntfll, fliittn¡ir., ~ ,.irvi6 d"' ""t:!~ulo y rl dl lo cQnvirti6 9 

f't"tgUrf..lMnt~, en "1 abo¡¡ado con tnHl"I cC'nocini1a.nton aobn• el inoei­

tol. 

El r\onutivo Tlf-00266 ""l fiu.tion:-tl !nat1t1JtPA or Health, 

l\4'thftAda. Marylknd, USA, fu~ rrororcionnño como ayudn p1tra la 

eon~ecuo16n d~l trabajo. 
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ABRr:VlATURA~ EMJ>LEAUAS. 

Adonoain~ 5' difoofato. 
Adenooina 5' trifoafato. 
Citidina 5' difoafntoa 
Citid1na 5' monofoefato. 
Cuentas por minuto. 
Diotil-nmino-otil. 
Acido deaoxirribonuclaico. 
Acido o tilen-din.mino-tetro.-acdtico. 

Flavin adenin dinucle6tido. 

Fuerza gravitucional. 
D-glucoaa-6-foafato. 
Guanoaina-S~difoafato. 

Gu.anoaina 5' monofoafato. 
Gun.noaina 5' trifoafuto. 
D-:nio-inositol-1-fosfato. 
Nicotinamin ndenin dinucleótido oxidado. 
Nicotinamin adenin dinucle6tido reducido. 
Nicotina~~n adenin dinucleótido fosfato oxidado. 
Nicotinamin adenin dinucle6tido fosfato reducido. 

Ortofoaffi. to. 

Pirofoefuto. 
Acido ribonucleico. 
Revolucione a por minuto. 
Tria hidroxi mctil amino metano 6 2 amino 2 hi-

droximetil 1,3 propanediol. 
Uridina 5' difoefato. 
Uridina 5' difoHfato de glucosa. 
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la enz1::r.a, lR cuntil.iud de inoo:i t.o} encont:·:ldu en el b1:.i.nco oe ree-

td de la detectada en ol tubo cxrcrirnontul. El producto final de 

lu t;lucociclonldoluoa CO o} inClOitol foo:!°CltO; en loo hOI:iO¿;i...!Z:UdOO 

contu.01no.nteo Ju lu. e;lucocic:cu.:'i.·,tolana. hitlro1izan el éotcr foo-

:!"6.r:ico dol 1nooítol dur.uo como 11roducto f'lna) ol c:iclohcxi,rwhoxol 

11bru. A ir.odidu. que la purificnci6:. úo 111 on::.in~a num.1i.t~o. :.iti van 

cl1n.inando lao foofu.tnoao y u.3H1.l't!Cl1 coi:-.o producto final real el 

inooitol foofato, quo paru ou cuuntificución pootcrior oa hidro- ' 

liza.do con foofataou. alcalinn incorec.ifica do ~· co'.:i prcpn:r~da. 

por al ir.t..{todo do Gurt::n y Iovintba} ( 1960) u outenidu cororcial-

r.t?nto. 

Para la cuu.ntif;caci6n du:l inoui tal oo s:1.guieron doe 

tócnicas diferenton ;.ue die:ron reoulta<lo:J coopurableo con dife-

rcnciua n:.-0noreo del 1 e ~, ';';' ~ ·- ... ... ~ · · ...... , •· ... · · ,.. e a m tn,.,.. ·· I' t ,., 1 ,-.. • .... ~ 1 .. o e \. a l. ., , l e :r. v o ... ~: .., \. , .... ~- • t: usado 

fue el enuuyo biológico de ncu~rdo con la técnica de Beadle 

( 1944). El otro prc,ced1:r.icnto fuv con el eI:'.rloo de raJioie6topos. 

~e do terminó e) inooi to~ r<Ldioact1vo r'or::.~1do :::i. r.::i..rtir de g: t~cc,:3a-

b~ l' unif'orn' !"'un• .. ...,,.,re",.¡" con ""'-rbo"'O 1 
A. ln .'r'.L'•.~.c1.·-~ e,.;(". i' nc'.·;·~.'-'-·Cl.' '~n - . . .t. ... "'t: ···~· ....... ~· , ~- .;.. • .... 1 ... 1 . .... • - - • ' - . .... 

t:ivo fcrm.a;io ce v:.:i.lor6 ccin lec si1~ui•Hltcn linea::iionto~;: dos¡:;ues 

do la climinuci6n do proteín'4D tul corr.o se indicó ul finhlizar 

la incubación con 1u cm'.ima. , el sobrbn~:..dunto conteniendo el ino-

el tol oo paD6 a travüo dü untl columnt\ dt: Dowcx 1 y otra de Dowex 

.; u a o o e o ne t.• n t r 6 u u un ro ta\' a p o r y s t~ e r.: p 1 e ar o r. 11.1 í e u e t.~ a , ~~u l-_; e 

v¡'v) en lGs que ce idc::itificó 01 ;~r''ª de1 inooi tol. ::>..: recc:·tó 

y se midió su radioactividad en un aparato de ccntellbo liquido. 
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cu:int1.f1c1u\I\ con t'Jl rr·nct.:ivo df' F.iurnl. u~nrn111. Í~f\ií'iHW'i1 :¡ Dnvid, 

194~l) ;; .i'Or ol ~:At()'lo 1.lt' l owry, Hont•'urou,::h, !·'.:rr y :~nndall ( 1951) 

NA.JH y 

•,:A·1)1Hí) ) 1 
' .. ( 6 ) ... , ¡·ox· on rn1~tollOH ti•~n"r•tun l'ºr -;.· . .;n·0"'1b1•1·,~ ¡o r') 

'...- "" 1 "" "' t.1 . ~ ' ~ .., ,.- • 

frnccicnP. ~1 :-1ulcelu1arf's ae 

( i q,• 5) • 
~ ...,. . . 

1 .l. 1 • ' ' i l l 1 ] . ,. ''.> ' h . , nn.innt<' fHJ v11 oru. a nc..;1vicaü ,,. :t ,c. ucoan-0-1 c1uB. ".\t1ro;:_;en"1na 

(U5hr ;; 'Nuller, 196~). 
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1. - Unu o vario.o o n~itt.üo. 

Desdo el punto clu v1otn :¡u:íroico la converni6n de la 

glucooa-6-P on inouitc>l-1-P con deJ·Gndúnc:ía o.baoluta da NAD+ im-

plica cuando I!'~'l.1:10E! tiro.~ rouccionou uucoaivas: 

gluco~Hi.-6-P oxi.dndu. + r~ADH 

~lucoou-6-P oxidada -·incoitol-1-P oxidado 

1noa1 tol-1-P o:>ddu.do + NADH · :1.nosi tül-1-P + NiJ)+ ____ , ____ ,._ . --··-- ---.-..----·--_" __________________ _ 
Suma: glucoaa-6-!1 

... NAD+ - inosi tol-1-P + NAD+ 

El eatudio de ln.o rcl~cionco anotu.du..s en el ecque:tr.a 

fud enfocado doade varioo puntou de vista para inveatiJar, si en­

:<.imdticumente, la o!ntcais del inooitcl-1-P ae lleva ~ cabo de 

una maneru similar, por medio de tres enzimas, que cutalizaran 

cadd uno de loo pasos propuestos o por medio de uria aola enzima 

capaz de catalizar íntegraffiente la reacción. De aor ciert~ la pri­

mara poaibilidud ae peno6 que la.o mutantes de E_. crassa incapaces 

do aintetizur inooitol conservar.in ulguno ( s) de lou paaos e4.i;i­

máticoa y ayudaran al esclureci~ento del probleit.a. 

Despuea de haber demostrado que la cepn silvestre de 

~· crnsoa convierto la glucona-6-P en inositol-1-P en presencia 

de NAD+, oe incubaron ho~oc~nndos de la mutante inositol- 89601 

con glucoaa-6-r y NAD+, los probabloo productos do la reacción 

oc incubaron entonces con homo3onudou de la ccp~ ailvcntro udi­

cionu.doo de NA.Dll; en nineun caso De obtuvo o:í.nto~lis de inositol. 

Una pcüibilidnd ¡x•:ra oxplicar 10::1 ruoultud.os ncgativoo oeríu, quo 

25 
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la mutante careciera de ln prlccra enzima dol trnpw:ato cui::'lino ::e­

to.b6lico. 

Pa_ra uvoriguar dicha ponibilidad oo to1:.1;:.i.ron · otrn ..... a 

mutnntoo inositol- y en lu¿ar do or.ouyarlao diroctux:::onte !Jli.ra la 

fortr.nci6n do u.lguno de loo intor::.odiarioo, to.l como oo resli::6 

on el cnoo descrito, oa orientó ln invcrtiguci6n hacia lo. forca­

cidn do hetorok~rionoo. So aiguioron lna tdcnicas nnotndo.s en la 

occci6n de Ir:..,"'ltorial y i:;.ititodoo y so cr.s~y~ron toduo luo posibles 

corr..binac i ono 13 e or. lao oieuicn te o rr.u tn.r. to o o.ux6trofas paro. e 1 ino-

oitol: JH 2626A, JH •:10)A, 37401A, 1~6)16a, 46f.02a, 64001A y 

89601A. Eotaa rnutantoa difieren do lu cepa ailvortre por cuta-

ci6n de un oimplo gane (Patrid&e y Giloo, 1953). En caoo d~ que 

so forra¡ira un hoteroka.rion y creciera en un medio sin inositol, 

aueoriria inmedio.tnz:cntc~ quo eran vuriae laa enzia:::.J involucra-

dua en lu. bioaíntoaio del inositol. Una de luo muta.i."":.tos forr:.:ir..do 

ol heterokarion tendría como de~focto pric~rio, lu sin~esis de 

una de lusenzimao que podría eer for~ada por la otra mutante, la 

cual a su voz, carecería do otra de las enzi=ae responaubles de 

la forrn.a.ción del incaitol. Sin ewbargo en ningún caso fué posi-

ble obtener la. formaci6n de hoterokurioncs que crecieran en au-

aenciu. del inoaitol. No ea posible, con dichos resultados, des-

carta.r definitivu.m.ente la posibilidad de que todas las mutantes 

uoadao tengan como dt:1fecto un.1 ::llteraci6n en la eíntesia d.e la 

primera enzima del sistema, sin ornburgo, parece ult::.~:.::cnte impro-

bable que aeí oucoda; es ~Lo 16¿ico concluir que ea un~ oola la 

enzima involucruda. en la totali<lt\d J.oJl procooo. Lon J~iton uobre 

la purificación dt: la l~n::.i1:LL :.i.po:,·ur. Ú:.i'ta concluai6n, Y'L que ul 

iruo Jni.rificando la on:.:.it:a rlo h<;.~· un pu.~o un el q,ue :...ü pi0 ~·da 

bruoc a::-1u n i.c uu. • ·• ..... , ~" 1 l 'r r'\ '-..• •• - ..... J ...... J. i ~.;tin-

tas fru..ccionoa innctivuu combinu.due con la o.ctivc.. nunca nt:..:::.:'2n-
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taron la actividad do ln cnzimn. 

2.- Purif1cuc16n de lu glucociclo~ldolnnn. 

Cutlndo lu on:z.imu. oo purificó do ncuorJo con o 1 e oquema 

a.noto.do on la fisuru ~1 do ln aocci6n do ~atcriul y r.~Jtodoo. ae 

obtuvioron loe rcoulti~Jau reou;:,iJou en lo. tabln 1. lbnta l<L frac-

ci6n !lI oe obeorva quo el ~dtodo de purificación ou oencillo, l& 

¡::Jrdida de la cn: . .üma 013 roquoi1u y lH purificación HCCptablo. Al 

continuar la purificación ne incJ.uy6 un pc1.so con uno. colu.r. ... n.:i de 

DEAE oolulooa. Loa detalles d..:l o::ipleo de la colur.ma quedci..n uno-

tqdoa u.l ple de la figura i ·¡ un la q uo se hu inc 1 uiJ o el perfil 

A\Ul(¡uc vl uuo do lu colun.nn p•~rr:.it•J u.na j)Urificnci6n i:.::portante 

do la t) n:z.ima, pre a~ n tu. o 1 era·1e ir.e onvc ne ien te de di o::inui r no ta-

ble mente a 1 rendi:niento, ruzón por la. cual no so hd. continuado u-

cando. 

Con el es~uema de trubujo rosu.::.ido en la fi~ura 9 es 

pooible obtener purificaci.onos d0 la er:zi~a co=par.:.=.:.bl0s a laa des-

crittia con :él colU!Ail.i.l de DEA.2 celulooa, pero sin el empleo, de la 

columna y con Wl r.:::ndimiento r;wcho mayor. Zn ln ts.bln 2 se inclu-

yen lol3 resultfados t:ípicoo d•.! un cx~1erimento. Es cor.v<:.:nient·: ha-

cer notur que a medida que la. enzim~~ no purifica uur:;•3r.tu. su ir.es-

to.bilidad y la purificación poornrior se vo dificultada. por la 

pérdida gro.J uul de to..l uc ti vid.ad. Sü e ns:iyu.ron varias sunto.nc ia.s 

con ln idoa. de mantener la cotubilidatl de la. enzima: glucosa, 

glucoaa-..§.-P, NAD+, DNA, RNA, albi.¡mina., glicerol, protamina, ino­

oitol, morcapto otunol, ditiotrt1itol y E.DTA. Nin.¡;ur~n. moatr6 un 

definiJo ofocto protector sobre la enzima. El hecho de ~u0 la re-

e uperuc i6n J.13 ln. e nzim::l se a rr:l..yor J.c 1 100 ·;·~ :Je ha in te rprt.: ta,1.o 

-,-·-- """ .~.,... 111Q f"y·n~c~innt"''l crud'1'·1 '.l.u. ,~_:uco·'l" ... ~J.OO.ldol¡.:.so. cor.;:pi-\,;V&.!v '-i"'v -·- --- ---p-- -- -·· ...... _- __ .., _ 

t~ deovontu.josnmunte con otruo cnzimol.S para lu. utitlizaci{~:.. del 

a: 



TA13LA 1 

ACTIVIDJ.D DE GLUCOCICLQ,;LDOLA3A DE lAS DI ST! ~iT.!.S .?!LJ..CC! c; ::s OB·I':::iIDAS 

DE ACUEffi)O CON EL ZSQUEi.L·t D~ PURI ?ICACiü?( DE LA PIGtJRA 8. 

Fracción Actividad ¡ Actividad Recupernci6n 
específica· total lf en ~ 

I Sobrenadante crudo 3.3 944 100 

II Precipitado entre 
50 y 66 % de sa-
turaci6n con sul-
fato de ar:onio. 6.6 298 32 

III Sulfat? de pro-
tamin~ y 2a pre-
cipituci6n con 
sulfato de aconio 222 870 92 

IV Col u:r ... "'lr!. de DEAE 
celulosa 1195 52 5.5 

f En wur::olas de ii:iositol fori:.r~do.(ms~ d·.: prot~ína/hora. 
lf. En n:ur.:olas de inoaitol/totul ac .ia fracc:ión/ho:tu.. 

Purificacidn 

1 X 

2 X 

67 X 

)60 X 

La r~accidn ce llev6, a cabo con ln reezcln de incub~ci6n y en ln~ con­
dicionee scñ8.laikJ.9 en la secci6n de :-:i.t~rial y r:0todos; a la mezcla de 
incubnci6n S'J le ai¡adi6 1 uc de glucoDa-6-P uniforr:·:<r:.:~nte w.arci'!.dn.. El 
inosi tol ra.fi o:i.C ti vo forma.do se e u:'m ti f ic6 t::i.1 cor.10 se indica e:: la 
secci6n di:; r::.:!tc:rüü y rr;étodoo; en l<J.a fraccionen III y IV el produc­
to final fu( inositol-1-P que se trató con fosfatasa alcalina untes 
de cuantific~rlo. 

---... ~~"--~"•Mf'ílílllliin YE e ON •f 71" * ' " SM?1 . --,-pp¡¡¡¡r·7 'Z' 5 I! TS' , 75 
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TABLA 2 

ACTIVIDAD DE GLUCOCICLOA.J .. DOLA.S/~ DE LAS DISTINTAS PRACC10NZS OBTZriIDAS DE ACUERDO CON EL ES-

QUEJL~ DE PURI FlCAClOli DE LA FIGUEA 9. 

Fracción 

I .Fracción cruda 

Volumen 
{en ml} 

373 

II Pre e ipi tad.o entre 
50 y 66 5~ de sa­
tU!'ac i6n con sul-
fato de a~onio 53 

III So~r~n~d. de pre­
cipitación a p!I 
5.5 48 

Prot 
me/r;U 

14 

32.5 

7.75 

4.0 

Inositol 
u.g/ml/hr 

24 

295 

353 

2500 

Act. Esp. 
ue ino g/r,e 
prot ./hr 

1. 7 

9.2 

45.4 

625.0 

Recuperac16n Purificaci6n. 
en '1> 

100 1 X 

174 5.3 x. 

189 26.4 X 

170 )64 X IV 2º precipit~do con 
sulfato de amonio 6.1 

La activid:;1d enzir.Jitica se eneay6 en lns condicionea experimfHttulca r~r.ot:i1=i.s cr. la secci6!'l 
d•~ material y métodos. El inositol oc vulo:r6 bíol63ica::;entc. El producto de las fracciones 
III y IV se trat6 con fosfatasa alcalina antes de proceder a cuantificarlo. 

- --··-·· -~-_.....,.,,.._. ________ ,, . . ·• . : t~~RU!f~Ltr?'f~· ,_ ,- • . . . .. :.! im• • ar rre : ti! "? , 1 E W . . • arnr unr·:: 
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DU:5tro.to Y ln coonziCll, <ur.boa utilizublea fácilemntn por otros 

eioto~1u1 do la m.aquinnrio. moto.b61icn; al ir quitando, duru.nte el 

proceao de lu purif1cuci6n, lo.o cnzirt.n.o quo utili~n.n sustrato y 

coonz.i~ l~ g¡ucocic'iott.ldol•-ou. traba.ja con mayor eficioncia y 

ou uctivido.d u.pu.rento eo rr.ayor. 

So ht\ incluido una e tupu p0oterios de ¡iurificaci6n 

con ol U:lo dol gol de acrila:nidu {fit;urt. 12). La. tocnolog:!a. no 

03 mu,y com1üicadu, la purificación ea oxcelento la rccupcraci6n 

a.cept;:i.blo poro por factorco todo.vía no controlo.dos la roproduci­

bilidnd d~l método ca muy pobrü. En caso de que oea posible hacer 

roproduciblo ol método ao estará muy cerca de tener la enzima al­

tar.ente purificada y aolo con :po,,; uef'¡o porcentaje de conto.clna.cio-

neas. 

3.- Datoe cináticoti de la reucci6n enMirr:.iiticu. 

La glucocicloaldolasa de li· · craena pra sen ta un pH ó:p- ' 

timo de 7.7 con difer~ntee Bitemas buffer enauyudos corno Trie. i 
} 

fosfatos, histidina, trietunolumina y glicina. El buffer de fos- t 
j 

fatos no se utiliz6 por su po.pel iohibidor de la actividad enzimá- \ 

tica; rutinariruoonte ae usó el Tria por que con él la anzirea mos­

tró W1.3. rr.ayor actividad. No no eotudi6 cor. de tulle si el Tris 

produce una u.ctiviuci6n do la c.:nz.i::.~. El pH óptimo pu.rd. lu. ¿;lu­

cociclouldolü.sa de lov1.1tlura eo de 7.7 (Chen y Ch•raluir.pous, 1966) 

y para la enzima aislada de testículo de rata es de 7.4 (Eisen­

berg, 1967). 

Uaando la. enzima purificada h:istn la frccci6n IV, de 

acuerdo con el esquema de la fieura 9, la forn:aci6=1 de inooitol-

1-P es linear con el tiompo por lo m<lnon durante 4 horua, E~~o 

producto de la raucción oo baJa, yu ~ua al producto no inhibe 
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fácilmente la reacción enzizr..áticu.. 

Chen Y Charalampouo (1964) deooribicron una activaci6n 

do la glucocicloaldola.oa. de lovaduru. por loa iones NH
4 

+, el K+ es 

monoa activo y el Na+ no deoo:n:¡:.:oi1u nint;ún :pti..pcl como u:tivador. 

Con lu. enzir::~.a aialnda de N. crnorm el NH
4 

+ eotimulu. 4 veces su 

ac ti vida.d (te.ola ) ) y no ptlode sor auatí tui do por algunas aminas 

.matil~daa; el Na+ y el K+ a concentracionca haata de 9 x 10-2 M 

Y a:¡. Mn•+ ha.ata 5 x 10-3 U no tuvioro efecto, a. dotn última con­

centración el Mg++ mostró una nctivnci6n del 30 %. 

En la fisura 13 aparecen los reaultndoo obtenidoa al 

buacnr la cnerg:!.a do u.ct.ivac16n del siote:Ja. enzimático; un valor 

d 000 l Í -1 6 o 14, ca or no x mol oe e ale ul al grnficar el logo.ri tm.o de 

la velocidad inicial contra ol recil.roco de la tempero.tura. abso­

lutaº El valor obtenido eata dentro del ra."'lt;o encontrado por o-
• ,• 

tro~ inveatigadorea para diferentes aitem.a.e enzitclticos. 

Los resultados del eetudio de la influancia de la con-

centro.ci6n del eus·tru.to en la velocidad de li3. enz.im.::i. se consignan 

en la figuru 14. Se nota q_ue la. enzima se comporta. de acuerdo cc-n 

la. cinética clásica de ?.i!ichaelia y no parece estar forrr.a.da. por 

aubunidadea ni sujeta a. uno. .coduluci6n o.lostérica. A una concen­

trnc16n fija de coenzima , de 1 mM, la constante de Michaelis a­

p=ironto paru. el sustrato, la glucosa~6-P, di6 un valor de 1 .9 .ro:-,!, 

eeme ja.nte u.l valor de 1. 5. mM r.::portado pura la enzima de levo.­

dura (Chen y Churalu.mpous, 1966), la velocidad 6ptixt.'l experimen­

tal sa obtienen con concentraciones de 0 luconn.-6-l, a.e 10 ~i.:. 

Hasta el momonto prt:ocnto el ú...-üco auotruto que ~;e ha 

encontrado p~ru lu glucocicloaldolasa es lu glucoaa-6-r. A con­

contracionou do 10 mM lo::-J óstcro2 fonf6ricos on p::::i:Jici6n 6 de ¡¡:¡_ 

fructosa, galuctoon, munoa3 y ácido ¿lu~~nico no ~on tonvartido~ 



Ti~LA 3 

IN?LUENCIA DE LOS IONES NHA + Y ALGUNAS A!1':INAS StIBSTITUlDAS SO-.. 
BRE LA ACTIVIDAD DE LA GLUCOCICI .. O/J¡DOLASA DE NEUROSPORA CRASSA. 

Subetanc1a 

?\il'l.t~una. 

NH4Cl 

CH3Ntt3c1 

(CH3)2NH2Cl 

(cH3)3NHCl 

HO-NH3c1 

Concontraci6n final 

_____ .. 

14 ¡fuf' ,, 

14 m!11 

14 mM 

14 m..V. 

20 m.M 

Inoeitol sintetizado 
(en por ciento) 

100 

410 

105 

94 

104 

39 

Condicionas experimentales i3unles a laA ñescritqs en la sec­
ción de material y tlétodoa, e:<::c1,;..o pa.ru el activador que se 
ru1a.di6 a la.a concentraciones indicadas en la tabla. La enzizr.a 
usada provino de la. fracción IV del tercer c.étodo de! purifi-
cación descrito (figura. 9). 
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Figura 14.- Curva de Lincwcaver-Burk para el sustrato. Se uoó 

enzima de la tracción IV del tercer mátodo de p..irificaci6n ( 

figura 9). Cadu punto re pre aenta un promedio de cuando menos 

.i experir:;(!ntoe individuo.lea. La concentración del sustrato se 

vúritic6 eapectrofotomAtricamente con glucoea-6-P deehidroge-

naaa. 
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en inooitol-P por la cnzim11 tsol;lipurificado. do .!!.· craom\.. La glu­

cosa libre a concontrucionoa do 0.2 M no ea utiliza como auotra­

to para for~ar inooitol libro. 

I,u. .glucocicloaldolaoa requiero en formn abooluta del 

... NA.D }}ara cu.tali~ar la forl:'...:ioi6n del inooitol-P. El hecho es in-

tcrcea.ntc y oobre ol oo 1na1otir6. m<ia adelanto ya que el ountra­

to, lu glucooa-6-P, y ol producto, el inooitol-1-P, tioncn el mis­

mo n\1.1:.LJro do hidr6e<~:noo y olectronca. Trabu.jundo con la enzi:a ee­

mipurif.icudu. {fracción IV de 1~1 fi3ura 9) no oo pooible de tcctar, 

on ol curBo de l~ tor~aci6n del inooitol-P, la pruoencia de NADH 

con el ecpleo dol ocpectrofot6cctro o dol fluor6~ctro. No hubo 1 
ointcBis del inoaitol-i-I' :ü cambio en lo. a.bsorba.nciu duru:nte la 

rtn~cci6n cuando el NAD+ fue sus ti tui do en la mezclu de incuba-

e ión por a.lgunoa do oua o.nál.ogoe ( t::l.bla 4). 

En la .fit~u.ra i 5 f3G o'oservn. el comporta.miento de la e:n­

~ima cuando, manten ... iendo constn.nte la concent.raci6n del sustrato 

(10 m.V.), se varió la concentración de la coenzima. Se calculó Ul"l.a 

constante de ?i:ichaelia a.pnrt:nte de 2. 3 x 10-
6 

?l para el NAD+. 

4.- Inhibidorea. 

Si bien el estudio de loo inhibidor.::s de una enzim.a 

se incluye habi tuu.lmcnte dentro Je l capítulo gu ne ral d0 cinéti-

ca, en el prcoen-te trabajo oo menciona aparto por h.hbvroc e~tu­

diado con detullo el afecto de dos inhibidor~a, el pirofoefat~ 

y el NADH, oobro la u.ctividHd de la glucocicloaldolusa. J.u. uten­

ci6n eo concrot6 on doto pur de inhibidores por su posible papel 

e omo regulador0 o fi oiol6gic oo de lo. :ic ti vida.d de lo. e nz.im.:1. 

a.- Pirofosfato.- Es un poderoso inhibidor de la 

roncci6n enzimática y un mc~ubolito normal do la fisiología ce-

lu.le.r. Un entudio pormonoriz::td.o revc16 que el pirofos(ato :..::.ctúa 

como, inhibidor competitivo del auotrato con una cons~~ntc de 

·i 
~ 
·~ 
'l 
l 
l 
:¡ 
¡ 



TABI,A 4 

PAl)EL DF:L NAD+ Y Al.GUHOS D~ SUS MiALOGOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE 

COl1 nzi n~n 
o Análo;'!:O 

NAU+ (buta),l,C 

NAD+ ( u.l fa) ;l.~ 

NADH 

NAD+ (beta) • NADH 

NADP+ 

FAD 

Deam.ino NAD+ 

Nicotin e..denin 
m.ononucle 6tido 

"."'!.~· ur, Nr7UROSPORA CRASSA. 

Cambio en aboorban- Inositol sintetizado 
oia en 60.min, • (en por ciento) 

0.002 100 

º·ººº o 

0.004 o 

0.003 20 

3.00 o 

0,006 o 

0,008 o 

3 Acetil piridina N~D+ 

0.002 

0.009 

o 
o 

El cambio en u.bsorba.ncia se registró usando celdi:lu.s de 
i cm de paoo de luz y a la longitud de onda en que el co:n­
nuoc:ito reducido muestra r:iáxirr.-.-i absorción. 

f.f. isomerismo alfa y beta en el enlace piridín-N-ribóoido. 

Condicione o experimentalEl a d(lscri +,ü.e en material y métodos 
excopto ln concentración do la coenzima o el análogo que oe 
uou.ron a una concentraci6n fina1 de i rcl1~. Enzin1H. de l 3. frac­
ci6n lV dol tercer método de purificaci6n (fig·ura. 9~. El expe­
rimento ee rtH:Lliz6 a tem:peraturt. ambiente 22 ° c. 
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P1cJu:ra 15.- Curva de Lineweaver-Burk para la coenzima. Condi­

ciones experimentalea como en ln-figura 14 excepto que la con­

centraci6n de la ooenzima se verificó espectrofotomtitricaman­

te con el coetioiento de eJ::-;inción molecular del NAD+. 

' . 

-~, 
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1r.hibici6n n¡-iarente de 4.5 x io-6 M {figuro. i6). Lo. inhibicidn 

producida por el rirofoofato oo reveraiblo por dial1~1~ y por la 

adición do cn.t1onoo divul<'ntoa (?.~+ .. 0 ?t,,s••) nl modio do incuba­

ción. Eota roactivac16n, col":io lo. lluu.:.m Dixon y rlebb ( 1964), se 

oboorva nun en ol caoo do ~uo ln concentración del metal diva­

lonto oea ligera.rr.1ontc menor que la do pirofosfato. En la tabla 5 

B~ ve el papel do cadn uno do loo componentea de la mezcla de ia­

cublloión en la 1nhibio16z: por pirofoafato. La inhibici6n enzi­

J:látioa no var!a cuando oe modificaron laa concentra.cione B de 

NAD+, NH4 • y enzima; el Trie parece tener un efecto protector de 

la enzima en prcocncia del pirofoe!ato: un aumento en la concen­

tración dol buffor hnco que el pirofoofato solo produzca una pe­

quei'1a 1nhib1ci6:o do la enzirr.a, mientras que una dismir1uci6n en la 

concentraci6n del butfer ocasiona que la 1nhibici6n por el piro­

foofato eea m.ae notable. Eaton ronultadoe no par~cen deberse a 

co.mbioo en la fuerza i6nica que aon concomitantea s.1 modificar 

la concentrac16n de Tria en la mezcla de incubación; la sustitu­

ción del Tris elimir.ado de la cezclo. por cantidades equimolecu­

laroo de NaCl o de KCl no alteran loa resultados anotados. 

Loo experiir.entos de inhi'bición se repitieron a bajas 

concent1·a.cioneo de Tria, verificando que el :pH permanecie1 .. n cons­

tante durante la roacci6n. Loo datos en la figura 17 vuelven a 

mostrar claramente la inhibición competitiva del pirofosfato, se 

obtuvo una constante de inhibición aparente del mismo orden de 

magnitud (2.9 x 10-6M ) que la calculuda para concentracionea 10 

veceo mnyorea de Tris. Al ~uDtituir ol Tria por un buffer de his­

tidina. ul miamo pH, oo vuelvo a oboorvur lo. miema tondoncin con. 

una. conc.tunte de inhibici6r~ :..l.purentc do 1.1 x io-6 !1~ (fi¡Juru H3°)e 

.n.1 gr~ficar 1/v centra 1/(s) tal como oe ::-.uestra en 

la parto i'itquierdu. de la_s figurua 17 y 18 ee obtuvieron líneas 



TABLA 5 

INFLUENCIA DE LA VARIAClOU DE LOS COMPONENTES DE LA lIBZCLi\ DE INCUBACION zr; LA. IIDfIBICIOJI 
POR PIROFOSFATO • 

NAD+ lnhibici6n Tris Inhibici6n NH4Cl Inhibici6n Enzin:.a.1 Inhibicidn 

en~ en~ en~ en~ 

1 X 10-5 M 50 1 X 10-2 PI. 100 1.4 X 10-3 lit 35 0.16 47 

5 X 10-5 :M 44 5 X 10-2 M 55 7.0 X 10-3 M 37 o.24 37 

1 X 10-4 M 47 1 X 10-1 M 47 14 .O X 10-3 };! 47 0.32 51 

5 X 10-4 M 43 2 X 10-1 M 27 28.0 X 10-3 L! 37 0.40 47 

. 1 X 10-3 Tú 47 

# en mg de proteina/ml de mezcla de incubaci6n. La enzima usadn fu6 de la fracción IV del 
tercer rrAtodo de purificación (figura 9). Cada par1metro se modificó indi~idualmente m..~nteniendo constante la concentraai6n del res-
to de los reactivos en las cifras indica~as en material y métodos. El pirofosfato se afla-
di6 a una concentraci6n final de 5 x 10- lit. 

·--·----- ... ~ .. -.---.~ ..... ------~·-··'"'"'"' ... ~ 
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118ura 16.- Grttfica para evaluar la conotA.nte de inh1b1c16n 

del pirotoatato. Condiciones experitr.antalee descritas en ma­

terial y m.4to4oe. Enzima de la fracción IV del tercer mdtodo 

do purificación (figura 9). La concentrao16n final del Trie 

fue 0.1 M. Se uBaron lae tre~ concentracione9 d~ gluooea-6-

p qu• ee indican en la figura. El recíproco de la velocidad 

máxima (1/V) se tomó de la figura 14. 
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Figura 17 .- lzc¡uierda°' Curva de Linewenver-Bu.rk para la glu- ·~ 

coea-6-P sin pirotosrato y con lae cuatro concentraciones de 

pirotoetato indicadas en la figura. Se uad Trie a una concen­

trac16n final de 10 mM, el resto de lae condiciones experi­

mentaloe iddnticas a las de la figura 16. Derecha. Gráfica 

para valorar la constante de inhi bici6n del pix·cfcefato del 

experimento mostrado en la parte izquierda de la figuraº Se 

usaron las cuatro concentro.cionee de glucoea-6-P indicadas 

en lt\ figura~ 
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Figura 18 .... Izq,\lierd.a. Experimento igual a1 de la figura 1 ·7 

en que oe ouatituy6 el 1~1e por un buffer de bietidina a una 

oo~centraoi6n final de 10 mM. Derecha. Evaluación de la.cons­

tante de inhib1oi6n del pirofosfato tomando los datos de la 

parte izq.uierda de la :figura. . ' 
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1'9ctae con diferente pondiente dada por la concentraci6n del in­

hibidor. Cuando ee grafica la ¡>-0ndionta da cada una de dichas 

rectaa contr• la concentración del inhibidor lo habitual, pu.ra 

otros oiotecae en~imdticoa, e o obtener l!noo.2 rectas que permi tea 

oncar ln oonetu.nto do 1nhibic16n real de un inbibidor da.do. En 

nuestro caoo lao gr~ficae de pendiente contra la. concentracidn 

dol inhibidor dieron los resultados mostrados en la figura 19. 

Eotoe resultados, diferentes a los comunmente reportados, se ne­

cee1 tan eetudia.r con mayor detalle para. hacer una 1nterpretac16i.l 

adecuada de loo micmoo. 

b.- Nicotin adonin dinucleótido reducido.- Al eatu-

d1o.r len a.nálogou del NAD+ en la reacción en:timdti.ca ae obeervó 

que el NADH, no solo no p~día suetituir al NAD•, sino que era \ll\ 

inbib1.do:r de la enzima. El NADH resultó ser un inhibid.or compa-

~. 

" 

r 

\ 

' \,i!i 
~ 

1 
:r 

" l.:~ .. ;' 
titivo para al NAD+ (figura 20) y ao obtuvo una constante aparen-. 1 
te de 1nh1b1ci6n de 4.0°x 10-6 U, 1 

o.- Otros inhibidorea.- En contraste con el definido 

papel del pirofoafato como inhibidor del sistema enzimático nin-

guno de los nuclo6tidoa ensayados produjeron alguna inhibic16n 

(tabla 6). En la tabla 7 se anotan los resultados obtenidos con -
otra serie de poaiblea inhibidores de la glucocicloaldola~a. Es 

interesante notar que loa isómeros del ga.mexa.no o lindano enea­

yadoa a la concentruci6n de 3.5 x 10-4 M no inhibieron la reacción 

enzimática, resultados que podían esperarse de acuerdo con los 

db.toa de ~,uller, Ba.rra.tt y Tatum (1950). 

5.- Algunas características do la enzima. 

Como ea indicó en la eocci6n do material y m~todos se 

vnlor6 el peso molecular de la enzima utilizando la técnica de 

... ___ ....... _ - .. _ ....... t1as:::1) An unr._.{radicntc de sacarosa y cpleando 
¡,~,¡,-\1~1/, .:/ IUUYP \ t J- • 1 y - -

albd.mina e&rica de bovino como índice dol peso molecular, (fi-

.,.. JQ ' 

' ·~ 
·~ 
rn 
~ 
ll 

~ 
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P18ure. 19.- Izquierda. Lae pendienteo de lae líneas de la grtl- , 

fioa del lado izquierdo de la figura 17 se graticaron contra 

la concentraoidn de inhibidor empleada. Derocha. Datos tomadoe 

de la gr4fica de la izquierda de la figura 18: pendiente de 

cada una de lae lineas contra la concentracidn ueada de piro-

foofato. 

• J, 
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l'i,gura 20.- Izquierda. Or4fica de Linoweaver-Burk para el 

NAD+ aolo 1 con doe concentraciones, indicadas en la figura. 

de NADH, Condiciones experimentales como en la figura 16. 

Dex~eche.. Grttfica de la ooncentracidn dei inhibidor contra 

el reo!proco de la velocidad. Datos tomados de la pa1·te iz-\· 

quierda de la figura. Se emplearon lae tres concentraciones 

anotadas de NAD+ ¡¡ 

' . 



TAJil,A 6 

EPECTO DK Al.GUNOS NUCJ.;;QTlDOS SGBR,.: J.A AC'l'JVlDAD DE GI.UCOCICI,O· 

ALDOI.ASA Dr; 1n:tm0~n·OHA <rnA8SA o 

J'iuole6 ti do Inoaitol formado (en por ciento) 
Sin 11.g+• Con Mg++ 

Nineuno (control) 100 100 
Adonoeina 5' monofoorato 103 101 
Adenooina 5' difoofuto 93 94 
Adonooina. 5' trifoefn.to 102 104 
Adenosinn 3•5• ~onofosfnto (c:!olico) 93 

Guu.nooinn 5' conofoafato 96 98 
Guanooina. 5• difoofa.to 96 100 
Guanoainn 5• trifoofato 10) 100 

Inooina 5• monofoafu.to 97 102 
Inoeina 5' difoofnto 99 98 
Inooina 5' trifoornto 104 104 

Citidina 5' monofoafato 97 96 
Citidina 5' difoofa.to 99 10) 

Ci tidina. 5' trifoofato 96 106 

Timidino. 5' monofoefato 102 103 

Timidina 5' difoafato 99 95 
Timidina 5• trifoafato 93 92 

Uridina 5' monofosfato 98 86 
Uridina 5' difoafato 104 98 
Uridina. 5' trifoafu.to 99 106 
Uridina difoefato de glucosa 96 

P1rofoefato 9 103 

Condiciones experimentaleo descritas en material y mdtodos. 
Enzima de lu frac~~6n IV del tercer método de purificación 
(figura 9). El Mg · ee uaó a una concentración final d~ 10 
m.M y loa nuoleótidoa o el pirofosfato a una concentrac16n 
fina.l de 0.1 mM. 

~· 
' 

,¡ 



TABLA 7 

INHlBlCIO?l DE LA ACTIVlDA:J Dr: J.,A GJ,UCOCICLOAIJDOLASA POR VARIOS 
COMHJESTOS. 

lnhibidor Concentración Inositol 
final formado 

?anguno 
1.2,),4,5,6.Hexaclorociclohexano(alfnl 0.35 
1,2,3,4.5,6,Hexuclorooiclohexnno(beta 0.35 
1,2,),4,5,6,Hexnclorociclohexano(gama 0.35 mM 
1,2,3,4,5,6,Hexaclorociclohexano(delta) 0.35 mM 
N-bromoeucoinimida 10. 

mM 
mM 

..,..7• """r¡¡ 

Na.uso, 2. 
Tit".aroaal o.25 

mM 
m?it 

Fluoruro 
Araeno.to 
ró1lonato 
Succino.to 
Citrato 
Fosfato 
Pirofoefato 

Fosfato de piridoxamina 
Sorbo ea.. 
Acido ribonucleico F 
Acido deaoxiribonucleico ~ 

0.1 mM 
0, 1 mM 
0.1 mM 

10. mM 
10. mM 
5.. mM 
0,05 mM 

2. mM 
10 mM 

100 ug/ml 
100 ug/ml 

(en por 
ciento) 

100 
110 
126 
108 
106 

o 
100 

o 
96 

104 
96 
90 
99 
62 
50 

105 
98 
88 
91 

Condiciones exp1erimenta.les descritas en material y métodos. En­
zima de la fracción IV del tercer m~todo de purificación (figu­
ra 9). Loa aniones ensnyadoa se aBadieron como sales de sodio a 
pH neutro. 
f. Altamente polimerizado. 
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ttUrK 21); r~arn lu &lUCOCiC)01,ldo1aBH. Set calcul6 Un reHO r:io)ecuJa. 

de 150.,CCO tllle f"otn dP. Hcuerrio con el comportA.mi1•nto ñe ln f!nzi­

ma en columnan de Serh'Hi~x 1 ioo. 
Aunqun no f"nt:~ tf•rr,-;:inado el Htltud:io dri l:t lor.nl:izaci6n 

ff u be el u 1 ar de l H s) u e o e i e : o r l :l d o) 1, i:Ht E' n n 1 rn i e u l i o de .!l · e r 11. u !:m 

ee tienen loo oit:uiP.ntc-n {b,too: un AO .-/de la nctivichd emdm:1tica. 

t3e recurnra en 4'1 nollrFrn~"d~ntH dP. una ccntr:i fu..:;nci6n a 10,000 x 

g durnntt! 10 minUtOl'5j 11\ t?n~.i¡:¡a que ne r0curera en el ,rrt'C'.Ífiti:t.d_o, 

o oet'.\ en 1a frncc!6n ri! tocon,irin.), nP ri~n11 ri;-nl"h~ dP. las r.iitocon-

ci6n da )oti du.tof..I ool>r~-~ )n. re.•:ult1ci6n in vjvo de 111 üctivid:-1
1
.i de - __...., _.. 

Ja ¿;l un oc ic J oal<i o 1 :H1H.. 

6,- r\~ecnnittmO d1~ )a rr·HlCCl!~n. 

Aun H:i~nclo una ::101a )a enz.iria rA~ponBllb]e dP Ja bio-

A:[nt l
. l} 1·~.<'t"º.0¡t.01 •''P!'t-d!-ltf.' e) }V~Chti de n\l~ ¡!~:it·1. Pr'~'.inia t¿n¿H. 

. . ~ O H l ~~ 1 , :- • J. 

qu~ r~n1:iY.•tr )n~" prnp1u•nt·1~1 re1\cC"i0nP!.1 ,1,,scr:it¡'\f\ :t ptlrt·.ir clf' )u. 

., r ,) 1 !'/i)~ l'ar:L <l:lr "ino~dt.o)-1-1' V N,;n+ (v--~11.fü) 1n 
$. 11cnn•l-b-r con t"' '" .; 

' , •)C ) 1 • ·, ::; 'l n 11 , . :1 , 
,
1
,- ~'orrniif\ nyid.1.J•1•-1 ,lf• )11 .~l11eor.01 y Pl :\nnnit.ol, In<H"'i-

t O) 
¡ l • 1 ·.·.'. (' i Tl \' '. f\ t. i . : ~ 1 ' e i.\ () t. p n (' j . 1 1 j i 1 . h'i d t~ <' 0 n \' i"· '!" -

l¡t-'IH1l' l"(\<_;•'Tl'1!'\:l,- -
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Figura 21.- Resultados de un gradiente de aacaroea prepara­

do y manejado de acuerdo con la técnica de N.artin y Ames ( 

1960). Se utilizó glucocicloaldolaaa de la fracción IV del 

torcer método de purificnci6n (figura 9) y so centrifugó a 

35,000 rpm durante 15 hora.e en una centrífuga. Spinco con el 



TABI1A 8 
AC1'IVID,.lD !l:~ lA GLUCOCICI.OAPJOT-ASA r,¡; nJSTlNT.AS ?RACClOJH·;S SUECEiULARi-:S DE !:;:UP.05FCRA. 

CRASSA. 

Pracci6n N.~)H Oxidasa Gluc-6-Pasa Gluc/6-P denhirlroeenao.tt Gl ueoc ic loal d oln ~t 

Ho:no~enado li-
bre de células 100 100 100 100 

"1·~i tccondri~s" 69 8 1 5 

"i!:icrosonas" 7 65 2 10 

Sobrenadan te 8 12 81 70 

84 85 B.4 ~5 
Re e u:pe rae i 6n 

J;:-1 <'l.ci:;ivi~ad de lus diotint'l9 e11zir1n.s enta indicrtdn en ror ciento de lrt uctivid1,d 
del hom0··- total que se tC'lm6 eorno 100 ~. 'f,n. ohtrnci6n rlc laa diotir.tao fraccior.es 
eubc

1
.::J.u1HTCt> se llevó a. cabo de a.cm~rdo con el esque?rüJ de la figuri1 10. 1Hs enzimas 

se deterrr.inaron l;Or las técnicas de5cr:i téH;i. en m'.ttcrin.1 y rr~~todos~ 

"--~,,--··-"~·~=..-.--. •Mmrnmn_..lllm 
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- oa Y n 4-inooooa. Con las tres austan-1 del 1non1tol la 2 inooo l 

oc renlizuron oxporimentoe como el ros\l!:.Údo en la 

t11bla 9 un loo que f.YO exn.t:l.in6 lo. hQ.bilido.d de los compuootoa pa­

ra "diluir'1 la cu.ntidad dtt 1nooitol radioactivo formado a. partir 

do glucoon-6-P uniforoo11onto l:l'Jlrcudn. Solo lo. .\-inooc.ea domoutr6 

sotividad do "dilucidn" on lua condicioneo deocritua, ni la 2-i­

noooaa ni lo. glucoeona oo convirtieron 011 inoaitol en ta.lea con­

dioionco. El hecho d~ r¡uo la 4-ir.o605:l. ein eat~r foaforilada. se 

convierto. un i.noo1 tol, y sobre todo el da to encentra.do pooterior­

mento do q_ue la muto.nto inoeitol- 89601 ta.rr.bie11 puecle convertir 

la 4-inoaoaa en inooitol au..:.;irieron que otra cnzims\, y no la glu­

cocicloaldolasa, erd la reoponanble do la sinteaia del inoaitol 

a partir de la 4-inonoua. El esquo:::11 de purificación anotado en 

la figurr.\ a ~rmi tió separar ambas enzima.e. 

F..n la tabla 10 se incluyen loa datos de la purificación 

de la enzima que convierta la 4-inoooea en inoaitol y que puede 

llaoaree 1noai tol de shidrogeni1an.. Loa da tos de ésta tabla repre­

sentan loa reaultadoa de purificación de la inositol deshidroge­

nn.ea. aislada de la. m\ltante :i.nositol- 89601, idénticos datos se 

obtuvieroia. con la cepa silvestre. En la tabla 11 se ve que el 

NA.DPH es mejor coenzima que el NADH y que hay eateiquio1tetría 

entre la oxidación del NADPH seguida en el espectrofot61tetro y 

la cantidad do inoei tol de te eta.da en el ensayo biol6gico. La f'al.-

;, ' 
.'· 

~ 
l.~ 

1 
;~ 
~~ 
~ 

enz.imática del NA.D+ que no ocurre con ol NADP+. Vale la pena hacer ~ ..¡ 
\¡ 
~ 

ta de eotciquiometría usando NADH parece deberse a una reducción 

1.' . ·!~ 
'.I· 

notar que el total de la 4-inoso3a reducida enzir.uitica1tentc se 

convierte en mio-inositol y no h~y formnci6n del otro posible i-

o6~~ro que tambien so obtieno por la reducción química de ésta 

¡. inososa. • 
• 
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TABl,A 9 

DlLUClON DEI, INOSlTOL RADIOACTIVO FOR?v"IADO A PARTIR DE GLUCOSA-

6-P C-14 UNl i-'OR!lEbIB?tTE tf;ARCADA EN PRJ.;SENCIA DE l,A 4-INOSOSA. 

Inoaitol encontrado -¡i 

?1~dtodo rtétodo 
radioactivo biológico 

Meizcln. do incu'bnci6n complotaFF 

Mezcla complota + 4-inonoda 

115 

100 

~azcla complota + NADH + ATP + y~++ 49 

?t.czoln completa + t-inoaoaa + NADH + 
ATP + ?t~• 36 

?ie~la completa + i:-inoaoao. + !\ADH + 
ATP + Mg+· + eirl glucoaa-ó-? 

li~ezola completa <+· i-inoeoaü + NADH ~ 
ATP + Mg+ + ain glucosa-6-P 
y sin enzima 

119 

121 

39 

110 

60 

o· 

F. En mumolas/~ de proteína/hora. FF La mezcla de incu'b.a.ción completa como se describe en mate-
rial y métodos a la cual se le añadió 1 ucurie de glucoaa-
6-P uniformemente marcada. 

Enzima de la fracción III del prim~r método de purificación 
descrito (figura 7). 

.,, 

l 
' ! ' 



TABLA 10 

ACTIVIDAD DE LAS DISTINTAS FRACCIONES DE INCSITOL r•ZSHIDROJENASA. 

F:tacci6n Actividad eapee!!icnF Purif1caei6n Actividad Recu}X?rnc16n 
total 11 en ~ 

v• v•• V V V 

I Sobrenadante crudo 0.013 0.05 1 X 1 X 1190 

11 1a precipitaci6n con 
sulfato de amonio 0.0)8 0.15 J.2 X ).,.0 X 470 

III Ste de sulfato de 
prota.raina y 2a pre-
ci:pi tación con eul-
fato de amonio 0.100 0.42 8.0 X 8.4 X 394 

F Cambio en densidad 6ptica u 340 mu/min/~ de proteina 
l:f Cambio en densidad óptica o. 340 muímin/fracci6n totn.l 
• v Velocidad de la reacci6n uo~ndo 20 umolue de epi 6 4 inosoca. 
++ V Velocidad de la reacción obtenida por extrapolación. 

V 

100 

40 

33 

Con1icione s experiir..entale a para el enea.yo de la ne ti vid ad enzira~tica: en un volu­
men final de 1 ml: 100 umolas de Tria pH 7.9; 6.26 umolaa de EDTA; 0.06 W!lolas de 
n~D?H; 2.5 a 4.0 ~ de proteína; 4 a 20 umolao de 4 inososa. Tenperatura 22 ° C. 

"' 

~ 
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TABLA 11 

CONVERSION DE LA 4-líiOSOSA E?l I1:0SI'l10L POR LA INOSITOL DESHI­

DROGENASA DE h"UEROSPORA CRASSA LIBRE DE GLUCOCICLOALDOLASA. 

Concentrnci6n Concentración Inoeitol formadoF 
dol sustrato de la coenzima Basa.do en lo. Cuantificado 
(en u.molas) (en umolae) oxidación de en el eneayo 

la. coenzi .. ma. biolcSgico. 

50 -- --- o 

50 NA.DH 1.0 o 60 

50 NADPH 0.3 12)0 1200 

50 0.3 NADPH 
(sin enzima) o o 

5 NADPH 0.3 303 .347 

0.5 NADPH ) .3 30 o 

r En mumolaa de inoaitol formado/~ de proteina/hora. 

Condiciones experimentales como en la tabla 10 ex~epto para 
las concentraciones de sustrato y coonzima que se usaron a 
las concentracionoe indicadas en ésta tabla. Enzima 2.5 rr~ 
de proteína de lr, fracción IIIa del segundo método de pu­
rificación (figura 8). Temperatura 22 ° c. Al final del pe­
riodo de incubación la reacci6n se paró con 0.1 ml de NaOH 
1 M y se colocó on u.gua hirviendo por 15 minutos. Con éste 
tre t~~miento se eliminó la. activ~ dad biológica de la 4-ino­
soaa como auatituto del inosito: en lao mutantes aux6trofas 
al mismo. Se neutralizaron las muestras anteG de tomar alí­
cuotas para la determinación del inositol por ensayo bioló-

gico. 
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AlcUAaa otrae c&raotar!oticae de la 

34 
inoettol'4eehiclro-

1eaaaa eon la •i&uienteer la 

'rato (fi&ura 22) ••de 7.7 x 

constante de Miohaelie para el eue-

10-2 M y de 6.3 x 10-2 M para la 

enziraa de la cepa •1lveetre y para la aislada de la mutante 89601 

reapeotivamente. Am'bae preparaciones demostraron una mejor oapa­

o14a4 para la efnteeia de inoeitol en presencia de EDTA, la aoti­

v14a4 eo linoar por lo menoo durante tres minutos, en período• 

cortoe de 1noubac16n la cantidad de inoaitol formado ea li•ear 

con reapecto a la cantidad de proteína a.f1adida al sistema, hay 

una sona aaplia de pH óptimo de 6.8 a 6.8 (buffer de maleato de 

6.8 a 7a2 1 Tria de 7.2 a 8.8), la actividad disminuye mas alla 

de date rango. La reacci6n parece ser reversible, cuando se in­

cuba la 0nzima con NADP+ e 1noe1tol se detecta la tormac16n de 

NADPH en el eapectrotot6metro y aparece wi compuesto qua da rea.c­

oi6D en tr!o con la tenilbidrazona tal como lo hace la 4-inosoea. 

Si ae 8\1&ti tuya la 4-inoaosa por 2-inososa o glucosona en el me­

dio de 1D.cu'baci6a oe f'orma NADP+ a wia velocidad 10 veces 1111¡.yor 

pero no ee forma mio-inoaitol. 

De los experimentos descritos se puede concluir que la 

4-inoeoea no es un intermediario en el camino de la biosínteaie 

del inooitol a partir de la glucosa-6-P y por medio de la gluco­

cicloaldolaea en base a loe siguientes hechos: 1) la adición de 

4-inoeoaa y NADPH a la gluoooicloaldolaaa dependiente de NAD+ DO 

re eulta en la formación de inoei tol; 2) En el sistema de la glu­

cocicloaldolasa el sustrato y el producto eetan fosforiladoe 

mientras qua la 4-inosoea no lo esta y la adici6n de ATP no au­

menta la formación de inoeitol; 3) loa requerimientos de ooen­

zimae son diferentes la 4-inoeoau. utiliza NADPH y la glucoaa-6-P 

NAD+; 4) la mutante inoü1tül- u~~d~ (89601) 8olo e$ capaz de for-. 
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Pigura 22.- Grliiioa de Lineweaver-Burk con la 4-inoeosa y la 

inoaitol deahidrogenaea de la cepa silvestre ( Wc--,..) y de la 

mute.nte inoeitol- 89601 ( ). 
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llar iaoeitol cuando al IDldio de inoubaoión se le aJ'1ade 4-inoaoea; 

,a que la autante 1 la cepa eilveatre difieren por Wl simple gene 

(Pa\rid¡e 1 Gil••, 1953) aeguramento involucrado en la convere16n 

da ¡lucoaa-6-P en inoe1tol-1-P, parece por lo tanto que la 4-ino­

aoea DO •• normalmente sintetizada por ninauna cepa de Eauroepo­

lll 5) la 4-inoaoaa 110 parece eer el sustrato normal de la inosi­

tol 4eah14rogenaea ya que la constante de Michaelis para la 4-1-

noaoea •• •UI alta en comparación con el promedio de constante• 

4• lilchaeli• p&ra euetratoe naturales d.e deshidrogenaeaa bien ca­

raotericadae. Todos eatoe hecboe hacen difícil adscribirle un pa­

pel tiaioldgico a la 1noo1tol deahidrogenaaa d6ec:rita; es posible 

que tfata enzima participe normal.monte en algWl otro camino matab6-

1ico 1 que aua sustrato normal sea otro y ein embargo reduzca 

1aeapeo{t1camente a la 4-inososa. 

Una vez deaoartada la 4-inoeosa como componente del 

aiatema de .1a glucocicloaldolaea ae repitieron los experimentos 

4e "diluci6n" con la 2-1.llosoea y la gluoosona habiendo fosf'orila­

do amboe oompueatoee La foeforilaoión ~e los miemos ee hizo tal 

como ee deeor1b16 en la sección de material y métodoe, nunca ee 

investigó el sitio de foeforilaci6n de la 2-inososa. Los rPsul­

tadoa volvieron a eer negativoa 1, nimguno de loe compuestos "di­

luyeron" la formación de inositol radioactivo a partir de la glu­

cosa marcada, tampoco formaron inoaitol en presencia de la glu­

oocioloaldolasa y piridin nucledtidos reducidos. 

b
0

- Aislamiento de posibles intermediarios de la reac-

ción.- otro enfoque para averiguar el mecanismo de la reacción 

rud el de atrapar algun intermediario formndo durante la eínteeia 

del inooitol. Ya ae hi~o notar, poro conviene inaiutir, que con 

la enzima purificada no es poaible uütaota~ 1~ for~ci6n 4~ NADH: 
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la la fic\U"a 2) ee preaontan loe reeultadoe. Cuando ee usa glu-

oooioloaldolaaa poco purificada 1 altne ooncentracionea de NA.D+ 

(15 all) &pkrec• RADH •n el cureo de la reaco16n; resultados ei­

ailarea fueron reportBdoo por Chon y Charalampoue (1965) con la 

eaailla de levaduraº Con una enzima muo pura y con menores oon­

centreoicneo de RA.D+, que dan por rooultado un mejor rendimien-

to en la formaoidn del inoeitol-1-P, no ea pooiblo obtener cambios 

en abeorbanoia a 340 11)1 ni tluctuacionee en~a fluoreacenoia (36~-
, 

460 a;') durante el tiempo de incubacidn. Et{ concordancia coa de-

toe roeultadoa la aínteeia enz1m4tica do inositol-1-P no se in­

hibe por agentes que on otros eietemae, a ooncentracionee de 1 

llM, inhiben la oxidación de NADH, tales como riboflavina, rote­

nona, Pe(CN)
6
---, CR- 1 amital. Al mismo tiempo estas sustancias 

no promueven la acumulación de la ooenzima reducida mientras la 

reaocidn ee eota llevando a c~bo. Ademaa, la sinteais enzimática 

del 1noe1tol-1-P tampoco ee modificada cuando la reacción aa aco­

pla a wi exceso de deahidroganaaa alcoh6lica, l'ctica o glutámi­

ca 1 oantidadee adecuadas de sustratos oxidados; loa datos obte­

nido& oon laa dltimae doe enzimas confirman loa resultadoa de Chen 

y Charale.mpouo (1967) usando enzima de levadura. Todos los enfo­

ques utilizados fueron con&ruentes en impedir el aislamiento de 

algun intermediario de la reacción; y loe resultados sugieren 

que ei el NADH y al&una forma oxidada de la glucoea-6-P se for­

man en el curso de la reacción enzi.mática amboe deben de perma-

necer íntimamente unidos a ln enzima. 

c.- Mecaniemo intimo do la ciclcizaci6n.- Con la enzima de levadu-

ra otroa laborutorioe han demostrado (Kindl, Biedl-Neubacher y 

Hoffmnnn-Ootenhof, 1965; Chon y Charalumpoua, 1965) quo la mol~­
Cull\ :íntegra de la gluc ocul.-ó-P, ein üu.fri:- ninguna fr~mentacidn! 

{, 

.1 
- ___ ____,; 
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1 ( 15 mM NAD+) 
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2(1mM NAD+) 
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TIEMPO EN MIN. 

FIGURA 23 
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Fisura 23.- Reducoidn del NAD+ por diferentes preparaciones 

de la gluoooicloaldolaea. Las reacciones se siguieron a temp 

pernturn ambiente en un eepectrofot6metro Zeiee PMQ II usan­

do celdillas de 1 cm de paso de luz. Se emplearon las con­

centraciones d~ NAD+ indicadas en la figura y el resto de la 

mezcla de incubación tenía la composici6n eeftal.ada en mate­

rial y metodoo. A loe tuboe 1 y 2 ao 1011 añadió 2 .O mg de 

proteína oon actividad de glucocicloal~-laea proveni~nte de 

la fracción III del primer mtítodo de , rificaci6n descrito 

(figura 7); al tubo 3 se lo añadieron 0.3 ~ de proteína 

con actividad de glucooicloaldolaaa y eluida de un gel de 

aorila.mida (figura í2). La cantidad de inositol sintetizado 

fue de 19, 58 y 900 mumolaa/mg de proteina/hora respectiva­

mente en loa tu.boa 1 , 2 y 3. Se corrj.eron reacciones para.­

lela.e ein glucoea-6-P que se usaron como blancos. 
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M ololiaa para formar •l inoeitol-1-P; ademaa, loa carbonea 1, 

2, 5 1 6 4• la glucoea Tienen a quedar co~6 los car~~~~• 6, 5,2 

1 1 del inoeitol. Dada la oilnilitud tB.n grande entre la gluooci­

cloaldolaea 4e l•vadura 1 la de Ncuro~Eora ee razonable aceptar 

que •l miemo mocaniemo opera en el hongo. Por otro lado traba-

3an4o con la enzima de levudura Chen y Charalampoue (1967) de­

moetraron q~e al uear como ouetrato da la glucociolonldola~a la 

gluooea-6-P doblemente tritiada en el carbono 6. por cada mol4-

cula de 1noe1tol formado, un 4tomo de tritio paea al medio acuo­

so. Tambion poneando en el miemo meoo..ni~mo en la !!.eurosro.ra to­

dos loa datoo bacan suponer que se trata de una ciclc1zaoi6n di­

recta entre el carbono 1 de la glucoea-6-P y el carbono 6 de la 

miema 7 que el enlace covalente entre amboe se lleva a cabo por 

la ptfrdida de un hidrógeno del carbono 6. 

Deado el punto de vieta te6r1co existen al menos doa 

poeibleo miecaniemoe para la reacción que eean congruentes con 

loo datos de que ee diepone. Uno de ellos implica una reacción 

de tipo de aldolizac16n y el otro una condensación del tipo de 

la e.cflofna. Se hicieron experimentoo para estudiar la segunda 

poeibilide.d. 

m4tioa del inoeitol se eatablecerá entre loa carbones 1 Y 6 de la 

glucoea-6-P. Tambien ee sabe que el carbono 6 de la glucosa pier-· 

de un protón y que por lo tanto va a dar origen a un exceso de e­

lectrone a en dicho carbono. Una manera de facilitar el enlace co­

valcnte podría aer la apar1ci6n de una deficiencia. de electro:nee 

en el carbono 1 de la glucoaa-6-P por la aceptnci6n por parte del 

NAD+ do w:i hidruro proveniente proociaame1nte del car'b<.>no 1 (figu­

ra 24). una vez creado el deoequ1librio el~ct~óücco (!! en 1~ fi-



o 
NAD'*1 

V o IV (•) 

Figura 24.- Repreaentaci6n eaquecática de la ciclizacidn de 

la glucooa-6- P con un ~eca.niamo del tipo de la aciloína. El 

hidrógeno unido al carbono 1 en lu glucooa-6-P se ha repre­

sentado como deuterio. Para mas detalles léase el texto. 
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cura 24) .. forma.ria el enlaoe cuvalente carbono 1 carbono 6 

(111 1 IV en la mi.ama fi&ura) Y el hidruro del NADH regreear!a "1 

carbono de donde había aulido (V en la figura 24). Para probar 

4ete mocaniamo de reaco16n oo ua6 glucoea-6-P deuterada en el 

carbono 1 1 la velocidad do la rlraco16n oe comparó, en condicio­

nes iddnticao, con la velocidad obtenida con la glucoea-6-P nor­

mal. se e1gui6 loto enfoque por que el uao de isótopos del hi­

d.r6geno ha demoetrado aer un inetrwmnto dtil en el mecaniemo 

de accidn de algunas enzimas (?lanler y Douglas, 1957J Roee, 1961; 

;,~i 
''!' ..., .... ,~ 

:··~t 

,,.~~! 

~~! 

BriSht 1 Gibeon, 1967) debido al hecho, de que una etapa enzimáti- ·,!. .. ~l.; .. t: .... ~.J 
ca asociada con el rompimiento do una ligadura conteniendo el 1s6- ~" -:n1·1· 

;Ji i, 
topo, ee habitualmente la 11mi tan te de la velocidad de la :reaccidn t . 

total. 
Antea de realizar loe experimentos con glucosa deutera­

da ee demoetr6, con glucosa tritiada en el carbono 1, que por ca-

., du. moltfcula de inoei tol formada 1. 04 li.tomos de tritio so encontra­

ron en dicho ino0itol (figura 25). Como ya qud6 anotado, el car­

bono 1 de la glucosa corresponde al 6 del inoeitol. El inoaitol-

1-P tr1tiado (II en la figura 25) formado a partir de la glucosa-

6-P tritiada en el carbono 1 (l en la figura 25) se degrad6 con 

foefatasa alcalina e inoeitol oxigenaaa preparada de rifión de 

rat& tal como ea asentó en la sección de material Y métodos. La 

foetataaa alcnlina eliminó el fosfato del inositol-1-P tritiado 

y originó el inoaitol libre (III en la figura 25) que la inoe1,,­

tol oxigenaea lo convirtió en ~cido gluourónico (IV en la figura 

25). La radioactividad eetuvo ausente en el ácido glucurónico y 

ee recuperó en el e.gua (reacci6n de IIl a IV en la figura 25), 

pcn• consiguiente el tritio eet'.lba presente en loa carbonee 1 o 6 

~-~ A---~+Ai PnT lo ~ue se sabe de la reacci6n de la glucoc1cio-



1 

~ 

'T -e: o 
i 

i-\ -C -CH 
1 

HO-(-H 

' H - ( -Dt-l 
I@ ~ , 

H - C. --~u t-í 
1 

1-1.z -C · O - ® 
I 

NAD+-~.--\ GLiJ(.0(.\(LO-

N 
.; '

1 
AL DOL.AS A 

AD ~ 
T o-® 

J 

TI 

~ 
fOSFATASA 

l' 
ALCALINA 

~ 

T 

I1I 

I 

/ • 

( 
E 

ºª~ 

H -C =0 
l 

H -C-OH 
1 

HO-(-H 
l 

H- C -DH 
t·~ 

H - CQ:) OH 
1 

(OOH 

y 

Es,..---~ 
E ·Oa. 

MtO-IN051TOL 
Q)(IGfNASA (t:) 

FIGURA 25" 



lisura 25.- Recuperación del tritio a partir de inositol tri­

tiado 1 degradado por la inoeitol oxigenasa de riff6n de rata. 

So incubaron oon la inoeitol oxig~naea purifico.da, en las con­

diciones deaoritas por Charala.mpoue (1959) 0.35 wnolaa (9.5 x 

106 cpm ) de inoaitol tritiado¡ 0.09 umolas (25.6 ~) se con­

virtieron en 'ºido gluourdnico no radioactivo y dieron origen 

eimult4neamente a la aparición, en el medio acuoso, de 2.6 x 

105 opm (27.4 ~ de la radioactividad original del inositol). 

La radioadtividad en el agua permaneci6 constante despues de 

deotilarla. Para maa detalles vdaeo el texto. 

1 
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alclolaea lo •• proba~l• ee que el tritio ae encontrara en el oar-

bdD 6 4•1 1noe1tol 1 •ai el mecanimo de ciclozac16n descrito tea­

ufa parte 4• valide. ,,.. nn ... #- ,._. ae conserva en el sitio adecuado el 

bidrd&eno que temporal.mente sería traneferido al NAD+. 

lo obato.nte, loa resultados con gluoosa-6-P deuterada 

(ticur• 26) no apo7an nuaotro punto de viota oobre la transfe­

rencia do un bidruro del carbono 1 de la glucosa-6-P al NAD+. La 

tigura mueetra una gr,tica de Lineweaver-Burk con gluoosa-6-P 

normal 1 glucoea-6-P deuteruda en el carbono 1. Cuando se un6 

dota dltima como ouatrato ee obaerv6 una dieminuoi6n en la velo­

cidad milxima de la reaoc16n qua fue paralelo a una dieminucidn em 

la oonetan.te de llichaelia (tabla 12). La disminución en la velo­

cidad úxima eeta.r!a de acuerdo con nue atra hip6te sie; sin em­

bargo, sl disminuir la cantidad de sustrato deuterado en la mez­

cla de 1Dcubaci6n no aparece una dieminuoi6n proporcional en la 

tormac16n del inooitol-1-P (figura 26), en otraa palabras, con 

loo valoree extrapolad.os de velocidad máxima·hay un 40 ~ de d1e­

minuc16n en la e!nteaio del inoaitol a partir de la glucosa deu­

terada en oomparac16n con la normal; pero solo hay un 5 ~ menoe 

del inoeitol sintotizado con laa concentraciones mas bajas de 

euetrato ensayadas. Para apoyar totalemnte nuestra bipóteeis de 

trabajo deber1a obeervarae, la misma reducción en la formaci6n del 

inoaitol-1-P, a partir del compuesto deuterado, independientemen-

te de la cantidad de euetrato anaayudo. 
Ya que datos reeultadoe deecartan una participación 

directa del. bidrdgeno 1 de la glucoaa-6-P durante la formación 

dol inoeitol-1-P, oo apoya la idea do una condennución aldólica 

=~tr: loe cerbQnea 1 y 6 de la glucoea-6-P (Kindl, 1966; Chen y 

Chualampouo, 1967¡ Barnett y Corino., 1968 y Biaenberg, f969). 

1 
~~: 

I
:;,~~~ 

' 
. 

. 

~ 
;¡~ 
P\f, tt:t 
-~n~ 
'.~~i! 
;¡;V·' 
i~~ 
1W,~i 
:"~.;~ 

;¡·:~ 
' íl 
~ 

~tl 
'.-:i¡.1 

:'.~i 
~ 
¡.ªj 

1 
~ 
~~: 
•,:¡ 
i:; 
¡ji 
:¡~ 
~~~ 
;~ 

t\~ 
~ 
~ 
''li 'if. 

l .. 
¡ 
·~ 



1 

f 

.t 

o 
r<1 

o 

o 

.... '7 

d _11 CUW'l'Wfl o o 
N J\. 
(OJ04 

e.o 
N 

r 
<t 
ce 
~ 
e> 
,U. 

C\J . 

" 
1 'l}l: 
~ J,;r1i 
- 'i'~T;l ¡t'/f·¡' 

C'> Ir~ 

- tp il 
~ ~ 

1 
í ~: 
;·~ 
. ' 



1 

~ 

Pi.gura 26.- Curva de Lineweaver -~urk para glucoea-6-P normal 

( • ···-~·-·-·•) y deuterada. ( o··· .. ---o ) • Cada punto representa un pro­

:Md io de cuando menoe 4 determinaciones individuales. Con la 

ayuda de la glucosa-6-P deahidrogenasa se comprobó eepectrofo­

tom4trico.mante la concontrac16n de sustrato empleada en cada 

ºªªº• 
. 1 

1 

1 
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l 
j 



TABLA 12 

COMPARACIOJ DI LOS VALORES OBTENIDOS EN LA FIGURA 26 

Gl.uooaa-6-P normal Gluooea-6-P deuterada. 

Velocidad m.4.xima v8 • 2 .18 mU/hora VD• 1.27 mM/hora 

Conetante de 
iiiahaeli• (aparentu) ~ • 1.94 mM KmH a 1 • 1 4 mM 

hlaoionea 

VH 
--- • 1.71 

• 1,69 ~D -- • 0.59 
~ 



40 
le,o• autorea propon~n la 1 "euiente cnouencin d" reaccionAe: 

5-ceto-:;luoosn.-6-P + NADñ 

5-ceto-3luooe1t-6-P ___ ...,. t?-inoao~a- 1 -P 

2-inoeoe&-1-l' • 1•1\THI -- 1noni tol-1-P + NAD+ 

Swaa: glucotm-6-P + NA.D+ ---• i nooi tol-1-P + NAD+ 

Sin •H1bnr"'º• 1-;1senber.:r ( 196Q' d i i l o o _ , , uenn o enz ma a o ':Lda de te e-

tfculo de rata, no pudo demostrar "dilución" dol inosi tol f.ormado 

a partir de glucoau.-6-P r11dioa.otiva cut!ndo incluy6 en l.u. mezcla de 

inoubao idn 5-oe to-dl ucosn-6-l' t'1ntf't1 zr.Hia qu:!inicnme n tn, 

d,- Alff\ y beta Glucorul,- r:J1 otra Bf'rie de ex1lerimt1Jntoe 

8tt intentó ver Bi lfl glUCOCiclor .. Jdol~H3t\ t'.'UÍfl algunt\ }lret'erenoia 

ror lae fornvio nnorr.~r1ca8 nl f:'\ o be ta de la el UCORa-6-P. Lo. me to ... 

dolo¡fa uondB rue eirnilttr a ln descrita por Snlne Vifiuela y Sole 

(196~) que lee rftrm1tid demo~trar la a~rendencia de Ja Jlucosa-6-

p denh1'1rogenaeu\ por 1" configuraci6n betn. No se obtuvieron resul- l~ 
~1~ 

tadott clnroe con la glucoeicloal tlolHea, rrobabJemente debido al l.e- ,,((~ \1'1) 

oho de que la enzimn o.ctdn aohre lo. forma n'biertn. linenl de lA glu- 1~1 
coeR-6-P, qui! pu~do aer un mo JOr euatrato rfLra su oxionci 6n en el ~~ 

.1~ 

Ct\rbono 5 dRn1io origen A lu molécula roatuJ11du lii ~1 -ceto-31ucotm- l~ 

6~. 1 ¡1 
7.- Regulación !!l ti.!.Q. de la eíntcoiB de i~oriitol. ~ 

Entre lrrn sustnncias enonyadite con ca1iacidnd inhibito- ~ 
J 

ria ¡mrn la glucocicloaldoln.ea, loo doo inhibitioree maA potenteis f! 
!l 

reeultn.ron aur el NADH y el pirofoofnto, ambos mt~tabolitos norm::.t- Í 
~: 

les de ln. cdlula. TnlP.a r .. ,.,u)t.adon hnct>ri hlt:1tr.P.nt.e utractivo su- ¡ 

poner que tfttte pnr dP euotH.nciae puednn tener un papel importante 

en }a rPguln.ci6n !.!! ~de l:\ uctiv'iclfl<l lle }a &lUCOCiClOaldolasa, 

y por en<le, en )a :po7.H metab61iCA. del inoaitol, 
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r• el 9fttud1o in vivo d~ l~ rru l 16 - . o U l\C n df't lR bioe!nteai 8 del ino-

li tol. Como quedó demootrado con 11nterioridañ, el 6.nico cHmino ti­

eioldg1co normul ¡nlru. 111 bioeínte r.ti 8 d•. l inooi tol "' ee por medio de 

lü ~1uoooicloaldola1U·. Pur l r o A ~ n ou ineo pr~cticoe dPacritoa en ~eta 

oeoc16n de rt• tml tadon, ne pued• t "' nce11 nr, que el producto f'in..a.l de 

nueotra enziilt\ eo el inooitol lib re ya que la fosfataaa que ca-

tali zm la to.rmi".lci6n del miemo a i~artir del inooitol-1-P no parece 

ner limitanttli cuando ntit a.isla el inoaitol ooluble en agua a par­

tir del ~ice 1-10 de .J:!.. crae-:JR tnna del 95 'f. oe encuentra en forma. 

no f'oeforilt\(1@!¡ f.Mhun.1\e, cuando ae incuban extractoa crudos o poco 

pur1f1c~doe de lK glucociclonlrlolhen, en condiciones apropiRdRa 
r 

para la síntesis d~ inoeitol-1-P. todo el producto formnclo ea cuan- \i 

t1 tativnmente convArtido en su forma no e tttarificada (no tie dea­

c~rtn la posibilidad de que puedan a~r variao las foafatBsRa que 

intervengan en la hidrólieie de 1 inosi tol-1-F). En N~n.r.os~ora el 
I 

inooitol forlí.'ll'\do no es utilizndo como fuente de carbono, ni pro­

mueve el crecimiento del hongo, como ruede concluirse de loa da­

tos preeentRdoe en la tK'bla 1). De acuecido con loa datos de I<"uller 

y Tatum (1956) el principal destino rr.Ptab6lico que tiene el inosi­

tol en date hongo, es hacia lrt forrrJ1.ci6n de un fo~fol!piido. Si 

acortnmoe que mo<lificHcioneB en lHH 1)07.ae met11.b6licaa del NADH y 

del l'irofoafato no vnn a influir 1:iut'\tnncialmente en la 1ncor¡Jora­

oi6n del inoei tol en los fosfolípidoo, Antoncee, los cambio·s de­

tectRdoe en la roza del inositol librP, por modificRci6n de loa~ 
niveles intr.,¡,celuli:

1
res del NAUH o <lel pirofosfato, seritn un rl·fle­

jo de la a.ctivido.d i!! vivo dtJ la ~lucocilor.1ldol~t~a. F.sta. asevera­

ción es apoyada, cunndo menoA para e1 cnoo del :pirofo~.fato, :flC\T 

los datoA 
1
,resentndos en ln tR.h1H. 14: la. inc:on1or<v~i6n de inosi­

tol (concentrocioneo limit~ntea purR el ~r~cimiento) en fosfolí-
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TABLA 1) 

IIOSITOL, 1-lftOSOSA Y 4-IROSOSA COMO PUENTE DE CARBONO EN EL CRE­
Cllll ERTO DE LA NEUROSPORA CRASSA. 

Conoontraoidn de nutr1entee en el medio 
ainiJIO (en por oien,o) 

Oluooea 4-1nosoaa 2-lnoaoaa inoaitol 

(Cepa eilnatre) 

0.1 -- --- --
0.9 -- -- ---
1.0 - - --
0.1 0.9 - -
0.9 0.1 -- ---
o., --0.9 -- 0.9 ---

0.1 ---
-- ---
0.1 -
0.9 -

1.0 ------ 0.9 --- 0.1 

(Mutante 89601) 

0.1 --
0.9 ---
1.0 ---

20 ug -- 20 ug --- 20 ug ---
0.1 0.9 
0.9 0.1 
0.1 0.9 
0,9 0.1 

-- ----- ---
20 U8 --- 20 U8 --

0.1 ---
0.9 ---º·, ---
0,9 ---

0.9 ---
0.1 ---

20 0.9 U8 
20 0.1 U8 

--- 1 .o --- ---
0.1 ---
0.9 ---

0.9 --- o. 1 ---

Crecimiento Diferencia 
en ~ de pe oon control 
eo aeoc respectivo 

• 
1.5 

12.6 --
16.9 --
4.0 + 2.5 

14.0 ... 1.4 

2 .1 + o.6 
15.8 + 3,2 

o ---
1.4 - 0.1 

12.7 + 0.1 

2.2 ---
16. 1 ---
12.0 ---

1 • 1 3.3 + 
4.1 12.0 - 1.6 3.8 + 
0.2 16.3 + 

2.0 - 0.2 
13.2 - 2.9 
2.2 o 

2.7 13.4 -
o ---
3.0 o.a ... 

14.8 1.3 -
on 5 m1 de medio de cultivo. El 

Se uearon matracee de 25 ml e huotá la fase esta,cionaria. La 
hongo creció púr 72 hora!e~1~º:inimo f·~é la. indicada ~n la ta­
fuente de carbono en el d l medio de cultivo. El crecimiento 
bla en por ciento (p/v) d: carbono e~ el medio ea mayor del 1 
no aw.nentll ei ~a fuente 
por ciento. 

;~ 
i~].: 
l'>:~ 

! 
t~l ~,, 
~ 
i1.:~ 
~.~~~ 
¡¡~ 

t~ 
t1 ,,, 
~! 
y~ 
~ti 
·-i~ 

i 
t 
t 
~ 
í: 

J 
l 

.,. "loll.1ilil!í 



TAJ\l,A 14 

RESPUESTA Al· lNOSITOJ, DE UNA fliUTANT'-: n¡.~ !· QRl'\SSA AUXOTROFA AL 

CRt!Clll~ EN t.m Ml\Dl O DE CUI .. TtVO CON POCO FOSFATO. 

5 
10 

15 
20 
30 
40 

Mt!dit' 
mi.nimo 
normn.l 

1. 6 
4. 1 

6.6 
12.0 

25.P 
34.9 

Pe 00 Beco ( mg) 
Wedio mínifl'O oin 
fosf~to8 al que ee 
le a~~~i~ron 1~a foa­
fKtoe como soluci6n 
aparte. 

2.2 
.3 .A 

9.0 
15.7 
26. 1 

28. 9 

Medio mínimo sin. 
foafatoA lil 1ue se 
ae le afíadi6 1/100 
de la concentrac16n 
norTM.1 de fostatoe 

2 .• 2 

3.7 
8.5 

20.4 
29.2 
30.2 

Se inoubó ln mutantP R9601A en mRtrAcea de 125 m1 con 20 ml del 

medio indico.do ettl'lementad o de aacnrosa al 2 </-, durante 72 horae,; 

ain R&'irtnci6n 1 a 29º C. Al final la l!!J.lros!'Orf:_ se cost>ch6 por fil­

traci6n y eucci6n y se colocó en nn horno a 90-100° C durante to­
da la. noche, Ct\dft valor rerresentu un ¡\romedio de 4 determinacio-

nes indi~idualee. 
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pi4oe. no .,. aodtti<Hl n.l bajar 100 vecea ln oonoentrRoi6n de toe-

tato en • l med lo de cul t 1 vo de l•t !!· crnonB. Shn tkin 

Han demoatrado que ttl 1noo1 tol ,dnc\o on ooncoutraci6n 

ra el orttoimiento de una mutante ,,ux6trof1:1 u.1 mi~mo, ee incorpo-

rado 011,.1 ouAnti tBt1v•unente n foafo) ípidoe, 

"·- Por RA.nH,- Pnrn. el cnoo rle i pRre1 rPeulador de la 

ac ti vid1td de nue atr1\ en7.1 ma por ~ 1 NA.DH in. ~. noa pareoid en 

un prino ipio m..'l.A ndecunrl o re feri rnoa n la influencia que pud ier~ 

tenftr la r-.lao16n NAD+ /N~DH y no lt\ ooncentruc16n nielnda del 

NADH, Hol:r.er, Holv.er y Sohultz (1955); Holtzer, Schultz y 1.ynen 

( 19~>6) :¡ Ft!cher y Kle ineenb<!"rj { 1958) han rlemoa tru.d o que la re la-

eidn eustra to oxidtl.<lo/euatrBto r.-d uc ido· mul ti pl icR.do l'>Or la con e-

tante dft @quilibrio de la on~ima corr~Rponrlient~ eA igual a la re­

luc16n NAD .. '/NA.DH libre (no unidos a. i1roteínn) presente en la frac-

tratos o~ eetd trnbnjando. Al rretender aplicar teles conceptos a 

ci6n ¡utrn el eetudio de la rAlf\ci6n NAD+/?i1\DH en e1 aohrf'nadante 

de 105 ,000 x g, lugar de 1 ocaliznci6n de ) a .;::;1 ncocicloa1dolasA., 

Tambien 80 P-ne•1y6 )n actividad a~ lE\ deAhidro~eriaA>-1. aJcoh61ioa y 

la alfa glioftrofosf~to deahirlrneenHAR, ~n RmbHe fue muy baja, Por 

lo tRnto no ne tuvo una enzim~, prPAente ~n el sobr~nRdnnte de 

105,000 x g, que tuv1ern unn elevnc1~i nct1viciH<l como 1fo~hi~rogena"a 

Fir1rlín nucleótido derendiente y que permitiera obtener lA relación 

NAti+ /NADH 
0 

Aunq uo ne ene uen tra a) margen cie ) a rre f1e nte te ei f.\, e a 

nece~nrio hacer 1ncArid en P~ denconocimiento del metabo1inmo de 

en 
rA]11..ci6n con ln rP.o:dd11ci6n <le1 NADH Jocn­

la ~oApora. oratHHl 
- .. . ..... "' - ,l .,, , ú "" 1 1 l, l1 11?.ndo en 1•• ¡)orción_so.1uu.1.r. "" ... - --- • 
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JO O VII) Ol"llJfJ dO 

dift\intOR rtrittfn nuc]ttÓtirl<'.'A Cft)u]rlr~A y oon J.a idea de modifi­

cnr eu r~1Ao16n o~1d1·vlo11t/r .. ducido" eri ... , rnicª1io 
,.., g a ft !!· CJ'C\AAA. fte 

utilizd ln mutnnt~ coloninl ~. ( 1 2) r. co - .• ~~H eCltf\ un1' mutante morfol6-

$1CA d~ !· cr~"ea que hn o1~o ~ntud1ndR y pnrcinJmRntP CRract~ri­

zada nor ~rodv v Tatum (1066) r ~ ~ · . • en nu opinidn po~ee una mutacidn 

en un oolo s~n.,, el M!eronR,•ble de la formaci.6n rle la. glucoea.-6-

p def'hidrogemu.ta. l'oeotroe el ontudinr ln mutante encontramos que 

Jlrottentn. alteracionftl' diAcrfltaff en loB nivelee de pirid!n nucle6-

tidoe oxidAdon y reducidos. 

J,oo r•H\U) tfldoo loe vemoe en las fie'uras 27 y 2R. 'En la 

figura 27 ee ha trazndo ln. grttr1ca de 1 Jt rozk. de inof.'1 tol contra 

lR I'OZl\ de NAI>H; en contra de lo que rodría enperar5e "A. priori" 

e@ obti@ne una r~laoi6n dirPcta, n mayor rozA de inositol mas al~ 

toe valorA o dei la pozc1 de NA'i1H. Sin embargo, al erafica.rse en la 
+ 

figura 2íl, la pozA o~ inoAitol contra la relaci6n NAD
4

+ NADP / 

NADH + NADPH que, como ee frnbe. d 'L unn idea mas real de 1 poten­

cial radox de ln c~lula en el momAnto de ou medición, notamos 

que la })OZf\ de inoei tol e a menor n.J aumentar la proporci 6n de pi­

ridín nucle6tidoA reducidos que actu~n como inhibi~or~R d~·lR 

glucooiolonlrlolrum (se preeentitron datos de la inhibición con el 

NllDH, recientl'mentc ee hH. encontrarlo que eJ NA.DPH tambien actua 

como inhil>idor de la en:t.ima. en eetudio). En resumen, e) rotencial 

redox de la c~lula pr~eent~ unR relación lineal directa con la 

poza de inoeitol, dRtO que Junto con el anterior de la inhibición 

com¡
1
etitiva de la glt1cociclottlcloJ11oa por el NADH nos rermiten 

) t n"':i'\] rf'dox d1"' }n. c•,()u]a nrtrtic:i.I'ª en h1 re-
I1ro¡1on(ll r r¡ ue e po 11 -. ' · " • 

gulnci6n d(ll ln bioEdnteAi"' tlP1 :inositol .i!.! ~· 
b.- J>or rirofo Jf1-lto.- Rn r~Jnci6n con el ¡iirofoofato 

. ' 

----•-lll!:l!i1-w.•111...,_, .... illi1aww, ·1rrmswn·:r·"'m··--1w · K'fff''KrtWSifll 
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Pi&ur~ 27.- Correlac16n entre la poza de inoaitol y la de NADH. 

ta deter1!\innci6n de 1\.m'boe metabolitos ae llevó a cabo en lae 

mismas muestrna y con loo mdtodoa descritos en la eecoi6n de 

material y m'todoe. i.n Ne tironpora, la cera 1.dlveetre o la mutan­

te ool-2 ee cree ieron en medio m:fnimo, suplementado .de ea.caro ea. 

al 2 'f,, con UBitn.ci6n continua a 27 ° C durante el tiempo a.no-

- tado en lo. 8rdf1ca. · ... · ! 
. . 11.' .· 

m 

,, •.· ·, 

. ·1· . 
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t 
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?igurR 28.- CorrclB.Ci6n entre la poza de inoaitol y el pot~ncial 

rodox de lri célula. J,oa disti.ntotl rnetA.bo1itoe se determino.ron 

como st~ indica en ln eecci6n de material y m~todoe. La. Ji.e .. ~roe­

l'ora ae manAj6 en la forma deocrita al pie de la figura 27. Los 

oirculoo llenoe se refieren a la cepa silvestre y los círculos 

vac~oo a la mutante col-2. 
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reoord@moe que lft conotAnt~ d 1 h - ~ n ib1c16n npar~nte frente a la 

glucocicloaldolaaa ee del ordl!n de 10-6 ll '• mi entra a q u~ 1'1 cone-
t~te de NiohRelie p~r 1 1 3 

" R e \JCO~ll-6-P ee del orden de 10- M. 

PRra variar lfl cor.c.-ntrHc16n intracelulnr a.., pirofoa­

tato 89 hi~o CrPcer ltt 1teuron1,or1\ en un medio con 1/100 ele la 

oonoent.rfloi.ón nornml d.., foefnto inorgánico. Lof' re nul tadoe eobre 

varios 1mrdmetroe oel~ccionadoa f\J'nrecen eb lu tubla 15. Al die-

minu1r la concentraci6n ele fo15rnto en el medio de cultivo de la 

~~'Or"~ el crecimiento diominuyl! un 45 'f. pero la :poza de pi­

rofosfnto bajA 4 vecee mientraft que lH d~ elucosn-6-P aolo decr0ce 

l!ft un 29 ~; ante ieeto8 cn.Mb:loe oboervamoe que la poza. de inoRitol 

eube, 35 '!-. ¡r rarr,dójicamt.lnte la actividad de Jo. glucocicloo.ldola­

ea dieminuve 2.7 veces. Acertando r¡ue ln actividnd de la. enzima 

!!l vi tro • ena•· yadn en cond ic.•ionee 61itimae, re pre aenta la "canti­

dad" de la enzima in vivo, antoncee, una interpretación que eet' ._ .......... . 
de acuerdo con loa dRtoe f!Xrerir.>4!!ntalee ee la si5uiente: con la e 

eoncentrao ión a.l ta, ln. no:rmal • de fósforo inor¿ánico, una m:lyor 

onn·tidnd t'\e enzima, al e otar inhibid a ror el pirofosfo. to, nos da 

una poza menor de inoeitol, roientrae que, al disminuir el pjrofoe­

fato, una menor cantidnd de enzima, menos i¡ihibid¿.t, rroduce una 

mayor poza de inoeitol. 

Eetn intcrpretAci6n ee ve apoyada ~or los datos de la 

figura 29 en que ee tienen loe V{\lorat.\ de la i)oza de inositol con­

tra la actividad ae la glucociclon1dolaeu; dan un coeficiente de 

correlación de o.A1 con una p < 0.001. ta re)Rci6n ontre loo doe 

paritmetroe eacogidoe ea inverr.m, a mF!nor roza de inosi tol ee · obtie­

ne unfl mn.e al tR nct i vidnd d.E'I ln en 7.i mR, e \rn.nt i ficada 1!1. vi tro en 

oondioionea 6rtjmae, miam~H• en JnA qu~ no ocurre ln. acumu1Rci6n 

1 ,,¡ ... -.& __ _. __ ,_._,,... einn .. ~1 tff.nef'Lmen te.. los va lo re '3 menore e de actividad 
l -u VA¿VLVO~.VVt 

,': 

' ' 
'" 
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TABLA 15 

MODI PICACIOR DB VARIOS PARAMETROS Al CRECER NEUROSPORA CRASSA 
COff URA COrtC•::tiTHACION LifiO:TANTE DE FOSFATO EN h'L --­

MEDIO. 

Conoentrnoión de roa! 
fnto en el medio (m.M) 36.8 0,368 

Cr~cimiento (r:g r@BO 
Sf!CO) 7R,5 43.3 

Po~A d~ inoeitol 8.90 ! .61 12.00 ± .44 
(umolee/g de rrot.) (9) ( 10) 

Actividnd de la gluco-
cicloaldoluea (umolaft/ 4.36 ! .67 1. 60 ! .of\ 
g de pro t/hora) (9) (9) 

Po~a de Gluc-6-P 2 •' 14 ! .05 
+ 1.52 - .10 

( umolae/g de pe no neoo) (A) (12) 

Poza de pirofoefnto 6.08 ! 1.0R 1.49 ! .31 
(umolnR/g de l'een seco) (8) (5) 
El mio.,lio crecido durante 48 hor>\S con ::i3i.tRci6n continut=t en 
med 1 o mfni.mo auplemcn tJ.\d o de sncnrC1nt1 H 1 2 'f. y '.!On lae concen­
traciones d~ fonfato indicadas en l~ tabla se cosechó por fil­
traci6n y auccidn. Se uAaron mueotras diferentes ~ar~ eu~ntifi- · 
c1u- loa dietintoo 1mr1fo1etroo nnotnnoa, Pnrn medtr la activid!l.d 
de la glucocicloa.ldolR~a el micelio e~~ horr.oseniz6 en n"l hc".':'.J._:;_; ... 
nizndor de tipo Potter-Elvehjem COI/'\ Tris o.i M pH ·1.7; se Cf'n­
trifug6 a 10,000 x e durnntf: 10 minutos y ee aobrenadante se 
uoó ¡>:\rll ln determinac:\.6n do proteína y como fueinta de nnzimA 
queº" eno"y6 en l1ts condicionen descritna en material y mtfto­
doe, ¡,,l mt'"zcln de incuhnci6n con enzima en que la actividad ee 
¡11\rl\ Al ti~mro O, pClr calentamiento en baflo d~ a.gua ~ ebl:1lli­
ci6n, ne ua6 :pnrl\ cuantificar la pozn metab6l1cn de inosltol. 
PBrn ltlB determinRcionen de glucoA~-6-P y rirofoafato el micelio 
eft homoeeni26 r1ipidamente en frío con ácido r~rcl6rico o.~ N en 
un Ultrn-Turrnx y RO procedió tal como se i~d1c6 en mn.ter1al y 
mltodoe. toe r~eultndoe ne dan en promedio - error estdndar; en­
tre pnrdnte"ie eetn el nómero de det~rminacionee. En todos los 
caeoe lae difer~ncins entre lne doe concentraciones de fosfato 

dieren unt1 p < ,001. 

~· ll .,.. 

ss :: zsrrmmnrmmrr• 
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Pisura 29.- Correlao16n entre loa niveles baealee de 1nositol 

y la actividad de la glucocicloaldolaea en preparaciones de 

!· craeaa crecida a doo nivelee de concentración de fosfato 

en el medio de cultivoi .. ( • ) concentraci6n normal y ( "") 

1/100 de la concentrac16n normal. Cuando los fosfatos elimi­

nados dol medio se eu.etituyen por una cantidad equimolecu.lar 

de KCl se obtienen iddnticos resultados. Los datos presentados 

en la fisura corresponden a las determinaciones individua.Lea 

do loa promedioe anotados en la tabla 15. 

._, 
,,. 
" 
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la gluoooicloaldol•1•a ee l't!gintraron cuondo la ¡1oza de inoei­

•ol exi•'•nte f\ltl 1a1or. 

·I 
1 
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Rl mio inoeitol @ft el mnB nbundnnte de loe inoeitoles 

en la natural81Ul y e•~ encuentr,1 diatribuído en form':\ oaei uni­

versal. En las c4lu1Rs que lo pooeen existe tanto en ou forma 

libre como constituyendo rmrte de varias mol~culae de inter~e 

tiaiol6sioo como la ti tina, el foefu.tidilinoei tol, los polifoe­

toinoeítidon. e to. El mio inooi tol part1cipí1 en varias vías me­

tabdlicua que Gf! hu..n resumido en la figurH 4. Aunque no ee sabe 

con certeza el (loe) l'"rel {e8) fieiol6gico (e) del mio inositol 

e.e le hn relacionado con loe aiguientoa aspectos: factor de cre­

cimiento en algunoe microrganiemoe, vitamina, agente 1 ipotr6pico, 

utilizaoi6n y transporte de aminoácidos, s!nteeie de nucle6tidoe, 

transporte de cationee, aecreci6n elandular, transmiai6n nervioea, 

oontracci6n mitocondrial, eotab1Jizaci6n d~ macromol~culas, etc. 

En ~ote trabajo se demuestra que el mio inositol se 

sintetiza en Neuroapora craoea por una sola enzima, la glucoci· 

cloaldolaea, que lo formn a partir de la glucoaa-6-fosfato. 

LB en7.imn oe puri fic6 parcial mente y ros1ee la ei~uien-
+ 

tea cnracteríeticna: absoluta de¡)endencia por NAD que no se pu-

do detectBr eri forma r•~ducida en el curso ·de lu. reacción; pH 6p­

tim~ de 7.7; linearidKd en au actividKd con la concentración d~ p 

rrote :(mi; 11 neari dlld en ou ac ti vida<l con e 1 tiempo hasta por 4 

horas; ea ,,ctivndn 4 Vf'!Ct'!B por el NH4 ; lu ·enerc;ía. de activnci6n 

ee de 
14

,
000 

citlorían x moi- 1 ; ln constante de Michaelia araren-
- ...... + - - ..:i -

6 
" f t ) e a de 1 • 9 mM y para e l irn.v t1 o ua 

te parl\ la glucosn.- -i. oR a < 
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3 0-6 2. x 1 Mg posee un Pft•O moleculnr '1rroximado de 150, 000; no 

· actua ftobrtit 109 ttigu~nten comru""toft e1tlr\otoe'1-6-foornto, manot1"-

6-roufBto, truotoea-6-ro~fKto dcido 6-fonfogluc6nico, gluooeona-

6 fosfato, 2-ceto 1nOAOR~ foeforila~a, eluooea, glucoeona, 2 oeto 

inoaoea Y 4 ceto inoeoen; ~ntre loe inhibidoree enA~yadoa sobre~ 

enlen el NA.DH, 1nhibidor comr~tit:lvo del NAD+ con un1, conAta.nte 

de inhib1ci6n apart!nte de 4.0 x 10-6 M y el p1rofoofl1.to, inhibi-

dor competi t1vo de 111 glucoea-6-foef1-1to con un11. oonatante de in­

h1 b1oi6n 1lparente de 1•1 a 4. 5 x 10-6 M; no es poei ble aiele.r in-

clizac16n directa ror medio de una condeneac16n de tiro alddlico. 

I.a enzima est~ loonl1zndn en el oobrenadnnte de~puee de 

sedimentar loa microeomae o 105 ,000 x ernvedad. Loa datos experi-

mentales demuestran que .!!l vivo la re5ulaci6n de· 1a a.ctividRd de 

la slucocicloaldolaaa eetd influída por el potencial redos de la 

c~lula (r~laci6n NAD+ + NADP+/NAl>H + NADPH) asi como por la con-

~entracidn de pirofoafato localiz~do en ~1 micelio de la Neuroe­

o.l t'\ relación NA."J+ + NADP+ /NADH + NADPH nos muee-

unB mayor pozB de inoeitol .que ttAmbien se detecta al provo­

.una disminución en la poza de j>irofoefato • 

•• 
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